VNIVERSITAT
B VALENCIA
Facultad de Medicina y Odontologia

Departamento de Pediatria, Obstetricia y Ginecologia

PROGRAMA DE DOCTORADO: 3139 Medicina

IMPACTO DE UNA NUEVA METODOLOGIA DE ANALISIS DE
BIOMARCADORES DE IMAGEN ECOGRAFICA
EN CICLOS SUSTITUIDOS
SOBRE LA TASA DE EXITO EN DONACION DE OVULOS

Trabajo de Tesis Doctoral

Presentado por Diia. Stefania Paolelli

Directores

Prof. Dr. D. José Alejandro Remohi Giménez
Dr. D. Nicolas Garrido Puchalt

Valencia, mayo 2019






Memoria de Tesis Doctoral para optar al grado de

Doctor en Medicina y Cirugia
Lugar de realizacion:
Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI), Valencia
Facultad a la que esta adscrita:
Facultad de Medicina y Odontologia, Universidad de Valencia
Departamento de Pediatria, Obstetricia y Ginecologia

Titulo:

Impacto de una nueva metodologia de analisis de biomarcadores
de imagen ecografica en ciclos sustituidos sobre la tasa de éxito
en donacion de 6vulos.

Autora:
Stefania Paolelli

Licenciada en Medicina y Cirugia por la Universidad Cattolica del Sacro
Cuore de Roma (Italia). Especialista en Obstetricia y Ginecologia.

Directores:

Prof. Dr. D. José Remohi Giménez. Instituto Valenciano de Infertilidad
(IVI), Universidad de Valencia

Dr. D. Nicolas Garrido Puchalt, Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI)






VNIVERSITAT
B VALENCIA

Prof. Dr. D. Jos¢ Remohi Giménez, Catedratico del Departamento de
Pediatria, Obstetricia y Ginecologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valencia y Presidente del Instituto Valenciano de
Infertilidad.

CERTIFICA:

Que el trabajo titulado:

IMPACTO DE UNA NUEVA METODOLOGIA DE ANALISIS DE
BIOMARCADORES DE IMAGEN ECOGRAFICA EN CICLOS
SUSTITUIDOS SOBRE LA TASA DE EXITO EN DONACION DE
OVULOS

Ha sido realizado integramente por Dia. Stefania Paolelli bajo mi tutela y
supervision.
Dicho trabajo est4 concluido y retine todos los requisitos para su presentacion

y defensa como Tesis Doctoral ante un tribunal.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firmo la presente certificacion
en Valencia, a 23 de mayo de 2019

Fdo. José Remohi

S






VNIVERSITAT
B VALENCIA

Dr. D. Nicolas Garrido Puchalt, Doctor en Biologia, Master en Disefio y
Estadistica en Ciencias de la Salud, y Director de Fundacion IVI

CERTIFICA:
Que el trabajo titulado:

IMPACTO DE UNA NUEVA METODOLOGIA DE ANALISIS DE
BIOMARCADORES DE IMAGEN ECOGRAFICA EN CICLOS
SUSTITUIDOS SOBRE LA TASA DE EXITO EN DONACION DE
OVULOS

Ha sido realizado integramente por Diia. Stefania Paolelli bajo mi tutela y
supervision.

Dicho trabajo esta concluido y retine todos los requisitos para su presentacion
y defensa como Tesis Doctoral ante un tribunal.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firmo la presente certificacion
en Valencia, a 23 de mayo de 2019

Fdo. Nicolas Garrido






Agradecimientos

Aunque sea lo primero que aparece en esta tesis, me gustaria terminar este
trabajo expresando las motivaciones que me han impulsado a ser ginecéloga,
investigadora y quizés, profesora en un futuro.

A la vez, aprovecharé para agradecer la ayuda extraordinaria y el apoyo
personal de muchos con los que he trabajado dia a dia y minuto a minuto.
Mi motivacion surgié de mi familia, esa familia que siempre estd conmigo,
aunque mi decision haya sido salir del nido, aprender y ser feliz haciendo lo
que mas me gusta.

Valoro muchisimo la gran suerte que tengo con ella; esa familia que me ha
inculcado la autonomia, el valor del esfuerzo, la habilidad para tomar
decisiones criticas, el sentido del humor e implicarme sin dudas para mejorar
la vida de los demas. Por supuesto, saber que si lo intentas puedes
conseguirlo ha marcado mi vida y mis retos.

Al lado de esas motivaciones, siempre estan aquellos que me han ayudado,
enseflado, animado, esperado y prestado su ayuda desinteresada, y quiero

agradecer su tiempo, recomendaciones, conocimientos, apoyo y dedicacion.
Agradezco a Espafia, pais soleado y siempre alegre.

Agradezco a mi querida Valencia, que me recibio en el septiembre del 2014
con su cielo inmenso y azul y su gente siempre sonriente y amable, que hizo
todo lo posible para que me sintiera acogida y para que no echase tanto de

menos a mi Italia.



Siempre, al Dr. Remohi; por confiar en mi cada dia, por guiarme y ser mi
referente profesional, personal y cientifico en tantas ocasiones.

Compartir esos momentos dificiles que uno tiene cuando hace una tesis
doctoral y su carisma han permitido este trabajo y tantos otros que espero

nos sigan vinculando.

Por supuesto, al Dr. Nicolas Garrido que ha sido otro de los artifices de este
trabajo con su labor de direccion y estimulo constante. Le agradezco mucho
haber puesto a mi disposicion su modelo de ensefanza-aprendizaje, haciendo

que lo dificil sea sencillo y practico.

Agradezco a Angel Alberich-Bayarri, Belén Fos y Irene Mayorga de
QUIBIM por su disponibilidad y su empatia.

Igualmente, a mis compafieros del IVI con los que he compartido muchas
cosas y me han demostrado el valor del trabajo en equipo y la alta calidad

humana y profesional que llevamos en nuestro ADN.
Por ultimo, finalizo agradeciendo a esas familias que confian todos los dias
en nuestro rigor y a todos mis amigos, de aqui y de allé, su apoyo y carifio, y

cdmo no, a mi madre y a mi hermana.

Todos son para mi la clave del éxito.



Dedico este trabajo

iA Edoardo y Anjara, que fueron mis embrioncitos
mas queridos y que ahora dan guerra a sus padres!

A la pequefia Giulia, recién nacida, hermanita de
Edoardo.

A todos los embriones que generaremos y que haran
felices a muchas mujeres.

A Giulia Dell’Anna, que nunca dejarad de ser mi
Angel de la guarda.

A me stessa, per aver dimostrato ancora una volta
che
volere e potere.






INDICE DE CONTENIDOS

1. INTRODUCCION

1.1. Endometrio humano

» Compartimento epitelial
» Compartimento estromal

» Células inmunes residentes

1.2. Implantacion embrionaria

» Factores inmuno-histo-quimicos

> Factores clinicos

Receptividad endometrial y su evaluacion

1.3.1. Métodos histologicos

1.3.2. Marcadores bioquimicos

1.3.3. Marcadores moleculares

1.3.4. Técnicas de imagen

1.3.4.1. Histeroscopia
1.3.4.2. RMN

1.3.4.3. Ecografia bi- y tri-dimensional

>

YV V V V V

Morfologia endometrial: patron
Espesor endometrial

Volumen endometrial
Delimitacion

Contractilidad miometrial

Perfusion uterina bi- y tri-dimensional

13

19
19
20
22
23
24
24
27
30
34
36
37
40
40
41
41
42
53
55
59
60
62



1.3. Factores sistemicos 66

1.4. Biomarcadores de imagen, imagen cuantitativa y bioingenieria 69

1.5. Técnicas de reproduccion asistida: Donacion de 6vulos 77

2. OBJETIVOS 85
3. JUSTIFICACION E HIPOTESIS DE TRABAJO 93
4. MATERIAL Y METODOS 97
4.1 Ambito del estudio 97
4.2 Diseio del estudio 97
4.2.1 Poblacion del estudio 98
4.2.2 Criterios de inclusion y de exclusion 98
4.2.3 Procedimientos y cronograma 100
4.2.3.1 Seleccion de la donante 101

4.2.3.2 Estimulacion ovarica: protocolo de estimulacion con antagonista

del GnRH 103
4.2.3.3 Puncién folicular 105
4.2.3.4 Espermiograma e inseminacion de los ovocitos 106

4.2.3.5 Preparacion endometrial en las receptoras: ciclo sustituido 107

>

>
>
>

Fase 1: Ecografia de control 107
Fase 2: Preparacion estrogenica 107
Fase 3: Controles ecografico y hormonales 107

Fase 4: ESTUDIO 1610-VLC-075-SP: Protocolo del analisis
ecografico 2D y recogida de muestras biologicas e imagenes. 108

Fase 5: Preparacion progesteronica 118

14



4.2.3.6 Transferencia embrionaria (TE) 119

4.2.3.7 Base de datos 121
4.3 Métodos estadisticos 121
4.3.1 Tamano de la muestra 121
4.3.2 Analisis de datos 122

» Andlisis descriptivo 122

» Analisis de resultados gestacionales respecto a los  datos

ecograficos 122

5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio (receptora de gametos) y sus

resultados gestacionales 125
5.2 Resultados de la estimulacion ovérica de las donantes de dvulos 127
5.3 Analisis de estadisticos descriptivos 129

» Implantacion vs. No implantacion 129

» Tasa de Implantacion 50% vs. Tasa de Implantacion 100% 129
» Embarazo en curso “si”’ vs. “no” 132
» Aborto Clinico vs. Aborto bioquimico 132
5.4 Analisis de clasificadores basados en Machine Learning para la
prediccion de embarazo en curso 133
5.5 Analisis de clasificadores basados en Machine Learning para la
prediccion de la tasa de implantacion 140
5.6 Analisis de clasificadores basados en Machine Learning para la
prediccion de la tasa de implantacion en pacientes con doble transferencia

de embrion 147
15



5.7 Resumen del analisis de clasificadores basados en Machine

Learning 158
6. DISCUSSION 165
6.1 Modelo de donacién de 6vulos 167
6.2 Ciclo sustituido con o sin supresion hipofisaria VS. Ciclo natural 167
6.3 Grosor endometrial 168
6.4 Patron endometrial 174
6.5 Volumen endometrial 175

6.6 Vascularizacion endometrial y subendometrial: 3D Power Doppler. 179

6.7 Niveles de 17B-estradiol (E2) 182
6.8 Via oral VS. Via transdermica 183
6.9 Papel de la progesterona (P4) 184
6.10 Biomarcadores de imagen cuantitativa y bioingenieria 187
7. CONCLUSIONES 193
8. BIBLIOGRAFIA 197
9. ANEXOS 223
Abreviaturas 223
Informe del Comité Etico de Investigaciéon Clinica 229
Hoja de Informacion y Consentimiento Informado 231

16



Introduccién






1.1 ENDOMETRIO HUMANO

El endometrio humano es el tejido que tapiza la cavidad uterina.

En la actualidad, se le considera como un . rgano hormonalmente regulado
que sufre cambios periddicos que son la base del ciclo menstrual.
Tradicionalmente se ha considerado al endometrio como la membrana de un
receptaculo inerte que constituye la parte pasiva de la gestacion.

Sin embargo, el endometrio es un d6rgano activo y dindmico entre cuyas
funciones basicas se encuentra la de desarrollar temporalmente su capacidad
de adhesion para posibilitar la implantacion del embrion.

El endometrio, ademés, permite que se produzca la posterior invasion
controlada, la cual dara lugar a la placentacion, y con ello al desarrollo fetal
en los mamiferos. Es, por tanto, un 6rgano clave en la vida reproductiva de
la mujer (Dominguez F, 2005)

El endometrio humano se encuentra constituido por los compartimentos
epitelial, estromal y vascular, con la existencia, ademas, de una poblacion de
células inmunes residentes.

Todo ello se distribuye en dos regiones denominadas funcionalis y basalis.
La funcionalis se transforma y regenera cada mes durante la menstruacion,
mientras que la basalis permanece formando la base para regenerar

ciclicamente la funcionalis (Figuras 1-2)
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e Compartimento epitelial
El epitelio endometrial es una monocapa de células cuboidales polarizadas

que tapizan el interior de la cavidad uterina.

Figura 1: Diagrama representativo de la dindmica del endometrio humano durante
el ciclo menstrual.

(Tomado por Simén C, Horcajadas JA, Garcia-Velasco J, y Pellicer A. El
endometrio humano: desde la investigacion a la clinica 2009. Médica

Panamericana, Buenos Aires y Madrid.)
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Figura 2: Arquitectura vascular del endometrio humano (Tomado por Simén C,
Horcajadas JA, Garcia-Velasco J, y Pellicer A. El endometrio humano: desde la

investigacion a la clinica 2009. Médica Panamericana, Buenos Aires y Madrid.)

Estd constituido por un componente luminal y otro glandular (Martin J,
2002). Esta monocapa, como el resto de las mucosas, actia como barrera
para proporcionar proteccion contra los patdogenos que logran acceder hasta
la cavidad endometrial, pero también debe permitir la adhesion del embrion
humano que es, en esencia, la funcion primordial del endometrio.

El epitelio endometrial esta regulado por las hormonas esteroideas ovéricas
que, directamente o a través del estroma, (Cook ID, 1995) inducen cambios

morfoldgicos y bioquimicos ciclicos. Estos cambios ayudan a preparar el
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microambiente adecuado para la adhesion del embrion, donde el epitelio
actia también como primer mediador del didlogo entre el embrion y el
endometrio materno (Dominguez F, 2005)
El epitelio luminal varia su morfologia segun la fase del ciclo menstrual y el
epitelio glandular forma las glandulas endometriales propiamente dichas.
Estas glandulas proliferan formando glandulas largas y convolutas durante
la fase secretora temprana, que van aumentando a medida que la fase
secretora avanza. La funcion del epitelio glandular es la produccion y
secrecion de moléculas necesarias para la nutricion e implantacion del
blastocisto.

e Compartimento estromal
El estroma endometrial es un tejido conectivo compuesto por células y matriz
extracelular. El tipo celular que compone mayoritariamente el estroma es el
fibroblasto, y est4d implicado en la remodelacion de la matriz extracelular a
lo largo del ciclo menstrual. Esta remodelacion ocurre principalmente en la
fase lutea mediante el proceso de decidualizacion. Dicho proceso comienza
a partir del dia 6-7 después de la aparicion de la progesterona y se caracteriza
por una serie de cambios morfologicos, bioquimicos y génicos de los
fibroblastos.
En respuesta a la exposicion a los estrégenos y progesterona los fibroblastos
se convierten en células decidualizadas.
La funcion de estos fibroblastos decidualizados es el control de la invasion

del trofoblasto para que se produzca una correcta placentacion.
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e (Células inmunes residentes

El endometrio humano contiene células del sistema inmunoldgico que son
relevantes para la fisiologia endometrial, especialmente en la regulacion de
la respuesta inmune local. El conjunto de células inmunes residentes esta
formado fundamentalmente por células natural killer uterinas (NKu),
macréfagos y linfocitos T. Su funcidn primordial es la de proteger el tracto
genital frente a infecciones y evitar el rechazo inmunoldgico durante la
implantacion embrionaria (Figura 3)

La poblacion leucocitaria encontrada en el endometrio normal, supone entre
un 10-15% de la poblacion celular del estroma, fluctia ciclicamente y es

maxima en la fase secretora tardia y premenstrual (Bulmer JN, 1985)
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Figura 3: Interacciones que ocurren en el lugar de implantacion entre el trofoblasto
y células inmunes. Las células trofoblasticas expresan HLA-C, G y . Celulas NK y
macrofagos detectan la presencia de los antigenos del trofoblasto a través de sus
receptores HLA. También células dendriticas y macrofagos pueden reconocer

antigenos del trofoblasto y presentarlos a células T.
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(Tomado por Simén C, Horcajadas JA, Garcia-Velasco J, y Pellicer A. El
endometrio humano: desde la investigacion a la clinica 2009. Médica

Panamericana, Buenos Aires y Madrid.)

1.2. IMPLANTACION EMBRIONARIA

La implantacion embrionaria es un paso critico en el proceso reproductivo
(Cakmak H y Taylor HS, 2011; Makker A y Goel MM., 2013), altamente
regulado y que requiere de un estrecho didlogo entre el embrion y el
endometrio, donde se produce una sincronizacion de la maduracion del
embrion hasta la fase de blastocisto con la diferenciacion del endometrio para
conseguir un estado receptivo del embrion (Wang H., 2005; Revel, 2006;
Kennedy TG., 2007; Acache H., 2010; Cakmak H y Taylor HS., 2011;
Altmée S., 2012; Ramirez L., 2013)

» Factores inmuno-histo-quimicos

Se sabe que la interaccion entre los factores embrionarios y maternos
secretados es crucial para las fases de aposicion, adhesion e invasion
(Cavagna M., 2003; Hoozemans DA, 2004; Acache H., 2010; Cakmak H y
Taylor HS., 2011)

Durante la fase de aposicion, que tiene lugar entre los dias 5 y 6
postovulacion, el embrion se posiciona en el fundus uterino y el tercio
superior de la cara posterior uterina. Esto es importante porque va a
determinar la localizacion de la placenta (Simoén C., 2009)
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La salida del embrion de la zona pelucida es un requisito necesario para la
implantacion, la cual también puede darse in vitro o fuera del endometrio
con un retraso de un dia. Se desconoce como el blastocisto llega a su lugar
final de implantacién pero se cree que puede estar relacionado con la
presencia de receptores de quimoquinas en su superficie como el CCR2
(receptor de MCP-1) o CCRS5 (receptor de RANTES) y se sabe que el
endometrio secreta multitud de quimoquinas (Dominguez F.,2009)

Por tanto, se piensa que un determinado grupo de citoquinas y quimoquinas
guian al embridn hacia las células del epitelio endometrial (EEC) y hormonas
como progesterona y estradiol empiezan a preparar al endometrio para la
implantacion y promueven la expresion de MUCI en el endometrio;
actuando como molécula anti-adhesiva para la union del embrion
(Hoozemans DA., 2004; Ramirez L., 2013)

En la siguiente fase, las moléculas de adhesion implicadas en la adhesion
célula-célula y en la adhesion célula-matriz extracelular son cruciales para la
union del blastocito al endometrio materno (Simén C, 2009)

El endometrio gracias a la exposicion en la superficie de las células
trofoblésticas de receptores de factor inhibidor de leucemia (LIF), factor
estimulador de colonias (CSF) y factor de crecimiento epidérmico de union
a heparina (HB-EGF), L-selectina e integrinas y a la liberacion de
mensajeros quimicos como interleukina 1-f (IL-1B) permite la unién y la
fijacion del embrion a la pared uterina (Hoozemans DA., 2004; Ramirez L.,
2013)

Por ultimo, en la fase de invasion, el blastocisto se adhiere a la monocapa
epitelial e induce una reaccion apoptdtica paracrina mediada por el sistema

Fas-Fas ligando que permite al blastocisto atravesar la barrera epitelial
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(Simon C, 2009). Posteriormente, el embrion atraviesa las EEC y se embebe
en el estroma por la rotura de la matriz extracelular a través de
metaloproteasas y  serina  proteasas  sintetizadas por  células
sinciotrofoblasticas y citotrofoblastos diferenciadas a partir de células
trofoblasticas (Cavagna M., 2003; Ramirez L, 2013).

La angiogénesis endometrial es fundamental para el desarrollo de un
endometrio receptivo que permita la implantacién, la decidualizacion y la
formacion de la placenta.

El VEGF y las PGs son los principales factores angiogénicos implicados en
este proceso y su expresion depende de condiciones locales como hipoxia
(Hoozemasn DA., 2004). Ademads, durante la implantacion tiene lugar un
aumento de la permeabilidad vascular endometrial en el sitio donde se
colocan los blastocistos; donde las prostaglandinas, por sus propiedades
vasoactivas, tienen un papel importante (Wang H., 2005)

El embridn, debido a su naturaleza genética paterna y materna, puede generar
una respuesta inmunologica en la madre conocida como “restriccion
materna”; la cual puede ser causa de un fallo en la implantacion o en la
placentacion (Cavagna M., 2003; Cooke ID., 1995; Acache H. y Revel E.,
2006; Cakmak H. y Taylor HS., 2011)

El estudio de la relacion entre el sistema inmune y el sistema reproductor ha
permitido demostrar la funcion de determinadas citoquinas, factores de
crecimiento y moléculas de adhesion en los organos del tracto reproductor
(Domiguez F, 2005)

De hecho, el proceso de implantacion embrionaria presenta muchas
similitudes con el proceso de migracion leucocitaria (figura 4), ya que el

leucocito en su migracion a través del endotelio presenta unas fases similares
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a las del embrion cuando atraviesa el epitelio endometrial e incluso comparte
la funcionalidad de determinados grupos de moléculas como integrinas,
selectinas y tetraspaninas (Domiguez F., 2005; Simén C., 2009).

Ademas, es esencial una inmunomodulacion para que el embrion se implante
adecuadamente; donde la glicodelina A juega un papel importante inhibiendo
la actividad de las células NK (natural killer), junto con otras moléculas
inmunomoduladoras como la inhibina y el factor de crecimiento
transformante  (TGF-P) secretados por el endometrio e IL-1f liberada por

el embridon
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Figura 4: Similitudes de los procesos de migracion leucocitaria transendotelial e

implantacion embrionaria (Tomada de Dominguez y colaboradores, 2005).

» Factores clinicos
1. Calidad embrionaria: no va a ser motivo de revision en este trabajo

porque el estudio esta disefiado en un programa de donacién de
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ovocitos donde la calidad suele ser optima (Budak E, 2007) y los

embriones que se utilizaron fueron de calidad A o B segiin ASEBIR.

2. Receptividad endometrial: este aspecto lo analizaremos en el
apartado 1.3.

3. Niveles hormonales maternos

4. Factores sistémicos: este aspecto lo analizaremos en el apartado 1.4.

El éxito de la donacion de ovocitos estd influenciado por multiples factores,
entre ellos, la calidad embrionaria, el estado reproductivo y sobretodo la
receptividad endometrial de la receptora (Soares SR, 2005)

La preparacion endometrial exdgena es necesaria en las pacientes con ciclos
irregulares o ausente y es conventienete, en general, pues permite reducir las
cancelaciones y programar la fecha del transferiemnto embrionario con
mayor flexibilidad.

En mujeres con funcion ovéarica y con ciclos regulares se puede emplear el
ciclo natural: en cuanto a su eficacia en la ultima Cocharane del 2017
(Ghobara Ty cols, 2017) no se encontraron pruebas suficientes para apoyar
el uso del régimen natual en lugar del artificial en preparacion para
transferencia de embriones vitrificados (FET) en mujeres con ciclos
ovulatorios regulares. Cardenas Armas DF y colaboradores ( Cardenas
Armas DF y cols, 2019) en un retrospectivo de 1215 ciclos vieron que no
habia diferencias significativas entre los dos grupos (natural vs artificial) en
cuanto a la tasa de embarazo clinico, el embarazo en curso, los nacidos vivos
y los abortos espontaneos pero que una preparacion endometrial en un nciclo

natural que evalue la desaparicion del foliculo dominante por ultrasonido
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aumentaba las tasas de implantacion, especialmente cuando se transferian
blastocistos.

Sea de forma natural o bien de forma artificial, la concentracion sérica de
estrogenos y progesterona resulta imprescindible para obtener una perfecta
sincronizacion entre la maduracion del endometrio y la transferencia
embrionaria y asi poder maximizar las oportunidades reproductivas.

El papel protagonista de la progesterona en la preparacion endometrial, en la
modulacion de la respuesta inmune en pro de la implantacion, en favorecer
el aporte sanguineo al endometrio, en procurar la quiescencia miometrial y
favorecer la receptividad del embrion, ha sido ya extensamente demostrado
(Soliman S., 2004; Messinisis 1., 2005; Messinisis 1., 2006)

En ciclos artificiales la administracion de estrogenos exdgenos se modula en
funcion de las necesidades de cada paciente individualmente, de forma que
esta bien establecido cual es el grosor y el aspecto endometrial que se debe
alcanzar tras su administracion. Si tras administracion de estrégenos no se
logra un grosor endometrial superior a 6,5-7 mm, se realiza una
determinacion sérica de estradiol para comprobar si existe una concentracion
adecuada del mismo y discernir si es un problema de malabsorcion o falta de
dosis, o, por el contrario, si es un problema uterino que impide el crecimiento
endometrial a pesar de alcanzar concentraciones optimas de estrogenos. En
el primer caso, podemos incrementar las dosis de estrogenos exdgenos o
administrarlas por otra via (oral, transdérmica) con el fin de aumentar la
eficacia del tratamiento. Sin embargo, en el caso de la progesterona exogena,
no existen controles tan exhaustivos sobre su eficacia y normalmente se
administra la misma dosis a todas las pacientes sometidas a un ciclo de

terapia hormonal sustitutiva para llevar a cabo una transferencia embrionaria.
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Aunque esta claro que un soporte lateo exdgeno pueda mejorar las tasas de
implantacion y embarazos en ciclos de reproduccion asistida, sobre todo en
pacientes sometidas a ciclos de donacion de dévulos en los cuales la
produccion endogena de progesterona es minima, hay debate e investigacion
sobre el momento, la dosis y la via de administracion de la progesterona.

Es bien sabido que una concentracion de progesterona insuficiente en el
momento de la implantacion o durante la primera fase del embarazo puede
determinar una falta de implantacion o un aborto espontaneo.

Un bajo nivel de progesterona puede retrasar o impedir, mientras que el
exceso de hormona puede acelerar el desarrollo endometrial y en
consecuencia retrasar o adelantar la ventana de implantacion, generando una

falta de sincronia con el embrion.

1.3. RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL

Se define receptividad endometrial como aquel proceso biologico que
permite que el endometrio alcance un estado receptivo que posibilita la
implantacion del embrion. Este proceso se caracteriza por producir toda una
serie de cambios que se materializan a nivel histoldgico, celular y molecular,

de modo que el endometrio adopta un fenotipo receptivo.

El endometrio presenta profundos cambios tanto a nivel morfologico, tisular
y celular, como molecular que son provocados por la acciéon de hormonas
esteroideas, principalmente 17f3- estradiol (E2) y progesterona (P4) (Simén

y colaboradores, 2009).
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El endometrio adquiere en esta etapa del ciclo menstrual una mayor actividad
secretora, aumenta la vascularizacion y presenta unas protusiones llamadas
pinodpodos en la superficie luminal del epitelio (Cavagna y Mantese, 2003;
Ramirez 2013).

Ademas, expresa moléculas de aposicion y fijacion como integrinas,
laminina, fibronectina, mucina 1 (MUC-1), inhibina, LIF, CSF,
prostaglandinas (PGs), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF),
glicodelina, factor de crecimiento similar a insulina (IGF) y HB-EGF
(Hoozemans y colaboradores, 2004).

Este estado receptivo se adquiere entre los dias 20 y 21 de un ciclo menstrual
regular de 28 dias, en el dia +7 después del pico de LH enddgena que
desencadena la ovulacion (LH+7).

Este dia representa el centro de la ventana de implantacion, que es como se
conoce este periodo, llamado Window of Implantation (WOI) en inglés
(Wilcox y colaboradores, 1999; Achache y Revel, 2006; Achache y
colaboradores, 2010; Bellver y colaboradores, 2011; Ramirez, 2013; Vilella
y colaboradores, 2013) (figura 5).

De este modo, se denomina dia LH 0 al dia que se produce el pico, y
siguyiendo con esta nomenclatura, el endometrio pre-receptivo
corresponderia al intervalo de LH+1 a LH+5 (dias 14 al 18 del ciclo
menstrual); el endometrio receptivo, correspondiente a la WOI, al intervalo
de LH+6 a LH+8 (dias 19 al 21 del ciclo); y el endometrio post-receptivo al
intervalo de LH+9 a LH+13 (dias 22 al 26 del ciclo) (Diaz-Gimeno, 2011).
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Figura 5: Ciclo menstrual y ovarico. En la parte superior de esta figura se pueden
observar los cambios que suceden en el ciclo ovarico en funcidon de los niveles
hormonales. En la parte intermedia se muestran los niveles hormonales que acoplan
el ciclo ovarico con el ciclo menstrual. En la zona inferior se indican los cambios
que acontecen en el endometrio en cuanto al grosor, desarrollo glandular y vascular.
Se muestran las fases del ciclo ovarico (folicular y lutea) y las del ciclo menstrual
(proliferativa y secretora). Atendiendo a la receptividad del endometrio, podemos
distinguir en la fase secretora, un periodo pre-receptivo (PR), el receptivo (R), y el
postreceptivo (PS) que culmina con la menstruacion. En la parte de debajo del
endometrio se marcan los dias del ciclo, considerando dia 1 el dia de comienzo de
la regla (Aghajanova y colaboradores, 2008; Simén y colaboradores, 2009; Diaz-
Gimeno, 2011)
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En cuanto a la biologia de sistemas, el analisis computacional de la red de
interacciones moleculares entre endometrio y embrion durante la
implantacion, usando los perfiles transcriptomicos de muestras de
endometrio y células embrionarias cultivadas in vitro, ha permitido
confirmar la implicacion de muchos genes que ya se habian relacionado con
la receptividad endometrial como LIF, proteina de unién a hialuronato 2
(HABP2), interleukina 15 (IL15), proteina endometrial asociada a
progestageno (PAEP) y fosfoproteina secretada 1 u osteopontina (SPP1); asi
como determinar posibles nuevas moléculas con un papel en la interaccion
embrién-endometrio como apolipoproteina D, biglicano, endotelina 1
(EDN1), fibulina 2 (FBLN2), factor de crecimiento fibroblastico 7 (FGF7),
gastrina, Kremen 1 (KREMENT1), neuropilina 1 (NRP1), inhibidor de serina
peptidasa, miembro 3, clado A (SERPINA3) y versicano (VCAN), entre
otras. Ademas, se han identificado varias redes genéticas que no se habian
relacionado con la receptividad endometrial como las vias de sefalizacion de
JAK-STAT, cascadas de complemento y coagulacion, adhesion focal,
uniones adherentes y respuestas inflamatorias (Altmée y colaboradores.,
2012).

Aunque no se conoce exactamente todos los mecanismos moleculares que
rigen este estado, estd claro que la receptividad endometrial constituye el

cuello de botella del proceso reproductivo (Achache y Revel, 2006).

Denominamos marcadores de receptividad endometrial a todos aquellos
parametros faciles de detectar que nos permiten caracterizar a un endometrio
como receptivo (Achache H. y Revel A., 2006). Los marcadores pueden ser

utilizados para datar el endometrio en fase receptiva y evaluar el estatus de
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receptividad endometrial y conocer el impacto de los ciclos estimulados
sobre la fisiologia del endometrio.

Existen distintos tipos de marcadores atendiendo al nivel de estudio en el que
se obtiene informacion. De este modo se habla de marcadores de
receptividad endometrial morfoloégicos cuando es la morfologia la que nos
informa; de marcadores de receptividad moleculares clasicos cuando son las
moléculas de forma aislada las que nos caracterizan el endometrio; y de
marcadores moleculares “6micos” cuando son las moléculas en su conjunto
las que nos permiten caracterizar dicho proceso bioldgico (Aghajanova y

colaboradores, 2008).

1.3.1. Métodos histologicos

Durante la fase lutea del ciclo natural pueden observarse cambios
morfologicos en el endometrio que, dia a dia, permiten su dataje, mediante
la observacion por microscopia Optica de cortes histologicos. Actualmente la
anatomia patologica rutinaria data el endometrio segun los criterios de
Noyes, que fueron obtenidos a partir de 8.000 biopsias de endometrio de
pacientes estériles (Noyes y colaboradores, 1950, 1975). Estos criterios
consideran ocho caracteristicas histologicas basicas del endometrio: grado
de mitosis glandular, pseudoestratificacion de los nucleos, vacuolas basales,
secrecion, edema del estroma, reaccion pseudodecidual, mitosis del estroma

e infiltracion leucocitaria (figura 6 ) (Noyes y colaboradores., 1950, 1975).
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Figura 6: Caracteristicas histologicas basicas del endometrio.
(Tomado por Noyes RW, Hertig AT, y Rock J. Dating the endometrial biopsy. Fertil
Steril 1950: 1; 3-17.)

Aunque el dataje histolégico se ha usado durante décadas para las
evaluaciones de parejas infértiles, para confirmar la ovulacion y evaluar la
maduracion del endometrio; su eficacia durante la fase latea, en la ventana
de implantacion y su relacion con la infertilidad sigue generando
controversia (Coutifaris y colaboradores, 2004; Murray y colaboradores,
2004).

Se han intentado buscar otros marcadores morfologicos que permitan
determinar el estado receptivo, como los pindpodos, cuya aparicion coincide
con la apertura de la WOI (Nikas, 1999). Se trata de protuberancias del
epitelio endometrial, que parecen actuar en la modulacion del ambiente

uterino para hacer coalescer las paredes endometriales (Bentin-Ley y
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colaboradores, 1999) y a través de secreciones (Kabir-Salmani y
colaboradores, 2005) . Sin embargo, sélo se pueden observar mediante
Microscopia electronica de barrido SEM, convirtiéndolo en un marcador

poco practico para su uso rutinario (Bentin-Ley y colaboradores, 1999).

1.3.2. Marcadores bioquimicos

No existe una unica molécula que sirva como marcador de la receptividad
endometrial, sino que se han estudiado distintos factores (figura 7) que
podrian ser utiles para este propodsito como alternativa a los criterios
histolégicos de Noyes (Noyes y colaboradores, 1950). Entre estos
marcadores se encuentran integrinas (B3, o4 y al, fundamentalmente),
mucina 1 (MUC-1), calcitonina, factor inhibidor de leucemia (LIF), ciclo-
oxigenasa 2, homeobox A10 (HOXA10), HB-EGF (Heparan binding EGF
like growth factor), lactoferrina, IGFBP-1 (IGF like binding protein 1), IL-
6, IL-10, TNF-a (factor de necrosis tumoral a), glicodelina y osteopontina
(Ben-Nagi y colaboradores, 2010 ; Garrido- Gémez y colaboradores, 2013 ;
Simon C, 2009)

Los niveles de MUCI se incrementan con la presencia de progesterona (P)
durante la ventana de implantacién y, mediante inmunofluorescencia
indirecta y microscopia confocal se ha demostrado que en los sitios de
implantacion el embrion induce la rotura especifica de la MUCI en la zona
del epitelio endometrial al que se va a adherir (Simon C, 2009). La
osteopontina, el receptor de la integrina avp3, ha sido detectada durante la

fase receptiva en el epitelio glandular endometrial y en secreciones uterinas.
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Ademas, se considera una molécula consenso puesto que se ha encontrado
aumentada durante la fase receptiva en todos los trabajos que investigan la
expresion génica del endometrio humano (Carson y colaboradores., 2002;
Kao y colaboradores., 2002; Borthwick y colaboradores., 2003; Riesewijk y
colaboradores., 2003).
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Figura 7: Marcadores bioquimicos de receptividad endometrial y la variacion de sus
niveles durante el ciclo menstrual. R indica el periodo de receptividad endometrial.
(Adaptado de Giudice LC, Saleh W. Growth factors in reproduction. Trends
Endocrinol Metab. 1195 Mar, 6 (2): 60-9.)

1.3.3.  Marcadores moleculares (transcriptémica y protémica)

Los estudios de expresion génica son una alternativa para la busqueda de
huellas transcriptdmicas que sirvan como marcadores moleculares de
receptividad endometrial (Ponnampalam y colaboradores., 2004; Talbi y
colaboradores., 2006; Horcajadas y colaboradores., 2007) y permiten
monitorizar de forma cuantitativa la expresion génica en distintas
condiciones (Schena y colaboradores., 1995).
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Ademas, los cambios histologicos, bioldgicos y fisiologicos significantes
que ocurren durante las fases proliferativa, secretora y menstrual del ciclo
son consecuencia de los cambios que ocurren a nivel de transcripcion y/o
expresion génica.

Se han llevado a cabo distintos estudios de expresion génica por microarray
en el endometrio humano en distintos puntos del ciclo menstrual para tratar
de identificar y/o diagnosticar el estado de receptividad endometrial y la
ventana de implantaciéon (Carson y colaboradores., 2002; Kao y
colaboradores., 2002; Borthwick y colaboradores., 2003; Riesewijk y
colaboradores., 2003; Mirkin y colaboradores., 2005; Garrido-Gomez y
colaboradores., 2013). Aunque todos estos estudios usaron la misma
tecnologia, hay muchas diferencias en el disefio y el andlisis de datos como
el dia que se toma la biopsia, las fases de ciclo comparadas, el nimero de
biopsias, la union o la no union del ARN aislado y los métodos estadisticos
empleados para considerar un gen como sobre-expresado o reprimido.

Esto se refleja en una gran falta de consenso, puesto que sélo un gen se ha
considerado sobre-expresado en los cinco estudios, osteopontina
(Horcajadas y colaboradores., 2007; Garrido- Gémez y colaboradores.,
2013).

A pesar de lo cual se propuso, en 2007 un set de 25 genes (tabla 1) que
presentan una expresion alterada en el endometrio durante la ventana de
implantacion en condiciones normales, en comparacion con la
hiperestimulacion ovérica y condiciones refractorias por la introduccion de

un dispositivo intra-uterino (Horcajadas y colaboradores., 2007).
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Ciclo

Lombn del Gen HOC [s]1V)
Natural

Glutathione peroxidase 3

Placental protein 14

FXYD domain containing ion transport regulator 2

Dipeptidyipeptidase 4

Leukemia inhibitory factor

rnsulin-h'ke growth factor binding protein 3

Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha

Hyaluronan binding protein 2

dothelin receptor type B

L eiomodin 1

Calponin 1, basic, smooth muscle

Clusterin

Transgelin

Cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 9

Fnosiml -1 -monophosphatase 2

Calpain 6

Tissue factor pathway inhibitor 2

Mitogen-activated protein kinase kinase 6

Catenin , aipha 2

Forbitol dehydrogenase

jor histocompatibility complex, class Il, DO beta

ranched chain keto acid dehydrogenase E1, beta polypeptide |

Aldehyde dehydrogenase 3 family, member B2

NDRG family member 2

Fo!ate receptor 1

HOC: hiperestimulacion ovarica controlada. DIU: Dispositivo intrauterino.
Tabla 1: Genes implicados en la receptividad endometrial.
(Tomada por Horcajadas JA, Pellicer A, y Simén C. Wide genomic analysis of

human endometrial receptivity: new times, new opportunities. Hum Reprod
Update 2007: 13; 77-86.)
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En la actualidad hay disponibles varios tests moleculares para el dataje
endometrial basados en el andlisis de una molécula o un grupo de ellas, como
es el caso del E-tegrity Test que utiliza anticuerpos frente a la integrina 33
(Lessey y colaboradores., 1995) o el EFT Quick Guide que evalua la
expresion de ciclinas a lo largo del ciclo menstrual (Kliman y colaboradores.,
2006). En los ultimos 3 afios se ha desarrollado, ademas, un microarray mas
complejo para el estudio de la receptividad endometrial (ERA, de sus siglas
en inglés: Endometrial Receptivity Array) basado en la firma transcriptomica
en la fase de receptividad endometrial humana, asociado a un predictor
computacional que puede identificar la ventana de implantacion de cada
paciente sin tener en cuenta su histologia endometrial (Diaz-Gimeno y
colaboradores., 2011; Diaz-Gimeno y colaboradores., 2013; Garrido-Gémez

y colaboradores., 2013; Ruiz-Alonso y colaboradores., 2013).

1.3.4 Tecnicas de imagen.
1.3.4.1 Técnicas de imagen: Histeroscopia

El aspecto histeroscopico del endometrio en fase secretora media ha sido
considerado en algunos estudios como un factor prondstico mas valido que
cualquier determinacién hormonal evaluada en este momento (Makker A y

Singh MM, 2006). Seglin estos estudios, se consideran “buenos” hallazgos
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histeroscopicos la aparicioén de aperturas glandulares en forma de anillo y la

visualizacion de una secrecion glandular maxima. Por el contrario, la
aparicion de venas varicosas en la superficie endometrial es considerado un
hallazgo “pobre”. Aun asi, la histeroscopia no es uno de los métodos
diagnosticos mas utilizados en la actualidad para la evaluacion endometrial

en las técnicas de reproduccion asistida.

1.3.4.2 Técnicas de imagen: TAC y RMN

En el estudio del endometrio podemos utilizar la funcion TUI (Tomographic
ultrasound imaging), que nos proporciona cortes milimétricos del utero a
modo de tomografia axial computerizada (TAC) o resonancia magnética
nuclear (RMN), y que nos permite el andlisis pormenorizado del endometrio

y su patologia (p6lipos, carcinoma, etc.) (Simon y colaboradores., 2009).

1.3.4.3 Técnicas de imagen: la ecografia bi- y tri-dimensional

La ecografia representa una herramienta sencilla y de empleo rutinario en el
estudio del endometrio, ya que permite evaluar su tamafio, textura, volumen
y vascularizacion.

Todo ello puede aplicarse al estudio del ciclo endometrial fisiologico y
estimulado asi como a la deteccion de patologia organica, benigna o maligna

(Simén C, 2009).
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La ecografia en escala de grises 2D constituye en la actualidad la herramienta
de uso rutinario en el estudio del endometrio y nos proporciona informacion
sobre su tamafio y textura asi como de la existencia de patologia
endocavitaria.
A lo largo de la historia se han identificado multiples variables para
determinar la receptividad endometrial y se han intentado correlacionar con
la mayor o menor tasa de gestacion en TRA. Estas variables se relacionan
con el espesor y patron ecografico del endometrio, asi como con la perfusion
endometrial estudiada a distintos niveles del arbol vascular: arterias uterinas,
arcuatas, radiales y espirales, zapping endometrial y subendometrial con
Doppler color y power Doppler y, mas recientemente, estudio de la
vascularizacion endometrial en su conjunto mediante ecografia
tridimensional power Doppler (Puente y colaboradores., 2009; Check y
colaboradores., Hung y colaboradores, Chien y colaboradores., Cacciatore y
colaboradores., Applebaum y colaboradores. ).
Mas recientemente, la ecografia tridimensional ha aportado grandes avances
técnicos a la hora de explorar y visualizar las estructuras pélvicas femeninas.
Destacan en este campo la capacidad para la medicion del volumen total del
endometrio, y no solo su medida y visiéon en un Unico plano espacial, y el
estudio de la vascularizacion tisular endometrial y subendometrial. Ambas
aplicaciones son en este momento posibles gracias a los programas 3D
Power-Doppler y VOCAL (Virtual Organ Computer-aided AnaLysis).

» Morfologia endometrial: patrén
Coincidente con los cambios hormonales y ovaricos que se generan en el
transcurso del ciclo menstrual, en el endometrio también acontecen una serie

de cambios tisulares ciclicos que van haciendo que éste adopte unas
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determinadas caracteristicas ultrasonograficas. A través de la ecografia
vaginal se han podido comprobar estos cambios e identificar el momento del
ciclo en el que cada mujer se encuentra.

Son muy numerosas las publicaciones aparecidas desde que Hackeloer
(Hackeloer BJ y colaboradores, 1977; Hackeloer BJ, 1984) clasificara las
imagenes ecograficas de la mucosa endometrial y las relacionara con la
funcién ovarica y el resultado reproductivo (Bonilla-Musoles F y Pérez Gil
M, 1981; Bonilla-Musoles F y Pérez Gil M, 1988), siendo a dia de hoy una
clasificacion comprensible y adecuada y una de las que mas se equipara a la

histologia.
1 I {111
v V Vi

Figura 8: Esquema de Hackeloer de los tipos endometriales (Tomada por Hackelder

BJ, Nitschke S, Baume E, Sturm G, Buchholz R. Ultraschalldarstellung von
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Ovarveranderungen bei Gonadotropinstimulierung. Geburtshilfe Frauenheilkd.

1977;37(3):185-90)

En la primera fase del ciclo, durante la menstruacion, la estimacioén del
espesor (entre 1-4 mm) puede estar dificultada por la presencia de coagulos

o de fragmentos endometriales en el interior de la cavidad (Fig. 9).

Figura 9: Durante la menstruacion la cavidad endometrial puede presentar areas

anecoicas correspondientes a coagulos o fragmentos endometriales en su interior.
En la etapa posmenstrual inmediata (dias 4-6) el endometrio se identifica

como una linea continua discretamente ecogénica, de menos de 5 mm de

espesor (Fig. 10).
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Figura 10: Dia 5 del ciclo: el endometrio se identifica como una linea continua

discretamente ecogénica de menos de 5 mm de espesor.
Durante la fase proliferativa (dias 6 -14) se va engrosando gradualmente al

ritmo de 1 mm/dia, hasta alcanzar entre 9 y 14 mm en el momento de la

ovulacion (Fig. 11).
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Figura 11: Endometrio el dia 12 del ciclo: las lineas periféricas reflejan el desarrollo
del estroma, de las glandulas, y de los vasos. En la fase proliferativa inicial, a partir
del dia 6 el endometrio se va diferenciando en tres capas de diferente ecogenicidad,

con clara identificacion de una linea ecogénica media.

El endometrio deja de crecer después de la ovulacion, alrededor del dia 16,
siendo de grosor constante durante la fase secretora.

A pesar de que el punto de corte no esta totalmente establecido, un espesor
superior a 18 mm puede ser considerado como hipertrofico, asociado a
hiperplasia endometrial, término no ecografico que debe reservarse para los
estudios histolégicos.

En los primeros dias del ciclo, durante la menstruacion, el endometrio se
aprecia como un area muy discretamente ecogénica, en ocasiones

discontinua o con imagen de coleccion y ecos dispersos en la cavidad.

46



Durante la fase proliferativa, entre los dias 6-14, el endometrio se va
diferenciando en tres capas de diferente ecogenicidad, con clara
identificacién de una linea ecogénica media, correspondiente a la cavidad
endometrial. Las lineas periféricas reflejan el desarrollo del estroma, de las

glandulas y de los vasos (Fig. 11).

La etapa mas importante es la de transicion entre las fases proliferativa y
secretora, pues tedricamente podria ayudar a identificar el momento de la
ovulacion. El endometrio periovulatorio se caracteriza por presentar bien
diferenciadas la capa basal, mas periférica y ecogénica, y la capa funcional,
interna e hipoecoica.

Durante este periodo se distinguen tres patrones morfologicos.

» El tipo I aparece en la fase preovulatoria y se caracteriza por un eco
medio, que representa la luz de la cavidad endometrial, rodeado por
un area hipoecoica correspondiente al endometrio proliferativo v,
mas externamente. por una banda ecogénica correspondiente al

endometrio basal (Fig. 12).
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Figura 12: Dias 14-15, fase periovulatoria. El endometrio de tipo II,
secretor inicial, deja de crecer en espesor y presenta un engrosamiento del

endometrio basal que reduce el area hipoecoica.
» El tipo II se presenta en la fase secretora inicial. El endometrio deja

de crecer en espesor y se produce un engrosamiento del endometrio

basal que reduce el area hipoecoica (Fig. 13).
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Figura 13: Dias 14-15, fase periovulatoria. En el endometrio de tipo 111, ya
en fase postovulatoria inmediata, la ecogenicidad se generaliza hasta
enmascarar el eco central, probablemente por la presencia de moco y

glucogeno.
» Encel tipo III, ya en fase postovulatoria, la ecogenicidad se generaliza

hasta enmascarar el eco central, probablemente por la presencia de

glucogeno (Fig. 14).
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Figura 14: Dia 22. El endometrio secretor se identifica como una estructura
hiperecogenica y homogénea, producida por el edema del estroma y la

presencia de moco y glucogeno en las glandulas.

En ocasiones, especialmente en ciclos estimulados, durante la fase folicular
avanzada se puede apreciar una discreta coleccion endocavitaria procedente
de la secrecion cervical ascendida por las contracciones endometriales, ya
que la secrecion de las glandulas endometriales no se inicia hasta bien
avanzada la fase lutea.

La desaparicion de la imagen en triple capa, reflejo de la luteinizacion
endometrial, tiene lugar unas 48 horas después de la ovulacion.

El endometrio secretor se identifica como una ecoestructura hiperecogénica
y homogénea, producida por el edema del estroma y la presencia de moco y

glucogeno en las glandulas endometriales (Fig. 15A).
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Figura 15 A: Dia 26 del ciclo, fase secretora avanzada. Endometrio secretor con

discreto halo hipoecoico periférico, relacionado con el edema del stroma.

El endometrio se mantiene ecogénico hasta los tltimos dias del ciclo, ya en
fase premenstrual, en que puede apreciarse rodeado por una linea periférica

hipoecoica (Fig. 15B).
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Figura 15 B: Dia 26 del ciclo, fase secretora avanzada. Endometrio secretor y

presencia de coleccion premenstrual en la cavidad.

A pesar de que el estudio seriado a lo largo del ciclo permite apreciar y
constatar la evolucion ecografica y funcional del endometrio y, en ocasiones,
sospechar la existencia de anomalias relacionadas con ciertas deficiencias
hormonales, por la deteccion de cierta asincronia entre el endometrio
esperado para la fase del ciclo y el estadio ovarico, estd claro que la
evaluacion ecografica no puede utilizarse para “datar” el endometrio con la
exactitud que proporciona el estudio histoldgico, y es poco probable que

pueda reemplazar a éste.
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» Espesor endometrial
El espesor o grosor endometrial es el pardmetro més evaluado del
endometrio, aunque los resultados obtenidos sobre su relaciéon con la
receptividad endometrial siguen siendo también contradictorios. Una de las
principales ventajas, y la razén por la que muchos autores lo han evaluado,
es la relativa sencillez de su medida, asi como por tratarse de un pardmetro
diferente e independiente del patron endometrial (Fleischer y colaboradores,
1986; Dickey y colaboradores, 1992). La medicion del grosor endometrial se
puede realizar via vaginal en cortes longitudinales o transversales buscando
siempre la zona media, proxima a fundus y de mayor grosor (figuras 16 y
17), o via abdominal en una corte longitudinal, precisando en este caso una

buena replecion vesical (figura 18)

La mayoria de los estudios han medido el grosor maximo en plano
longitudinal (Grandberg S y colaboradores, 1991; Saha y colaboradores,
2004; Sit AS, 2004) aunque otros muestran el grosor de la unién del tercio
superior de la cavidad endometrial con los dos tercios inferiores (Friedler S
y colaboradores, 1996; Raine-Fenning NJ y colaboradores, 2004) Cualquiera
de estas formas de medida es valida. De inicio la via vaginal es superior, pero
en ocasiones, cuando hay alguna dificultad, como en el caso de uteros
globulosos, adenomiosis, miomatosis, etc, y especialmente en la
transferencia embrionaria, la medicioén via abdominal con vejiga llena resulta

idonea y mas aclarativa.
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Figura 16: Cortes 2D transvaginales en longitudinal (izquierda) y transversal

(derecha) para la medicion del grosor endometrial

Figura 17: Ecografia 2D transvaginal en un corte longitudinal para la medicion del

grosor endometrial

54



Figura 18: Corte longitudinal 2D con vejiga llena para medir grosor endometrial

» Volumen endometrial
La medicion fiable del volumen endometrial solo ha sido posible gracias a la
introduccion de la ecografia tridimensional. Esta nueva tecnologia permite
medir objetos irregulares y no emplea las clasicas formulas del elipsoide
basadas en las medidas de la ecografia bidimensional que pueden aportar
errores importantes. Concretamente un programa disefiado especificamente
para la medida de volumenes, es capaz de generar un modelo tridimensional
del endometrio (figura 19) a través de la reconstruccion virtual de los mismos
mediante la obtencion de diversas secciones seleccionadas mediante un eje
de rotacion de un determinado plano del espacio (Schild RL y colaboradores,

1999).
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Figura 19: Medicion del volumen endometrial mediante sistema VOCAL.

(Tomado por Yaman 2012)

La ecografia 3D dispone de un software informatico que permite medir
volumenes de las diferentes estructuras que se observan en las imagenes.
Este programa se denomina VOCAL, siglas que provienen de las palabras
anglosajonas Virtual Organ Computer—-Aided analysis, en castellano
“analisis virtual de un 6rgano asistido por computador”. Este programa se
basa en el método rotacional, que permite delimitar volumenes de una region
de interés rotando los planos ortogonales que obtiene la sonda
tridimensional, es decir longitudinal, sagital o plano A, transverso, axial o

plano B y horizontal, coronal o plano C (figura 20).
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Figura 20: VOCAL de un endometrio aislado. A la izquierda y centro se muestra
la forma de delimitar los planos espaciales. A la derecha se muestra el calculo

automatico del volumen endometrial

Las rotaciones pueden realizarse desde cualquier plano, no obstante, los giros
solo se realizan en el eje vertical u horizontal de la region de interés. Al
escoger el plano A o B se realizan las rotaciones sobre un eje vertical de un
semicirculo de 180°. Si se elige el plano C, las rotaciones se realizan sobre
un eje horizontal que afecta a los planos C y A. Se puede escoger el nimero
de pasos de cada rotacion, lo que permite seleccionar diferentes cortes sobre
la imagen bidimensional del plano seleccionado. A partir del trazado del
contorno de estos cortes bidimensionales, el programa es capaz de
recomponer los cortes intermedios y generar el volumen de la region de
interés sobre la que se estd trabajando. El volumen en superficie se define
por triangulacion tridimensional de los contornos bidimensionales, lo que
significa que cada punto del contorno del corte bidimensional o plano N es
conectado por medio de un triangulo en forma de malla con los
correspondientes puntos en el plano N+1 Y N-1.

Una vez trazado y representado el volumen de la regién de interés, el

programa permite conocer su volumen en milimetros.
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Las estructuras irregulares, como por ejemplo el endometrio, requieren un

trazado manual de los contornos para calcular su volumen. (figura 21).

Figura 21: Sistema VOCAL para la valoracion del volumen endometrial de un

endometrio trilaminar

Otra posibilidad que ofrece este programa es la definicion y medicion
automatica de un doble contorno virtual. A partir de la superficie de la region
de interés, el programa VOCAL es capaz de generar contornos paralelos al
de referencia. Estos caparazones pueden ser internos o externos al contorno

de la estructura y pueden definirse diferentes grosores (figuras 22 y 23).

Figura 22: Medicion caparazon interno y externo de un endometrio.
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Figura 23: Modo VOCAL, sistema “corteza” para conseguir una perfecta

delimitacion entre miometrio y endometrio

El volumen endometrial ha sido estudiado por muchos investigadores como
predictor de la receptividad uterina con hallazgos contradictorios de forma

similar a lo expuesto anteriormente con la medida del grosor endometrial.

» Delimitacion
La delimitacién endometrial es el grado de homogeneidad de la interfase
entre endometrio y miometrio.
Una mala delimitacion es propia de procesos patoldégicos de enorme

importancia en reproduccion, tales como la adenomiosis y adenofibromas,
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ambos muy relacionados con una baja tasa de implantacién, o como los
miomas, cuya afectacion de la morfologia de la cavidad es vital en prondstico
reproductivo 'y otras complicaciones ginecoldgicas (hipermenorreas,

metrorragias).

» Contractilidad miometrial

La contractilidad miometrial ha sido poco evaluada por la escasa
reproductibilidad de los trabajos publicados, asi como por la dificultad de
obtener una medicion fiable y objetiva de la misma.

Su interés fundamental aparece en el momento de la implantacion
embrionaria, bien sea de forma natural o bien durante la transferencia de
embriones en el caso de los ciclos de reproduccion asistida.

El utero tiene una actividad contractil que varia durante el ciclo menstrual.
Las contracciones uterinas son mas frecuentes durante la fase folicular donde
alcanzan un pico de 4-5 contracciones por minuto en la fase folicular tardia.
La frecuencia disminuye durante la fase lutea en que el utero se vuelve
quiescente (Lesny P y colaboradores, 1998; Abramowicz JS y Archer DF,
1990). Este patron en la frecuencia de contracciones parece depender de las
hormonas esteroides ovaricas, aumentado de forma paralela al estradiol
durante la fase folicular y disminuyendo con el aumento postovulatorio de la
progesterona. El beneficio fisiologico de la actividad contréctil uterina se
desconoce, pero la propagacion de contracciones desde el cuello al fondo
uterino durante el periodo periovulatorio puede favorecer el paso de los
espermatozoides a través del utero hacia las trompas y la permanencia de los

embriones transferidos (Fanchin R y colaboradores, 2001).
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Los primeros estudios se realizaron midiendo la presion con sondas
intrauterinas, pero debido a que era un procedimiento invasivo y que podia
inducir contracciones no deseadas, fue sustituido por el almacenamiento de
la actividad uterina captada por la sonda transvaginal en un video digital y el
estudio posterior de las grabaciones (Pusey J y colaboradores, 1980).

La quiescencia relativa durante la fase lutea se entiende facilmente y se ha
demostrado que aparece durante los tratamientos de reproduccion asistida a
los siete dias de la administracion de hCG, en el momento de la transferencia
de los blastocistos (Fanchin R y colaboradores, 1998)

Por el contrario, una frecuencia de contracciones superior a 5 por minuto en
el dia de la transferencia de los embriones se asocia con una tasa de
implantacion muy baja comparativamente con una frecuencia de 1-3
contracciones por minuto (4% versus 21% respectivamente) (Lesny BA y
Killick SR, 2004)

Posteriores estudios han confirmado la asociacion negativa de las
contracciones uterinas con la posibilidad de embarazo tras los
procedimientos de reproduccion asistida (Fanchin R y colaboradores, 2001)
Seria importante no solo el aumento del niimero, sino el cambio de
orientacion ya que las contracciones van de cérvix a fundus, y se ha
observado, en la transferencia de embriones, especialmente si se manipula el
cérvix, que la liberacion de prostaglandinas que acontece cambia la direccion
de las mismas y se eliminan los zigotos transferidos (Bonilla-Musoles F y
colaboradores, 2010).

La administracion precoz de progesterona vaginal disminuye la frecuencia
de las contracciones uterinas en el momento de la transferencia embrionaria,

aunque no se ha demostrado que aumente significativamente la tasa de
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embarazo (Lédée- Bataille N y colaboradores, 2005) y podria provocar una
luteinizacion prematura si se administra muy pronto.

En un estudio caso-control italiano del 2015 (Pinto V y colaboradores, 2015)
vieron como la contractilidad uterina ciclo-dependiente estaba alterada en las
pacientes con endometritis: observaron una reduccion de 3.3 veces de las
contracciones retrogradas en la fase periovulatoria en las pacientes con
endometritis y en fase medio-luteale una actividad contractil propagadora
anterdgrada o retrograda VS una actividad local y no propagadora en las

pacientes sin endometritis.

» Perfusion uterina.
v" Evaluacién bidimensional

Los cambios ciclicos en la perfusion uterina y la angiogénesis endometrial
desempefian un papel critico en el crecimiento endometrial y la implantacion.
Convencionalmente, el Doppler pulsado y Doppler color han sido utilizados
para evaluar el flujo sanguineo de las arterias uterinas y sus ramas con objeto
de determinar la contribucion relativa de la perfusion uterina a la
receptividad endometrial.
La mayoria de los estudios se han centralizado en la evaluacion del flujo
sanguineo de la arteria uterina y casi todos ellos se han realizado en el dia de
la administracion de hCG, el dia de la recuperacion de los ovocitos o el dia
de la transferencia de los embriones con objeto de predecir el resultado de
los tratamientos eje reproduccion asistida (Goswamy RK vy
colaboradores,1988; Bonilla-Musoles F y colaboradores, 1992). Las ondas
de velocidad de flujo de alta resistencia se han asociado en general a

resultados adversos (Zaidi J y colaboradores, 1996; Engmann L y
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colaboradores, 1999), aunque otros autores no han podido demostrar esta
asociacion (Coulam CB y colaboradores, 1994). Diferentes limites del indice
de pulsatilidad méximo de la arteria uterina, entre 2,5 y 3,6 concretamente,
se han propuesto como predictores de que no se produzca la gestacion o que
¢sta sea altamente improbable (Chien LW y colaboradores, 2002; Steer CV
y colaboradores, 1995; Cacciatore B y colaboradores, 1996; Sterzik K y
colaboradores, 1989; Ng EH y colaboradores, 2009). El hallazgo mas
consistente es el alto valor predictivo negativo y la elevada sensibilidad, que
es cercana al 100%. En la mayoria de ellos el valor predictivo positivo parece
mas alto que en el caso del grosor endometrial y del patréon endometrial,
alcanzando un rango entre 44 y 56%, para una especificidad del 13 y 35%
respectivamente (Friedler S y colaboradores, 1996).

Complementariamente, también han sido asociado la presencia de flujo
diastolico en la arteria uterina en la fase lutea precoz y media con resultado
de embarazo (Serafini P y colaboradores, 1994; Dickey RP, 1997) Por
contra, un flujo diastolico reducido con aumento de la resistencia de la arteria
uterina se asocia con ciclos en los que no se consigue embarazo (Dickey RP,
1997; Zaidi J y colaboradores, 1995).

El flujo sanguineo de la arteria uterina influencia el resultado de los ciclos
de reproduccion asistida y el embarazo es menos probable que ocurra cuando
el indice de pulsatilidad de la arteria uterina esté por encima de 3,3 6 cuando
el indice de resistencia de esta arteria sea superior a 0,95 durante el periodo
mas tardio de la estimulacion ovérica y alrededor del tiempo de la
recuperacion ovular y transferencia de embriones (Chien LW 'y

colaboradores, 2002)
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v" Evaluacion tridimensional
La aplicacion de ecografia tridimensional Power-Doppler, también
perteneciente al programa VOCAL, es capaz de calcular tres indices
angiograficos: el indice de vascularizacion (IV), el indice de flujo (IF) y el
indice de vascularizacion de flujo (IVF), los cuales representan el nimero de
vasos venosos, el flujo sanguineo y la perfusion endometrial,
respectivamente. El indice de vascularizacion (IV) muestra el porcentaje de
voxels coloreados respecto al nimero total de voxels.
El voxel (del inglés volumetric pixel) es la unidad cuibica que compone un
objeto tridimensional. Constituye la unidad minima procesable de
una matriz tridimensional y es, por tanto, el equivalente del pixel en un
objeto 2D. Un pixel (acronimo del inglés picture element, ‘elemento de
imagen’), es la menor unidad homogénea en color que forma parte de
una imagen digital.
El indice de flujo representa la intensidad Power-Doppler media de todos los
voxels coloreados. El indice de vascularizacion de flujo es un indice que
deriva de la multiplicacion de los dos indices previos y la division de este
resultado entre 10%. Estos indices se han intentado asociar también con la
receptividad endometrial.
De hecho, una simple y subjetiva valoracion del flujo sanguineo dentro del
area endometrial-subendometrial se ha correlacionado positivamente con las

tasas de implantacion y embarazo en los tratamientos de fertilizacion in vitro.
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La observacion de la seial Doppler color se ha asociado con la prediccion de
la implantacién en los ciclos de fertilizacion in vitro, siendo muy poco
probable que la gestacion se produzca cuando no aparece una sefial Doppler
color subendometrial e intraendometrial (Zaidi J y colaboradores, 1995;

Chien LW y colaboradores, 2002).

Figura 24: ecografia tridimensional Power-Doppler.

Ay B: volumen endometrial e indice de flujo

C y D: volumen subendometrial e indice de flujo

(Tomada por NG E, Chan C, Thang O, Yeung W, Ho p. Changes in endometrial
and subendometrial blood flow in IVF. Reproductive Biomedicine Online 2009; 18:
269-75)
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1.4 FACTORES SISTEMICOS

FACTORES SISTEMICOS

EFECTO EN LA
IMPLANTACION

Hipotiroidismo subclinico

Autoinmunidad tiroidea

Deficiencia de vitamina D

Concentracion de prolactina

Enfermedad inflamatoria

intestinal

Trastornos autoinmunes

Trombofilias

Edad Materna

Hébito tabaquico

Obesidad

b gl gl . I I o g e
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Resumen de los factores sistémicos que podria alterar la receptividad

endometrial en el momento de la implantacion.

s

* No hay evidencia de un impacto negativo

Efecto poco claro

* Hay evidencia de un impacto negativo

Tabla 2: Factores sistémicos y sus efectos en la implantacion

La identificacion de factores sistémicos que podrian alterar la receptividad
endometrial en el momento de la implantacion embrionaria permitiria
optimizar los resultados de un ciclo de FIV. Actualmente no hay evidencia
clara de un impacto negativo sobre la implantacion de la deficiencia de
vitamina D, de concentraciones elevadas de prolactina sérica, de la
enfermedad inflamatoria intestinal, ni de trastornos autoinmunes. Las
trombofilias siguen siendo un punto de debate (Fox C y colaboradores,
2016). La disfuncion tiroidea tampoco ha sido claramente relacionada. Uno
de los ultimos trabajos que de nuevo lo muestra es un reciente estudio
prospectivo de cohortes (Plowden T y colaboradores, 2016) que incluyo
1.228 pacientes fértiles con antecedentes de uno o dos abortos espontaneos.
Las pacientes con niveles de hormona tiroestimulante (TSH) > 2,5 mIU/L o
con anticuerpos antitiroideos no presentaron un mayor tiempo hasta

conseguir la gestacion, un riesgo aumentado de aborto espontdneo o una
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reduccion en la tasa de nacidos vivos con respecto al grupo de pacientes con
TSH <2,5 mIU/L o sin autoinmunidad tiroidea.

Sin embargo, hay tres factores sistémicos maternos que si parecen afectar a
la implantacion embrionaria: la edad, la obesidad y el tabaco. La revision de
Reis Soares y colaboradores sobre 3.089 ciclos de donacion de ovulos
permitié identificar variables clinicas responsables de la alteracion de la
receptividad endometrial (Reis Soares S y colaboradores, 2008). Este estudio
mostré que la mayor edad de la receptora (= 45 afios), la presencia de
hidrosalpinx, el consumo de tabaco (> 10 cigarrillos/dia) y un elevado indice
de masa corporal (IMC) (> 30 kg/m2) tenian un impacto negativo sobre los
resultados del ciclo de ovodonacion. Precisamente, un estudio retrospectivo
de cohortes que revisé 9.587 primeros ciclos de donacion de 6vulos, observd
coémo los resultados reproductivos en pacientes receptoras de 6vulos donados
variaban segiin su IMC (Bellver J y colaboradores, 2013) Cuanto mayor era
el IMC, tanto menor eran las tasas de implantacion, gestacion clinicay RNV.
Estos resultados han sido posteriormente confirmados en un analisis
retrospectivo de 22.317 ciclos de donacion de ovulos, sugiriendo que la
obesidad genera un efecto deletéreo sobre el endometrio, independiente de
la calidad del ovocito (Provost M y colaboradores, 2016)

Un meta-analisis de 21 estudios también proporciond evidencias acerca del
efecto negativo del tabaquismo sobre los resultados clinicos de la FIV
(Budani MC, 2017). Se observo una tasa significativamente reducida de
gestacion clinica y nacidos vivos, y significativamente aumentada de abortos
espontaneos y embarazo ectdpico en pacientes fumadoras con respecto a las

no fumadoras.
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1.5 BIOMARCADORES DE IMAGEN,

IMAGEN CUANTITATIVA Y BIOINGENIERIA

En las Gltimas décadas la imagen médica se ha convertido en una herramienta
indispensable para conocer y analizar el interior del cuerpo humano de forma
no invasiva. Ademads, la digitalizacion de la imagen y el desarrollo de
técnicas de procesado computacional permiten en la actualidad extraer

informacion contenida en la imagen imperceptible para el ojo humano.

Esta informacién extraida de la imagen se conoce como Biomarcador de

Imagen (BI).

Un Biomarcador de Imagen se define como un parametro que representa y
cuantifica de forma objetiva una propiedad (estructural, funcional o
biologica) del tejido objeto de estudio, y que se comporta como indicador de
un proceso bioloégico normal, una enfermedad o una respuesta a una

intervencion terapéutica (Downing G 2001)

Desde simples mediciones de tamafio o forma hasta la aplicacion de
complejos modelos computacionales, en los ultimos afios se ha demostrado
que los biomarcadores de imagen ofrecen una informacion complementaria

muy util al diagnéstico (Marti Bonmati y colaboradores, 2012)
Los biomarcadores de imagen presentan una doble ventaja:

1) Representan variables numéricas que caracterizan y cuantifican

diferentes parametros, extraidos de las imagenes medicas
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2) Las imagenes paramétricas permiten analizar la distribucion espacial
del biomarcador en la muestra observada mediante su representacion

visual.

Para aplicar adecuadamente los biomarcadores de imagen a la practica
clinica y/o a un ensayo clinico hay que cumplir unos pasos es decir que es
un proceso complejo y debe responder a criterios de coherencia conceptual,

reproducibilidad técnica, sensibilidad y especificidad (Schuster DP, 2007)

Basicamente, el desarrollo de un biomarcador implica validar su relacion con

la realidad objetivada y controlar su validez técnica.

Para llegar a su desarrollo, despliegue y posterior aplicacion es necesario

realizar una serie de pasos sucesivos:

1. Definir los motivos por los que queremos medir un aspecto
determinado. Esta prueba de concepto debe verificar que un proceso
bioldgico determinado, entendido como una cadena de causa y
efectos, se puede estudiar con las pruebas disponibles de diagnostico
por imagen y computacion

2. Conocer la relacion existente entre el biomarcador, el parametro que
se analiza, y la enfermedad o la condicion fisiologica objeto del
estudio. La prueba de mecanismo establece que hay que demostrar la
interrelacion entre el biomarcador y el concepto, centrandose en
comprender la accidon que una determinada enfermedad o tratamiento
tienen sobre el biomarcador (por ejemplo una relacion directa o

inversamente proporcional a la gravedad, no lineal, exponencial)
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3. Definicién del método y la técnica de adquisicion de imagenes,
cuidando varios aspectos:

» La calidad de la imagen medida como relacion sefal-ruido (RSR) y
relacion contraste-ruido (RCR)

» Resolucion espacial y cobertura anatomica: debe estudiarse el
organo con la suficiente resolucion espacial, definida por el tamafio
del voxel. Tanto la resolucién cono la cobertura deben ajustarse al
problema de estudio y al tamafio esperado de la alteracion.

» Ausencia de artefactos que degradan o corrompan la sefial para que
las imagenes mantengan en el tiempo sus calidades (RSR y RCR)
sin modificar los parametros de adquisicion.

» Reproducibilidad

4. Procesado de las iméagenes:

» Utilizacion de filtros de reduccion de ruido (Behrenbruch CP y
colaboradores, 2004)

» Algoritmos de suprarresolucion (Placidi G y colaboradores,
2004) que homogenicen la imagen para eliminar sefiales y brillos
artefactuales (Vovk U y colaboradores. 2007) y maximizar la
resolucion espacial sin afectar la sefial

» Garantizar una coherencia espacial exacta entre todos los puntos
del 6rgano durante todo el estudio mediante un corregistro para
que un area del 6rgano esté representada por los mismos puntos
en todas las imagenes adquiridas en distintas series

» Correcion inhomogeneidades (Ladeji-Osias K. y colaboradores,

2002)
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» Segmentacion que permite clasificar los tejidos para facilitar su
andlisis y visualizacion posterior (Clarke LP y colaboradores,
1995)

» Normalizacién de la sefial y del volumen del 6rgano estudiado a
un marco de referencia que permita su comparacion con otros
datos poblacionales diferentes (Ashburner J y colaboradores

1999)

5. Andlisis y modelado de la sefial que permite extraer la informacion y
los biomarcadores mediante los procesos computacionales
adecuados.

Los métodos existentes son muy numerosos, pero se pueden agrupar
en funcion de los pardmetros que se analizan:
» Volumen y forma

Topologia

Propiedades fisicas

Propiedades quimicas

Propiedades biologicas

Propiedades funcionales

YV V. V V V V

Parametrizaciones

Una vez obtenidas estas variables para cada uno de los voxeles de
interés, puede representarse la distribucion espacial del biomarcador
mediante imagenes paramétricas convencionales.

En estas imagenes los pixeles representan los valores de un
determinado parametro (morfoldgico o funcional) obtenido mediante

el ajuste numérico de un modelo y representado habitualmente en una
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escala de colores diferente a la escala de niveles de gris de las
imagenes fuente originales (aunque en algunos casos la imagen
paramétrica se representa también en escala de grises). Estas
imagenes paramétricas también pueden representarse en escala de
color como so6lo los voxeles andmalos superpuestos a la imagen
original, con los Organos y estructuras representados en escala de
grises.

Para disminuir la redundancia de los datos adquiridos se pueden
utilizar imdgenes paramétricas multivariantes en las cuales el color
de cada voxel viene determinado por el resultado de una funcion
estadistica multivariante que es a su vez una combinacion de varios

parametros o biomarcadores.

6. Medicion de un biomarcador:

De las 1imagenes paramétricas, tanto convencionales como
multivariantes, se pueden obtener mediciones bien de todo el tejido u
organo estudiado, bien solo de aquellas areas que se consideren mas
representativas o anormales. En este punto debe definirse como se va a
trabajar con el histograma de los valores obtenidos (representacion
grafica de la distribucion de los valores de una variable donde el eje
vertical representa la frecuencia de aparicion de un determinado valor del

biomarcador y el horizontal sus distintos valores).

De este histograma se pueden extraer los resultados como el valor medio,
la desviacion tipica y el rango, que pertenecen a la estadistica descriptiva

estandar. Un problema de esta aproximacion es su clara tendencia a
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infravalorar los cambios en los tejidos u organos, minimizando los
valores andmalos que representan la enfermedad o sus manifestaciones
mas relevantes. Es por ello que en algunas situaciones deben utilizarse
los valores extremos (como el 10% maximo en los mapas de perfusion
tisular o el 25% minimo en los mapas del coeficiente de difusion) para
tener una mejor relacion con las variables clinicas predictores mas
relevantes. Para cada problema debe definirse el tipo de aproximacion
(histograma completo, histograma parcial por cuartiles, histograma por

deciles) mas conveniente por la que se opta.

Otra aproximacion es analizar para una region dada (normalmente un
tumor o una lesion) la heterogeneidad de la distribucion espacial de un
biomarcador dada por su imagen paramétrica. Un andlisis clésico es
mediante el calculo de la curtosis, parametro estadistico que indica la
estrechez del histograma y donde los valores altos indican distribuciones

estrechas, es decir, homogéneas, y viceversa.

7. Validacion de un biomarcador

Cuando ya se dispone del concepto, las imagenes adecuadas, el analisis y
los modelados pertinentes y la metodologia de medicion, es necesario
realizar una experiencia piloto que valide el proceso en un grupo de sujetos,

con y sin enfermedad, con un tamafio muestral pequeno.

La prueba de principio, o prueba piloto, se centra en demostrar la validez de
las pruebas de concepto y de mecanismo, ambas teodricas, en un grupo inicial

reducido, antes de emprender un desarrollo clinico completo.
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En ella es muy importante ademas definir si existen variaciones en las
medidas asociadas a la edad, al sexo u otros factores que pueden ser de

confusion.

Tras el éxito en la prueba piloto se debe trabajar ya con series de un tamafio
muestral adecuado y bien definido para extraer conclusiones de peso
estadistico. En ellas se definird la prueba de eficacia como aquella que
permite valorar la capacidad de un biomarcador de medir adecuadamente (de
modo reproducible, fiable y preciso) el concepto. La eficacia es un estudio
demostrativo que define la potencia de la tecnologia sanitaria en condiciones
de control ideales. La prueba de efectividad analiza, en condiciones
habituales de uso, la bondad de un biomarcador para medir la variable clinica

relevante a la enfermedad (endpoint).

Es importante recordar que los objetivos sustitutos o subrogados, es decir,
los biomarcadores de imagen, pueden reemplazar al objetivo clinico final
solo si se han demostrado eficaces y efectivos. Solo los biomarcadores de
imagen validados deben utilizarse como objetivos sustitutos para definir una

enfermedad, su situacion y su respuesta a un tratamiento.

Los sesgos son errores sistematicos que afectan a los resultados y
distorsionan los procesos de medida. Los estudios sesgados pierden validez
y es por ello que deben reconocerse y minimizar sus fuentes de error para no

come- ter errores en la interpretacion de los resultados (Sica GT y

colaboradores. 2006).
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Ademas, es importante disponer de un buen disefio experimental para la
validacion metodoldgica, pues en muchos casos la sobreestimacion de los
resultados hace que las medidas de bondad se desvien hacia las metodologias
propuestas en detrimento de las ya establecidas (Houssami N vy

colaboradores, 2010)

Aun cumpliendo con esta cascada de pruebas y control de errores, debe
tenerse en cuenta que los parametros que definen a un biomarcador ideal son
en la practica aiin mas complejos. Un biomarcador debe adquirirse desde
equipos tecnoldgicamente estables (para evitar fuentes de variabilidad en la
adquisicion), debe obtenerse por métodos incruentos y seguros para el
paciente (en nuestro caso a partir de las imagenes médicas), debe estar
disponible de forma generalizada (para garantizar su difusion y utilizacion
universal), debe ser reproducible (capacidad de replicar el valor obtenido, de
forma que sea siempre menor que las diferencias que se pretenden detectar,
obteniéndose los mismos resultados en centros con equipamientos
diferentes), debe estar estandarizado en cuanto a la adquisicion de la imagen
(parametros técnicos), preparacion y proceso (filtrados, mejora de resolucion
de sefal-ruido y de resolucion espacial), andlisis y modelado de la sefal
(ajuste de modelos computacionales, extraccion de variables), y finalmente

estar validado con respecto a su precision y eficacia.

El biomarcador ideal debe ser clinicamente util (permitiendo una mejora
clinica medible), tener una alta sensibilidad (mejor relacion entre la variacion
del biomarcador y la del efecto que se pretende medir) y un alto porcentaje

de verdaderos positivos (clasificar correctamente como anormal un hallazgo
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realmente alterado). Debe tener una alta especificidad (probabilidad de que
un sujeto verdaderamente sano obtenga un resultado negativo en la prueba)
y estar ademas muy vinculado al proceso biologico o la alteracion patologica

con la que se relaciona.

Finalmente, debe tener un coste lo mas bajo posible, tanto economico

(barato) como de dedicacion temporal (rapido).

1.6 TECNICA DE REPRODUCCION ASSISTIDA:

DONACION DE OVULOS

La donacién de ovulos en Espana y en el resto de Europa es una necesidad
cada vez mas frecuente. Segun la estadistica de la Sociedad Espafiola de
Fertilidad (SEF), un 33% de los tratamientos que se hacen en Espafia son de
este tipo.

En los paises desarrollados, la necesidad de recurrir a técnicas como la
donacidon de ovulos es cada vez mas frecuente , debido al envejecimiento de
la popolacion y a la incorporacion de la mujer a la formacion universitaria y
al mercado laboral, lo cual genera un retraso y una disminucién evidente de
la natalidad.

La donacion de ovulos es la técnica de reproduccion assistida en la que el
gameto femenino es aportado por una mujer distinta de la que recibira éste o
el embridn resultante.

Es el tratamiento de la medicina de la reproduccion con la tasa mas elevada
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de éxito. Permite lograr un embarazo en mujeres en que han fallado los
tratamientos homologos de fecundaciéon in vitro o que por condiciones
fisioldgicas no pueden ser sometidas a este tipo de tratamiento.

Dentro de las técnicas de RA, la donacion de o6vulos presenta unas
connotaciones destacables que la diferencian del resto de técnicas por el
protagonismo de la donante, como persona que se va a someter, de forma
altruista y benevolente, a un procedimiento que no esta exento de riesgo y
del cual la donante no espera un beneficio o contropartida inmediatos, sino
que idealmente se realiza por solidariedad y contribucion positiva al bien de
otras personas. No obstante, las donantes perciben una compensacion
econdémica que obedece a un criterio de justicia, ya que se considera que la
accion de donar supona una serie de inconvenientes para ella, como
someterese a un procedimiento que conlleva molestias, dedicar un tiempo
que puede suponer una pérdida de dinero u horas de trabajo, desplazamiento,
etc.

La donacion de gametos en Espafia estd regulada por la Ley 14/2006, de 26
de mayo, sobre técnicas de reproduccion humana asistida, y los Reales

Decretos 9/2014, de 4 julio, y 412/1996, de 1 de marzo.

» Seleccion de las donantes de 6vulos
En la seleccion de donantes de ovulos el objetivo final es conseguir una
mujer sana, comprometida, con un fenotipo lo mas similar posible a la
receptora 'y que no padezca enfermedades genéticas, hereditarias o
infecciosas transmitibles a la descendencia. No existe un conseso sobre el
panel de pruebas que se tienen que solicitar, pero estas deberian adaptarse a

nuestra poblacion de donantes y receptoras sobre la base de la tedrica
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prevalencia de enfermedades transmisibles de las que puedan ser portadoras
(Association of Biomedical Andrologist; Association of Clinical
Embryologist; British Andrology Society; British Fertility Society; Royal
College of Obstetricians and Gynaecologists. Hum Fertil 2008) (Practice
Committee of American Society for Reproductive Medicine.Fertil Steril

2013).

» Estimulacion de las donantes de 6vulos

El uso de anticonceptivos ayuda en la programacion de la puncion de la
donante en dias laborables, la correcta sincronizacién de ciclos entre la
donante y la receptora, pero su uso da lugar a una duracién mayor de la
estimulacion con los ciclos con antagonistas sin pretratamiento. Se
recomienda el inicio de la estimulacién ovarica tras 5 dias de suspender el
anticonceptivo (Cedrin-Durnerin I, 2007).

El protocolo mas adecuado en la estimulacion debe ser sencillo, comodo y
seguro para la donante de ovulos. Sin duda, en el momento actual el mejor
protocolo para la estimulacién ovarica en la donante es un protocolo con
antagonista de la GnRH, con programacion del comienzo del antagonista en
un protocolo flexible a partir de un didmetro medio de los foliculos de 14-
15 mm (Cooperman AB, 2013).

Se recomienda la induccién final de la ovulacion con analogos de la GnRH,
(Bodrid, 2011) (Griesinger G, 2006), administrando 0,2 mg de triptorelina
o leuprorelina por via subcutanea, ya que constituye un protocolo sencillo,
efficaz y seguro en la recuperacion ovocitaria en los ciclos de estimulacion

ovarica de las donantes de 6vulos (Castillo JC., 2012; Youssef MA., 2010).
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» Organizacion de un banco de 6vulos

El descubrimiento de la vitrificacion de ovocitos, introducida por Kuwayama
(Kuwayama M, 2005 y 2007) y sus optimos resultados clinicos han
permitido que aparezcan nuevas aplicaciones de dicha técnica para mejorar
la eficiencia, efectividad y eficacia, al realizar algunos tratamientos de
reproduccion asistida (TRA), como la donacidon de ovocitos.

En un ensayo clinico, triple ciego, prospectivo y aleatorizado, que incluy¢ el
mayor tamafio de muestra publicado hasta la fecha, el grupo liderado por la
Dra Ana Cobo (Cobo A, 2010) demostré que los resultados reproductivos
con ovocitos frescos y vitrificados de una misma estimulacion de una
donante eran similares y no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre la utilizacion de ovocitos frescos y vitrificados.

Este estudio confirma que no se altera el potencial de los ovocitos
vitrificados para desarrollarse en embriones competentes capaces de generar
gestaciones evolutivas en una proporcion similar a los ovocitos frescos.

La duracion de la preparacion endometrial que se observa en los dos grupos
de receptoras es una de las contribuciones mas interesantes de este estudio,

por su impacto en la logistica del programa de ovodonacion.

En el caso de las receptoras de ovocitos vitrificados, la administracion de
valerianato de estradiol se prolong6 durante 15,5 + 4,6 dias, mientras que en
las receptoras de ovocitos frescos fue de 22,4 + 5,4 dias, habiendos

encontrado diferencias estadisticamente significativas.
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Debido al gran potencial de los ovocitos vitrificados, y de maner similar a lo
que ocurre con las donaciones en fresco, frecuentemente, tras la transferencia
embrionaria contamos con embriones viables, aptos para ser vitrificados para

futuras transferencias.

En este caso estariamos hablando de una doble vitrificacion, primero en
estadio de ovocito MII y, posteriormente, en un estadio embrionario
temprano (dia 3) o en estadio de blastocisto.

En una publicacién del 2013 (Cobo A, 2013) se demostré que la doble
vitrificaciéon no tiene ningtin efecto en la tasa de parto o de nacido vivo. La
doble vitrificacion no tuvo efecto sobre los embriones, independientemente
de si éstos se encontraban en estadio temprano de desarrollo (dia 3) o en

estadio de blastocisto.

Recientemiente, en un estudio observacional (Cobo A, 2015), donde se
describe la experiencia de 6 afios con el banco de ovocitos, se incluyeron
3610 ciclos de ovodonacioén donde 42152 MII fueron desvitrificados con una
tasa de superviviencia del 92,6% y se analizé el impacto del tiempo de
almacenaje en la superviviencia ovocitaria y en los resultados clinicos: en
ningun caso el tiempo de almacenaje afecté a las dos cosas.

Otra de las ventajas de la creacion de un banco es que se ha logrado una
mejora en la sincronizacion entre donante-pareja receptora (Kuwayama M,

2005) y esto permite:

v Crear un “stock” de aquellas caracteristicas de las donantes mas

demandadas
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Programacion mas precisa por parte de la receptora
Evitar la lista de espera para la donacion de ovocitos de mas de 40

dias

Realizar coordinaciones en paralelo independientemente de la fase
del ciclo en la que se encuentre la donante y la receptora (por
caracteristicas, por recién nacidos vivos)

Repetir donaciones sin tener que cancelar o posponer la donacion a
la receptora.

Realizar un nuevo test de cribado (de VIH y de VHC) a la donante,
antes de usar sus ovocitos para ser donados a una receptora (analitica

de la cuarentena)
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Objetivos

de la Tesis Doctoral






OBJETIVO PRINCIPAL:

Evaluar el interés clinico, basado en la relacion y capacidad predictiva de
biomarcadores de imagen ecografica con el éxito reproductivo en un

programa de donacion de dvulos.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1. Comparar los valores de parametros de textura de imagen extraidos
de ecografia uterina en los distintos modelos de éxito reproductivo,
de implantacion vs fallo de implantacion, de tasa de implantacion
embrionaria, de gestacion evolutiva y aborto, en funcion de recibir
uno o dos embriones.

2. Comparar la capacidad predictiva de diferentes técnicas de
aprendizaje maquina o clasificadores, usando parametros ecograficos

uterino, sobre los resultados reproductivos previamente descritos.

VARIABLES DE ESTUDIO:

Variable principal:
e Tasa de gestacion clinica evolutiva (variable cualitativa dicotomica:
si/no), determinada como embarazo diagnosticado por visualizacion
ecografica de uno o mas sacos gestacionales a partir de la semana 5

y que evoluciona mas alla de la semana 12 de gestacion.
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Variables de exposicion:

Valor en ng/ml de progesterona medido el dia de programacion de la
transferencia (variable de control)
Valor en pg/ml de estradiol medido el dia de programacion de la
transferencia (variable de control)
Grosor endometrial medido en corte longitudinal en 2D a unos 14
mm de fundus (variable cuantitativa continua)
Aspecto ecogénico endometrial: Menstrual, Trilaminar, Secretor
(variable cuantitativa discreta)
Textura (variable cuantitativa continua):
o Los parametros de 1° orden que se analizaran son:
= Kurtosis: en estadistica, este parametro es una medida
de forma. Mide respecto a una distribucion normal
como de pesadas son las colas del histograma, es
decir, si los datos siguen una distribucién normal o
estan distribuidos mayoritariamente en uno de los
extremos.
= Skewness: mide la asimetria del histograma alrededor
de su valor medio.
o Los parametros de 2° orden analizados son los siguientes:
= Auto-correlacion: este parametro cuantifica el numero
de patrones repetidos localizados en la imagen
analizada.
= Prominencia de cluster: mide la asimetria de los datos

de la imagen. Cuanto mayor es el valor de
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prominencia de grupo menos simétrica es la imagen
analizada.

Sombra del cluster: mide la skewness de la matriz
GLCM.

Contraste: mide la cantidad de variaciones locales de
contraste presentes en la imagen.

Correlacion: mide las dependencias lineales
existentes entre los valores de gris presentes en la
imagen.

Disimilitud: mide las variaciones existentes entre
pares de niveles de gris en la imagen. Este pardmetro
es andlogo al contraste con la diferencia de que el
parametro de disimilitud estd ponderado por una serie
de pesos, crece cuadraticamente, mientras que el de
contraste no.

Energia: analiza la uniformidad del tejido. Detecta los
desdérdenes presentes en las iméagenes.

Entropia: mide el desorden o complejidad de la
imagen. Si la entropia es alta, la uniformidad de la
imagen es baja. La entropia estd inversamente
correlacionada con la energia.

Homogeneidad: analiza la homogeneidad de la
imagen, decir, la semejanza entre los pixeles de la
imagen.

Diferencia inversa: similar a la homogeneidad, pero

decrece linealmente en lugar de cuadraticamente.
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= Probabilidad méxima: Valor méximo presente en la
matriz de co-ocurrencia.
» Varianza: mide la dispersion de los datos respecto al

promedio.

Variables de control:

e IMC de las receptoras: calculado a partir de los valores de peso y talla
de las pacientes mediante la siguiente formula: IMC= peso(kg)/talla2
(m2) (variable cuantitativa continua)

e Edad de las receptoras: anos cumplidos de la paciente en el momento
de la transferencia (variable cuantitativa continua)

e (alidad embrionaria segun criterios de ASEBIR (variable cualitativa
ordinal)

e Numero de embriones transferidos por ciclo (variable cuantitativa

discreta)

Variables de resultados*:

e (estacion clinica (variable cualitativa dicotomica: si/no).
* El embarazo clinico es el embarazo diagnosticado por visualizacion
ecografica de uno o mas sacos gestacionales a partir de la semana 5.

e Tasa de implantacion (n° sacos gestacionales/n® embriones

transferidos en total): % (variable cuantitativa continua).

* La tasa de implantacién se calcula dividiendo el nimero de sacos
gestacionales por el nimero de embriones transferidos.

e Perdidas gestacionales/embarazo: (variable cualitativa dicotomica:

si/no)
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e Tipo de pérdida gestacional (variable cuantitativa discreta):
» Abortos bioquimicos (test de gestacion positivo, pero no se

llega a visualizar saco gestacional ecograficamente).
*El embarazo bioquimico se define como la deteccion de una
concentracion positiva de BHCG (>10 IU/L) en la sangre 11 dias
después de la transferencia intrauterina de un embridn en estadio de

blastocisto

» Abortos clinicos (gestacion detenida tras visualizacion de un

saco gestacional por ecografia transvaginal).

*El aborto es la pérdida espontanea de un embarazo clinico antes de las 24

semanas de edad gestacional.
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Justificacioén e

hipdétesis de trabajo






JUSTIFICACION

En pacientes sometidas a tratamiento de reproduccion asistida es
fundamental establecer los factores que contribuyen al éxito de un
tratamiento: corregir estos factores significa aumentar la posibilidad de que
el ciclo culmine en un embarazo.

Hasta la fecha, como biomarcadores de imagen han sido utilizado el espesor
de la linea endometrial, el patron trilaminar, el calculo del volumen
endometrial, pero ninguno de ellos da la absoluta seguridad de conocimiento
de la implantacion.

También hay otras técnicas que se pueden utilizar pero que no son tan
inocuas y no se pueden realizar en el mismo ciclo como la ecografia.

Este trabajo de investigacion se plantea por la necesidad de incrementar las
aportaciones al conocimiento de la receptividad endometrial.

Por esto, vamos a estudiar la existencia de nuevos biomarcadores de imagen
endometrial que puedan aportar mas informacion y sean mas predictivos
sobre la receptividad endometrial.

Si fuera asi, se podria pronosticar cuando la paciente receptora se encuentra
en el estado de receptividad endometrial adecuado para la realizacion de
técnicas de reproduccion asistida, y de esta manera maximizar la tasa de
embarazos clinicos en ciclos de transferencia embrionaria con preparacion
endometrial en ciclo sustituido.

Se ha escogido el modelo de donacion ovocitaria y factor masculino normal

con el fin de excluir cualquier sesgo relacionado con la calidad embrionaria.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Hipotesis: las técnicas ecograficas actuales para analizar el Gtero unidas al
tratamiento de datos apropiado pueden identificar biomarcadores con
relacion y capacidad prondstica sobre el resultado reproductivo en pacientes

infértiles que acuden a un programa de donacién de ovocitos.
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Material y Metodo






4.1 AmMBITO DEL ESTUDIO

El presente trabajo se llevo a cabo en el Instituto Valenciano de Infertilidad
(IVI) durante el periodo comprendido entre febrero 2017 y diciembre de
2018.

El Comité de Proyectos de Investigacion Clinica (con niimero de protocolo
1610-VLC-075-SP) y el Comité ético de nuestra instituciéon aprobaron el

estudio antes de ser iniciado (véase anexos).

4.2 DISENO DEL ESTUDIO

Se realizd un estudio prospectivo de cohortes que incluy6 a 57 mujeres con
edad comprendida entre 22-50 afios que se sometieron a tratamientos de
fecundacion en vitro con ovocitos donados en nuestro centro Instituto
Valenciano de Infertilidad (IVI) Valencia durante el periodo de realizacion
del estudio.

Una vez finalizado, la cohorte de pacientes fue dividida en grupos en funcion
de su evolucion clinica (grupo de pacientes que se quedaron embarazada y
grupo que tuvieron un resultado negativo a la prueba de embarazo) con el
objetivo de establecer relaciones entre los biomarcadores de imagen y la tasa
de éxito de implantacion, ayudando por lo tanto a detectar biomarcadores de

imagen prondstico.
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4.2.1 POBLACION DEL ESTUDIO

El estudio se llevo a cabo en ciclos de donacidon ovocitaria, con el fin de

excluir cualquier sesgo relacionado con la calidad ovocitaria. Las receptoras

aceptaron participar en el estudio tras una descripcion detallada del mismo;

y firmaron el consentimiento informado pertinente (véase anexos).

4.2.2 CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION

Criterios de inclusion

Receptoras:

a)

Pacientes sometidas al primer o segundo ciclo de donacion
ovocitaria (cada tratamiento puede incluir varias transferencias de
embriones vitrificados).

Pacientes sin embarazos previos

Edad <50 afios.

IMC<30 Kg/m?.

Preparacion endometrial mediante ciclo sustituido con terapia
estrogeno-progesterona para transferencia de embriones

vitrificados provenientes de 1° o 2° tratamientos de donaciones.

Linea endometrial:

» Espesor > 6 mm en fase proliferativa, antes del comienzo de la

progesterona.

> Patrdn trilaminar
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f)

Transferencia embrionaria en estadio de blastocisto (dia 5-6) con

calidad embrionaria 6ptima (A 6 B) segun la clasificacion de ASEBIR.

g) Normozoospermia

h)

Consentimiento Informado comprendido, firmado y fechado

Criterios de exclusion

a)

g)

h)

Presencia de patologia uterina (miomas submucosos o
intramurales, polipos endometriales o anomalias miillerianas) o
anexial (hidrosalpinx comunicantes).

Histerometria < 7 cm (hipoplasia uterina) y > 7 cm (litero
aumentado de tamano)

Mujeres con cesarea previa.

Mujeres que hayan sido sometidas a cirugia uterina incluso un
legrado

Mujeres que hayan tenido hijos previos

Factor masculino

Fallo de implantacion previo (> 5 embriones transferidos en los
tratamientos previos de donacion de 6vulos)

Participacion en otro estudio clinico antes de la inclusion en el

presente estudio que pudiera afectar a los objetivos del mismo

Cualquier sujeto que retire integramente su consentimiento para participar

en el estudio sera eliminado del tratamiento y/o las observaciones del estudio

inmediatamente después de la fecha en que lo solicite.
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Se realizaron todos los esfuerzos necesarios para completar y notificar las
observaciones tan ampliamente como fue posible hasta la fecha de la
retirada. Toda la informacién se incluy6 en los correspondientes cuadernos
de recogida de datos.

Si la paciente en alglin momento no dese6 continuar el estudio, este se paro,

pero prosigui6 su tratamiento reproductivo.

4.2.3 PROCEDIMIENTO Y CRONOGRAMA

Seleccion de la donante
Estimmlacion ovérica

. Puncion folicular 1
4. Espermiograma e ICSI

5. Desarrollo embrionario hasta blastocistos v sus vitrificaciones

<

1. Preparacion endometrial de las receptoras con estrogenos 2
2. Medicion de patrén y grosor endometrial

S

ESTUDIO 1610-VLC-075-SP 3
. 4
| Analitica de E2 + P4 | 4

=

| Fase Ifitea con progestercna natoral por via vaginal | 5

P

| Transferencia embrionaria | 6

e

| Analitica en sangre de B-hCG | 7

=

| Anilisiz de los datos | 8
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4.2.3.1 SELECCION DE LA DONANTE

En lo referente a las mujeres donantes de dvulos, la seleccion es un proceso
extenso y detallado. Los aspectos normativos relevantes que nosotros
aplicamos en la seleccion de las donantes de 6vulos, de acuerdo con la
legislacion vigente en Espana, son los siguientes:

-La edad debe estar comprendida entre 18 y 35 afios, y tener plena capacidad
de obrar.

-La donacion debe ser anonima respecto a las mujeres receptoras y viceversa.
- La donacién de ovocitos no debe tener un carécter lucrativo o comercial.
La compensacion econdmica resarcitoria que se pueda fijar so6lo podra
compensar estrictamente las molestias fisicas y los gastos de desplazamiento
y laborales que se puedan derivar de la donacion y no podrd suponer
incentivo econdmico para ésta.

- Es responsabilidad de la institucion asignar a las receptoras, los ovocitos de
donantes con la maxima similitud fenotipica e inmunolédgica y la mayor
compatibilidad posible en cuanto a grupos sanguineos y caracteristicas
fisicas en general.

-Las donantes, deben tener un buen estado de salud fisico y mental. No debe
existir ningin antecedente familiar o personal de enfermedades genéticas o
antecedentes personales de enfermedades cardiovasculares, ceguera, artritis
severa, diabetes juvenil, alcoholismo, esquizofrenia, depresion, epilepsia,
enfermedades de Alzheimer, cancer de mama etc.

- Las donantes no deben tener antecedentes médicos ni quirtrgicos de

intereés.
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- Tienen que estar informadas, sobre todos los detalles del proceso,
intentando adaptarse a su capacidad de comprension, debe aceptar y firmar
el consentimiento informado y contrato para la donacién de ovocitos antes
de realizar la donacion.

Si se cumplen todos los requisitos, las mujeres donantes se incluyen en el
programa de donacién de 6vulos, donde seran valoradas desde un punto de
vista tanto psicoldgico como ginecologico:

- A la exploracion:

1. Calculamos su IMC en funcién del peso (Kg.) y la talla (m.). Se aceptan
todas aquellas en las que su IMC esta comprendido entre 18-28 Kg/m2.

2. Se realiza una exploracion ginecoldgica para comprobar la normalidad
anatomica de los 6rganos pélvicos, asi como para realizar el contaje del
nimero de foliculos antrales. Tras la exploracion ginecologica, todas las
donantes son valoradas desde un punto de vista psicoldégico mediante la
realizacion de una entrevista diagnostica semiestructurada validada por la
Sociedad Espafiola de Fertilidad en la que se valoran las siguientes areas:

- Antecedentes personales e historia familiar - Trastornos de adaptacion

- Trastornos del estado de &nimo

- Trastornos psiquicos

- Abuso de sustancias

- Trastorno de conducta

- Trastornos alimentarios

Si tras la valoracidn ginecologica y la valoracion psicoldgica, se considera a
la donante como APTA, se les solicita las siguientes pruebas
complementarias:

* Analitica general con vigencia durante 6 meses
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* Grupo sanguineo y Rh.

* Test serogicos para descartar contacto con VHB (se detecta tanto HBSAG
como Ac VHBcore T), VIH, VHC y Sifilis con vigencia durante 6 meses.

* Cariotipo sanguineo, donde sélo se incluyen aquellas mujeres con XX,
femenino normal.

* En algunas ocasiones, se les solicita de manera adicional las

determinaciones de X FRAGIL vy la fibrosis quistica.

4.2.3.2 ESTIMULACION OVARICA: Protocolo de estimulacién con
antagonista de GnRH.

La introduccién del uso de los antagonistas supuso una serie de ventajas;
menos dias de estimulacion, menos consumo de gonadotropinas, ausencia de
sintomas de desensibilizacion hipofisaria, reduccion del riesgo de SHO con

la administracion de un agonista de la GnRH para desencadenar la ovulacion.

PROTOCOLOS ESTIMULACION

> ANTAGONISTAS GnRH diario (antGnRH) |

Gonadotropinas 0!! N 0

35098830 4

Dat 2 ] N 5 A*anH

§
|I§
g

Inicio estimalacio al §5° dia
suspender ACO o el 23" daregh

Figura 25: Esquema de protocolo antagonista de estimulacion ovarica.
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Dosis de gonadotropinas:

Con un RFA> 20 en ambos ovarios; 150 Ul de FSHr o 187/225 de hMG-HP.
Con un RFA entre 12-20 en ambos ovarios: entre 200-225 Ul de FSHr o 150
UI de FSH/75 Ul de hMG-HP. FSH recombinante (Gonal-F®; Serono,
Madrid, Espafa; Puregon®; MSD, Madrid, Espaia) o urinaria (Fostipur®;
Angelini, Espafia) y/o de HMG (Menopur®; Ferring Pharmaceuticals,
Madrid, Espafia; HMG- Lepori®, Angelini, Espaifia).

Los controles de la estimulacion se realizaron de manera periddica y se les
realizd un control ecografico y analitico. En el control ecografico se
determind el numero de foliculos, asi como el tamario folicular calculando el
promedio de las dos mediciones de mayor tamafio de cada uno de los
foliculos.

En control analitico, se determind los niveles de estradiol en sangre a lo largo
de la estimulacion y en funcidn de los niveles obtenidos, se modifico la dosis
de gonadotropinas administradas.

En los ciclos con antagonistas de la GnRH, el protocolo fue el de dosis
multiple y el antagonista 0,25 mg/dia (Cetrotide®; Merck-Serono, Madrid,
Espafia; Orgalutran®; MSD, Barcelona, Espafia), se afiadi6 a la estimulacion
cuando el tamafio del foliculo de mayor tamafio alcanzé los 14 mm de
didmetro medio.

Induccién de la ovulacion

Se program¢ la puncion folicular cuando > 3 foliculos alcanzaron un tamaino
> de 18 mm o al menos un foliculo alcance el tamafio <20 mm y siempre y
cuando el total de foliculos >14 mm sea > 8 foliculos y se desencadena la
ovulacion con 0,2 mg de acetato de triptorelina (Decapeptyl®; IpsenPharma,

Barcelona, Espana) (Humaidan, 2005).
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En todos los casos, el dia que se programd para puncion se les solicito:
» Analitica hormonas con estradiol y progesterona

» Ag-Ac VIH

4.2.3.3 PUNCION FOLICULAR

La puncion folicular se realizé a las 36 horas exactas de la administracion
del inductor de la ovulacion (tanto hCG como agonista de la GnRH). Este
procedimiento quirurgico tuvo lugar en el quiréfano de FIV bajo una
sedaccion general con Propofol (Propofol ® Fresenius Kabi Deutschland
GmbH 61346 Bad Homburg v.d.H. Alemania). Se administrd profilaxis
antibiotica la noche previa a la puncidén con Azitromicina 1 gr via oral dosis
unica (Zitromax® Pfizer, S.A, Madrid Espafia). Previo a puncion se realizd
lavado vaginal con solucion salina. La via de abordaje es vaginal y se realizo
bajo control ecografico segun la técnica habitual. En la sonda se acoplé una
guia de puncion y se utilizé una aguja de aspiracion desechable de 19 Greys.
(Kitazato Medical, Tokio, Japon) que permitio puncionar a través de la pared
vaginal, el ovario mas accesible, comenzando con la aspiracion del foliculo
mas cercano al punto de entrada, aspirando sucesivamente el resto de los
foliculos del ovario, siguiendo el mismo criterio de accesibilidad. Una vez
dentro del foliculo se aplicé vacio y se aspiro6 todo el liquido folicular el cual
es analizado bajo microscopio por los embriologos que nos informaraon de
la existencia de ovocitos. En la medida de lo posible, se debe intentar realizar
una sola puncidn para entrar en el ovario, y a partir de ahi, ir accediendo al
resto de los foliculos. Como la capsula ovdarica suele sangrar cuando se
perfora, reduciendo al minimo el nimero de pinchazos, se reduce también el
riesgo de hemorragia. Una vez realizada la puncion de ambos ovarios, se
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visualizo la cavidad pélvica con la sonda vaginal intentando comprobar la
ausencia de hemorragia. En el laboratorio de FIV una vez recuperados los
ovocitos del liquido folicular, se lavaron y posteriormente se almacenaron en
el incubador a 37° C y 6% de CO2 hasta el momento de la inseminacién o
del ICSL.

Una vez realizada la puncidn la paciente permanecid en observacion durante
unas 2 horas, para vigilar si aparecieran complicaciones circulatorias y

valorar la necesidad de administrar analgesia.

4.2.3.4 ESPERMIOGRAMA E INSEMINACION DE LOS OVOCITOS (ICSI)
Semen obtenido por eyaculacion producida por masturbacién con 2-5 dias
de abstinencia y todos debian de presentar unos pardmetros de normalidad
pues era condicion imprescindible para ser incluido en el estudio que fuese
normozoospermico (Cooper TG, 2010).

La muestra de semen se capacitdo mediante Swim up (Volpes A, 2010).

Una vez que los ovocitos fueron obtenidos y el emparejamiento receptor-
ovocito fue hecho, en base a las caracteristicas fenotipicas se lleva a cabo la
inseminacion ovocitaria entre 4 y 6 horas tras la puncion folicular mediante
la introduccion del espermatozoide previamente inmovilizado directamente
dentro del citoplasma del ovocito mediante la inyeccion Intracitoplasmatica
ICSI (Gamiz, 2013), con la ayuda de un micromanipulador. Para la
realizacion de la ICSI es necesaria la decumulacion del ovocito (eliminacion
de las células del cimulo y de la corona radiata).

Se realizar en todos los casos ICSI, a pesar de no tener nuestros pacientes un
factor masculino, para unificar nuestro estudio y sabiendo que la técnica ICSI

no es perjudicial.
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Los embriones fueron cultivados en laboratorio hasta dia 5/6 de desarrollo y
en este estadio vitrificados (Cobo A y colaboradores 2013; Cobo A y
colaboradores 2012)

4.2.3.5 PREPARACION ENDOMETRIAL EN LAS RECEPTORAS: CICLO
SUSTITUIDO

La preparacion endometrial es imprescindible para el éxito del tratamiento
de donacion ovocitaria, ya que el endometrio de la receptora debe tener una
receptividad Optima para la implantacion y mantener los estadios iniciales de
la gestacion.

La preparacion endometrial se realizo en ciclo sustituido: esto consiste en el
uso de terapia hormonal sustitutiva (estrogenos y progesterona) a fin de

conseguir la proliferaciéon endometrial.

Fase 1: Ecografia de control.

Con el objetivo de certificar que hay reposo ovarico, se realizo una ecografia
de control o unos dias antes de la menstruacion o en el 1° dia del ciclo.

Fase 2: Preparacion estrogenica.

Tras comprobar reposo ovarico la paciente empezd a tomar 6 mg de
valerianato de estradiol/dia (Progynova ® 1 mg, Bayer Hispania, Barcelona,
Espana) desde 1° dia del ciclo durante un nimero minimo de dias de 8-10
(Gluyjovsky D, 2010)

Fase 3: Control ecografico y hormonales.

Tras 10-14 dias de tratamiento con estrogenos, se realizd6 un control
ecografico para evaluar el grosor endometrial y su patron.

También se determinaron los niveles plasmaticos de E2 y de P4.
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Figura 26: Preparacion endometrial en ciclo sustituido: desde la regla hasta la

transferencia embrionaria.

Fase 4: ESTUDIO 1610-VLC-075-SP: Protocolo del anélisis ecografico 2D

y recogida de muestras bioldgicas e imagenes.

1. Adquisicién y exportacion de imagenes
En primer lugar, se realizé una exploracion de Utero y anejos con ecografia
en 2D a tiempo real. Se realizaron adquisiciones de ecografia endovaginal
mediante el protocolo de rutina en un equipo (Voluson S6 Expert System con
sonda transvaginal multifrecuencia 3D RIC5-9 (3-9 Mhz) ambos del mismo
fabricante (Healthcare, Milwaukee, WI), los ajustes ecograficos
(bidimensionales) empleados seran los recomendados para exploracion
ginecologica por el Grupo MISUS en el Consenso de Barajas del 11 de

noviembre de 2005.

108



La imagen ecografica 2D capturada, fue analizada en su plano sagital
completo, momento en el que se miden el grosor endometrial y se delimitan
los contornos endometrial y miometrial para estudio.

Se exportaron las imagenes en formato DICOM (Digital Imaging and
Communication in Medicine) a un lapiz de memoria del centro para su
posterior procesamiento en la plataforma de QUIBIM. Se selecciond el
formato DICOM ya que es el estindar reconocido mundialmente para el
intercambio de pruebas médicas, pensado para su manejo, visualizacion,
almacenamiento, impresion, transmision e intercambio entre entidades.
Ademas, al trabajar con el formato DICOM se puede tratar directamente con
la imagen fuente resultante de la adquisicion, evitando de este modo la
compresion de la misma y la pérdida de informacion para su posterior

analisis.

2. Método de obtencion de las muestras

La medicion de las hormonas (E2 + P4) se hizo a través de una extraccion de
5 ml de sangre total mediante venopuncidn, antes de la realizacion de la
transferencia embrionaria. La extraccion fue llevada a cabo por una
enfermera en el centro IVI. Las molestias no son otras que las derivadas del
pinchazo con aguja a través de la piel, no conllevando un riesgo médico
resefiable.

La captura de las imagenes en 2D se realizard a través de una ecografia
transvaginal, del mismo modo que se ha hecho las ecografias previas para la
preparacion del ciclo. Las molestias son minimas, derivadas de la

introduccion de una sonda ecografica a través de la vagina. Esto no influye

109



sobre las posibilidades de éxito en la transferencia embrionaria que se
realizard mas tarde. Las imagenes fueron tomadas por el investigador

principal del estudio (Stefania Paolelli).

3. Objetivo de la recoleccion de muestras
El objetivo de la obtenciéon de una muestra de sangre es medir las
concentraciones de las hormonas progesterona y estradiol para ver si existe
una correlacion entre su valor el dia que tengamos el endometrio preparado
y la tasa de éxito posterior. Esta analitica se realiza habitualmente, el
resultado de la determinacion consta en la historia de la propia paciente.
Se evalud el aspecto uterino a través de ecografia 2 D, realizada por el
investigador principal, en el mismo dia del comienzo de la progesterona
(pero, por supuesto, antes), con el fin de valorar si el aspecto endometrial
tiene influencia sobre la tasa de embarazo y si se correlaciona con los
biomarcadores de imagen objeto de estudio.
Dichas imagenes fueron guardadas en el disco duro del ecografo e
identificadas a través del namero de historia clinica de la paciente.
Posteriormente fueron exportadas a un disco duro externo donde seran
custodiadas por el investigador principal del proyecto de investigacion y sélo
¢l tendré acceso a los mismos.
Tras la finalizacién del presente estudio de investigacion las imagenes

ecograficas fueron archivadas.
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4. Método de identificacion de las muestras

Se identificaron todas las muestras y las imagenes ecograficas asociadas a
una paciente con su numero de historia clinica e iniciales, tal y como se
realiza en la practica clinica habitual en IVI Valencia. Las muestras no fueron
anonimizadas, y mantuvieron su trazabilidad durante todo el proceso para
poder realizar el seguimiento de la evolucion clinica. Se garantiz6
confidencialidad de los datos de acuerdo a lo establecido en la Ley Orgéanica
15/1999 de 13 de diciembre de Proteccion de Datos de Caracter Personal
(LODP).

5. Guardia y custodia de las imagenes

Las imagenes se guardaron en el disco duro del ecografo e identificadas a
través del nimero de historia clinica de la paciente. Posteriormente fueron
exportadas a un disco duro externo donde fueron custodiadas por el
investigador principal del proyecto de investigacion (Stefania Paolelli) y s6lo
ella tuvo acceso a los mismos.

Las imagenes fueron transferidas a la plataforma Quibim Precision
(www.quibimprecision.com) que permite el analisis de estudios de imagen
médica en la nube. La plataforma incorpora un proceso de encriptacion y
ananomizacion de las iméagenes, acorde a la Ley Orgéanica 15/1999 de 13 de
diciembre de Proteccion de Datos de Carécter Personal (LOPD), que hace
que los datos de las imagenes sean no trazables por parte de QUIBIM.

A la finalizacion del estudio QUIBIM se comprometié a almacenar las
imagenes sin ningun coste asociado durante el tiempo que el investigador

principal del presente estudio estime oportuno.
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6. Conservacion
Una vez finalizado el proyecto las imagenes permaneceran almacenadas
durante un minimo de 5 afios en el repositorio de imagenes de QUIBIM para
la mejora de sus procesos de andlisis. Estas imagenes estaran encriptadas y
sin trazabilidad por parte de QUIBIM y los costes derivados de este

almacenamiento correran a cargo de QUIBIM.'

7. Guardia y custodia de las muestras biologicas
El suero permanecera congelado en la Clinica IVI Valencia hasta la
finalizacion del estudio por si fuera necesario repetir la determinacion

hormonal.

8. Conservacién
Tras la finalizacion del presente estudio de investigacion las muestras de

sangre congeladas fueron destruidas.

9. Lectura y preparacion de las imagenes
Se leyeron las imagenes por parte de QUIBIM SL y se evalu6 la metodologia
de optimizacién de las imégenes requerida, valorando la necesidad de aplicar

algoritmos de mejora de la imagen basados en:

. Filtrado de ruido: para la mejora de la relacion senal a ruido (SNR),

partiendo de un filtro Gaussiano de ventana 5.
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. Homogeneidad: para la mejora de la homogeneidad de la senal en la
imagen y la correcciéon por desplazamiento del foco del equipo de

ultrasonidos.

10. Analisis de biomarcadores de imagen

Se aplicé un método de segmentacion semi-automatico, permitiendo al
usuario la extraccion de la region de interés (ROI) consistente al utero y al
tejido endometrial. Las regiones se corrigieron manualmente para verificar
la correcta inclusion del endometrio en la ROI, excluyendo cualquier otra
estructura.

Se extrajeron 3 regiones de interés para cada una de las imagenes.

La primera ROI comprendia la porciéon de maés alta calidad de imagen del

endometrio, segun nivel de sefial a ruido (figura 27).
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Figura 27: Segmentacion de la region de la mas alta calidad de imagen del

endometrio en un plano sagital.
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La segunda ROI estaba compuesta por la segmentacion anterior, incluyendo

ademas la cavidad endometrial (figura 28).

Figura 28: Segmentacion de la region de la mas alta calidad de imagen del

endometrio, incluyendo la cavidad endometrial en un plano sagital.
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La tercera ROI consistido en considerar todo el endometrio, incluyendo

también la cavidad endometrial (figura 29).

Figura 29: Segmentacion de todo el endometrio, incluyendo la cavidad endometrial

en un plano sagital.

A continuacidn, se aplicd un algoritmo semi-automatico para la deteccion de
la cavidad endometrial, con la posibilidad de correccion por parte del
usuario.

A partir de estas referencias geométricas (utero y cavidad endometrial) se
extrajeron biomarcadores de imagen de:

. Valores de intensidad promedios relativos (relacionado con la

ecogenicidad)
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. Parametros de textura: kurtosis, skewness y entropia (relacionado con
la homogeneidad del tejido) (42-45)

. Parametro de morfologia eliptica del utero (parametro que expresa la
redondez o direccionalidad del utero)

. Ramificaciones y estrias en la linea central del tutero, identificacion

de patrones

Todos estos biomarcadores estaran orientados a la gradacion de manera

cuantitativa de la tipologia trilaminar o secretora del tejido endometrial.

11. Recopilacion de variables
Todos los biomarcadores de imagen generados se recopilaron en una base de
datos que se complementd con los datos clinicos para su explotacion
estadistica y deteccion de potenciales biomarcadores predictores de éxito.
En particular, se aplicaron técnicas estadisticas multivariantes para valorar si
las combinaciones de varios de los biomarcadores de imagen extraidos

explican el prondstico clinico de las pacientes.

12. Generacion de informe estructurado para uso clinico
Una vez analizada la relacién de los biomarcadores de imagen con los
clinical “endpoints”, se elaboré una plantilla de informe estructurado para
uso clinico, que pueda generarse de manera simple en cada paciente
explorada mediante ecografia, y que proporcione indicadores cuantitativos

del prondstico.
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QUIBIM posee una metodologia automatizada y modular de generacion de

informes estructurados basada en librerias Jasper Reports.

Fase 5: Preparacion progesterdnica.

El mismo dia que realizamos el control ecografico y hormonas, la paciente
empezo0 el utilizo de la progesterona micronizada vaginal (Progeffik®, Effik,
Madrid Espana o Utrogestan®, SEID. S.A. Barcelona Espaia), en dosis fija
de 400 mg cada 12 horas.

El primer dia de progesterona se considera P4+0 y se tomaron 10 dosis y en
el momento de la dosis n°11 se realizo la transferencia embrionaria (tras 120

horas aproximativamente desde la primera dosis) (Figuras 30A-B)

—mmmmmm
am, P4 (1) P4(3) P4 (5) P4 (7) P4 (9)
p.am. P4(2) P4 (4) P4 (6) P4 (8) P4 (10)

Figura 30A: Ejemplo de inicio de tomas de progesterona vaginal por la mafiana para

transferencia por la tarde

—mmmmmm
P4(2) P4 (4) P4 (6) P4 (8) P4 (10)
pm. P4 (1) P4 (3) P4 (5) P4(T) P4 (9) IRANSFER

Figura 30B: Ejemplo de inicio de tomas de progesterona vaginal por la tarde para

transferencia por la mafiana

El tratamiento con estradiol y progesterona se mantuvo hasta el dia de la

prueba de embarazo mediante el analisis de la hormona f-hCG en sangre.
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Si la prueba fuera positiva, se mantendria el tratamiento por mas tiempo
hasta incluso la semana 12 de gestacion; este tema ha generado una gran

controversia al respecto (Liu y colaboradores. 2012)

4.2.3.6 TRANSFERENCIA EMBRIONARIA (TE):

Para poder utilizar los embriones congelados es imprescindible
desvitrificarlos. (Cobo A y colaboradores., Fertil Steril 2012, 2013)

Para ello, se sacan del nitrogeno liquido y se pasan por varios medios con
concentraciones decrecientes de crioprotectores.

Asi se consigue la rehidratacion celular, de forma que se van reemplazando
los crioprotectores por agua. Es muy importante respetar los tiempos y
realizar la desvitrificacion de forma correcta, ya que de lo contrario podrian
danarse las estructuras celulares del embrion y éste podria no sobrevivir.

La desvitrificacion embrionaria se realizé el mismo dia de la trasferencia,
con unas horas de diferencia para que sea posible comprobar el estado del

embrion.
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Figura 31: Protocolo de vitrificacion/desvitrificacion embrionaria.
(Tomado por Cryotop® Safety Kit, Vitrification Protocol for Cryotop® Method,
Kitazato ® Tokio-Japon.)

El nimero de embriones transferidos se hizo en cumplimiento con la
legislacion nacional actual y segin las necesidades, deseos y posibilidades
de cada paciente, transfiriendo un maximo de dos embriones.

La transferencia embrionaria se realiz6 canalizando el cérvix y depositando
los embriones con un catéter atraumatico blando tipo Ec Pro (Kitazato ®
Tokio-Japon) hasta llegar al tercio superior de la cavidad uterina, a una
distancia de 1,5 cm del fundus, descargandolos y compruebando
posteriormente que no han quedado retenidos en ella, todo ello controlado

ecograficamente y con extrema suavidad (Coroleu, 2006)
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4.2.3.7 BASE DE DATOS:

La base de datos se definid rigurosamente con las variables destinadas a ser
analizadas en funcion de los objetivos planteados. La informacion necesaria
fue exportada desde el gestor de informacion clinica, SIVIS, a una tabla en
formato Excel mediante un sistema de consulta a base de datos.

Los datos exportados quedaron debidamente anonimizados con el objeto de
proteger la informacion clinica y personal de las pacientes segun dispone la
ley 14/2007 de Investigacion Biomédica.

Finalmente, y previo paso al estudio estadistico, se llevo a cabo un andlisis

exploratorio de datos para revisar la calidad de la informacion extraida.

4.3 METODOS ESTADISTICOS

4.3.1 TAMANO MUESTRAL

Teniendo en cuenta que el grosor endometrial de la poblacion de pacientes
de IVI Valencia en tratamiento de ovodonacion sigue una distribucion
normal de media 8,58 y desviacion tipica igual a 1.92

El tamafio de la muestra necesario para obtener una muestra de distribucion
con un 85,4% de homogeneidad, un nivel de significatividad del 95% y
potencia del 80%, es de 57 pacientes y se ha calculado con el objetivo de
detectar variaciones en los parametros calculados que sean de un orden

mayor al de la variabilidad de la metodologia de analisis.
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Todos los biomarcadores de imagen generados se recopilaron en una base de
datos que se complementd con los datos clinicos para su explotacion
estadistica y deteccion de potenciales biomarcadores predictores de éxito.

En particular, se aplicaron técnicas estadisticas multivariantes para valorar si
la combinacion de varios biomarcadores de imagen extraidos explica el

prondstico clinico de las pacientes (variables de éxito clinico)

4.3.2 ANALISIS DE DATOS
» Analisis descriptivo
Resumen estadistico de los datos recopilados en el estudio.
Se presentaron los datos categoéricos en tablas de frecuencias e
histogramas. Los valores continuos se resumieron con la media,
desviacion tipica e intervalo de confianza, se representaron mediante
diagramas de cuartiles o densidades.
El anélisis exploratorio de los datos permitié valorar la calidad de los
datos y la deteccion de anomalias.
» Analisis de resultados gestacionales respecto a los datos ecograficos
Finalmente, se compar6 las medias y sus respectivos intervalos de
confianza del 95% de las variables ecograficas cuantitativas continuas
entre las pacientes gestantes y las que no (tanto gestacion clinica como
evolutiva) mediante prueba t-Student.
En el caso de evaluar variables de exposicion categoricas se aplicd una
prueba chi-cuadrado.
Adicionalmente se definio6 un modelo de regresion logistica sobre la
gestacion evolutiva, tomando como variables explicativas aquellas que

consideremos exista correlacion con la variable respuesta.
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Resultados






5.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio

(receptora de gametos) y sus resultados gestacionales

Se incluyeron un total de 57 pacientes estudiadas por ultrasonidos (US).
Ademas de los datos ecograficos y de imagen se disponia de informacion
clinica: edad, IMC, niveles de Estradiol (E2) y progesterona (P4) alcanzados,
dias de exposicion al estradiol valerato y nimero de embriones en estadio de
blastocisto transferidos (Tabla 3).

Algunas pacientes (3 de ellas) tenian hasta 2 imagenes, correspondiendo a
diferentes instantes temporales. Finalmente, en el estudio se incluyeron un

total de 57 andlisis realizados en todo el conjunto de datos

CARACTERISTICAS DE LAS RECEPTORAS | PROMEDIO
Edad (Anos) 40,35
BMI (Kg/m?) 24,7
Grosos endometrial (mm) 9,2
Patron endometrial Trilaminar
Niveles de E2 alcanzados (pg/ml) 220,22
Niveles de P4 alcanzados (ng/ml) 0,11
Dias de exposicion al estradiol valerato 12,02

Tabla 3: caracteristicas de las receptoras.

37 pacientes realizaron transferencia de un embrion y 20 pacientes de dos

embriones.
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De las 37 que realizaron un Single Embryo transfer (SET), 19 pacientes
tuvieron un resultado de B-HCG positivo es decir un 100% de implantation
rate (IR) y 18 de ellas un embarazo evolutivo (Ongoing Pregnancy Rate
OPR de 18/19 es decir un 94%). 18 pacientes tuvieron un resultado negativo

de la B-HCG (Tabla 4)

Tabla 4: Caracteristicas de las pacientes que realizaron SET.

De las 20 que realizaron un Double Embryo transfer (DET), 14 pacientes
tuvieron un resultado de B-HCG positivo. 8 de estas 14 tuvieron un 100% de
IR con una OPR de un 87,5% (1 paciente tuvo un aborto clinico). 6 de las 14
tuvieron una IR de un 50% con una OPR del 66,67% (2 pacientes tuvieron

un aborto clinico).
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6 pacientes de las 20 que decidieron transferir dos embriones, tuvieron un

resultado negativo de B-HCG (1 paciente tuvo un embarazo bioquimico)

(Tabla 5)

AW et CVODOM RANCT  FMIROCON  FHOwA TRARAT 4 AT IANIOA i man " Lata e impdantandn

Tabla 5: Caracteristicas de las pacientes que realizaron DET.

5.2 Resultados de la estimulacion ovarica

de las donantes de 6vulos

El estudio incluyd 65 donantes candidatas a donar sus 6vulos que fueron
inicialmente reclutadas. De las mismas, 8 fueron canceladas por los
siguientes motivos: ovulacion precoz (n=3), ciclo anovulatorio (n=3) y auto-
cancelacion por voluntad propia (n=2).

Se realiz6 la puncion folicular en 57 mujeres-donantes obteniendo ovocitos
en el 100% de ellas.

La edad media de las donantes de évulos que completaron el estudio fue de

24,7 + 1,2 afios. Su indice de masa corporal (IMC) fue de 20,6 + 0,4 (Kg/m2)
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y los niveles séricos de E2 y de P4 el dia de la administracion del andlogo de
la GnRH fueron de 3643 + 654 pg/mly 1,6 + 0,2 ng/ml, respectivamente.

La media de los dias de estimulacion ovarica y la dosis de gonadotrofinas
utilizadas fueron de 10,6 £ 0,4 y 2163 £ 130 UI, respectivamente. Se
recuperaron una media de 16,0 £ 1,1 ovocitos, de los cuales 12,3 £ 2.1 eran
en metafase Il y entonces aptos a ser sometidos a fecundacion por inyeccion

espermatica intracitoplasmatica (ICSI) (Tabla 6)

Edad (afios) 247+1,2
BMI (kg/m?) 20,6 + 0,4
Estradiol pg/ml (dia del triggering) | 3643 + 654
Progesterona ng/ml (dia del 1,6 £0,2
triggering)

Dias de estimulacion 10,6 £ 0,4
Ovocitos recuperados 16,0 £ 1,1
Ovocitos Metafase 11 12,3 +2,1

Dosis de gonadotropinas utilizada 2163 £ 130
(UD

Tabla 6: Resultados de los ciclos de estimulacion de las donantes de 6vulos:

promedio y su desviacion estandar.

128



5.3 Analisis de estadisticos descriptivos

Un total de 57 pacientes fueron prospectivamente incluidas en el estudio de
cohorte, realizando una transferencia de un tnico embrion (SET) o de dos
(DET).
» Implantacion vs. No implantacion
En el andlisis comparativo no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo con implantacion “si”
y el grupo implantacion “no”.
» Tasa de Implantacion 50% vs. Tasa de Implantacion 100%
El anélisis comparativo permitio evaluar diferencias en la IR en los
casos de DET con 50% de IR (6 casos) vs. 100% de IR (8 casos).
Se calcularon los estadisticos descriptivos de media, mediana y
desviacion tipica y se aplico el test no paramétrico de Mann-Whitney
(95% intervalo de confianza) para muestras independientes
(MATLAB, Natick, MA, USA), ya que la distribucion de las
variables era no normal. Como resultados, se obtuvo que la
autocorrelacion (p=0,019), la sombra del cluster (p=0,026), la suma
de medias (p=0,010) y la asimetria (p=0,019) presentaron diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos (p<0.05). (Tablas

7y 8)
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Auto Cluster Difference

dad Indomatria Carnslatian | Presningnce Cluster Shade  Comirast | Correlation Entrepy
| maan | ams | maE3E;IA | 743, F0ES1S | G3SOS18M5 | 512088645 | 1) 027EISE | OBTS6ITIA | 231517301
[rastan | a5 | BRI | 7176900 | GIEIROSTE | AFERRETSY | J50611937 | OATARGIEE | 2,20141938
e 4037255 | 159300585 | 662023717 | 310872714 | 246647964 | 18528366 | 004875517 | 030179079
infermation | Information
DINCIENCE | pissimilarity  fmergy | Entrosy  Momopeneity o of | e
| | | | | | | Corresation 1| Correlation 2|
= | 12,3060743 | 39320691 | 0003296 | 6,0AGOTOIA | 026073800 | 465271 | OSM05FME | 035320661
BT | 105157913 | 3,70898239 | 000381453 | 606486627 | 0,06275929 | 40,35810228 | 0,95048556 | 0,35004075
i 671543300 | 131745881 | O0007FME | 010713863 | O0A0ZMIT | 00561191 | O0A233BET | 007233533
Maemum Sum Of
Sum Average Surs Enbregy | Squares  Sum Variasee  Kurbosis Skiwness | Thickness
[maan | 001167724 | 504601633 | 436451313 | 123,731157 | 123,231197 | 309276326 | 05331438 | 6,B4E707H7
| macien | 001126026 | 45,772688 | 440872925 | 131008562 | 131008582 | 1R5744517 | OAB00SNS | 657981004
wd 0,00266336 | 2,130BE7C5 | 0,15150657 | 40,5041356 | 40,5041356 | 057971738 | 017260912 | 15941377

Tabla 7: estadisticos descriptivos de media, mediana y desviacion tipica en

los 6 casos con 50 % de IR en DET

fdad | Dndomesrip | P Custer Differance

Carrslation | Brosninance ST Shade|  Comtrast | Correlation Eniragy
| maan | 3s | 520484444 | 100865185 | SSSHSLATA | 777 BESGIA | 24,1091365 | QBOSTRSY | 2333317
[asian | 3w | mz | 937,376850 | 536506198 | 1520,M4818 | 12,3363626 | O9007IME | 1,7512085
e 316227766 | 150BB60E] | 7836442 | 279112300 | 406128508 | 586498904 | 004762905 | 018113716
Information | InTormation
OINCTENCE | pissimilarity  fnergy | Entresy  Homopeneity P of | twerse
| | | | | | | CorreSation 1| Correlation 2|
| Presan | BARDZETIS | 3,527TPOIEN | OOO3FIITH | 6 13RI6ESE | OIBBOIEIT | 0LIAT0EZE] | O9IREEIEE | 037UHAIE
| resetian | 3,16506551 | 3,43578133 | 000296379 | 617704511 | 02823885 | -0.31443971 | 0,93904566 | 0,36705051
L] JAB023453 | O7ATETEIE | QOOOBSIIE | 020634363 | Q05404800 | Q09001809 | 003256713 | QOAR140IR
Maxemum Sum 0
Sufn Auerage Surs Entregy | Squanis  SumVarlesce  Kursdh Skivmridss | Thickness
| | Probabitty | ! | Varlance | ! ! !
masn 001505043 | 60,2325831 | 438402849 | 115,137165 | 105137165 | 2,97248669 | 014718371 | 8495439
| macian | DO1S34E | 54 20RSS1D | A4A1BTHEIG | 118,2501%1 | 118250151 | 30400ZE09 | 0157MGAGT | 82072748
wa 000283077 | &B0B67415 | 0,08397559 | J6,0506546 | J6,0506546 | 0,32524437 | 030295473 | 7,I55R3435

Tabla 8: estadisticos descriptivos de media, mediana y desviacion tipica en

los 8 casos con 100 % de IR en DET

No obstante, los resultados no parecen concluyentes, dado que la
significacion estadistica es limitada y no hay una relacion lineal entre
la tasa de implantacion de 0%, 50%, 100% y estas variables (ver

figura 31).
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Dada la falta de referencias con el uso de GLCM vy el anélisis de
texturas en este tipo de imagenes, se necesitan mas estudios de
validacion para analizar las variables texturales en los diferentes
grupos, conocer como se relacionan entre si y cuales son los mejores
ajustes del algoritmo para poder detectar cambios significativos en el

patron de textura en funcion de la situacion clinica.

N. Eggs: 2

1.5060000006000000-

1.0000000000000000

$000000000000000]
| i
—_—

Skewness

SOO0000000000000 T T T
0% S0N 100 %

Implantation Rate 2

Figura 32: Diferencias en la variable asimetria entre la tasa de implantacion

0, 50 y 100% para DET.
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€C_ 79

» Embarazo en curso “si” vs. “no”

Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas para la
region de endometrio completo en las variables medida de
informacion de correlacion 1 y 2 (p=0,017 y p=0,010,

respectivamente), ver figura 33.

whwrvaen M OF Conlation |
e @900 Messa O Condaion 2

[L— Crgeeq

Figura 33: Diferencias en las variables de medida de la informacion de

correlacion 1 (IZQ) y 2 (DER) en funcion de la variable embarazo en curso.

Aborto Clinico vs. Aborto bioquimico

Tuvimos solo 4 abortos clinicos (3 tras DET: 50%, 50% y 100% IR;
1 tras SET: 100% IR) y 1 aborto bioquimico y el hecho de no tener
suficientes casos en cada grupo (4 vs. 1) no nos permitid extraer

conclusiones de significacion (Tabla 9)
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L] Cluster Differenoe

Idad Indomatria Correlatian | Presinence Cluster Shade  Comtrast | Correlation Entropy
rraan IBI15 B.H25 T11 866451 | 330429735 | TUSH AT | 17 5441613 | OHOZOOOIT | 7 10533715
el 95 aa EAT,080447 | I06IRE 435 | 07728058 | 193645700 | OA084164T | 3 ASA1GE
ukd 4,345020a%5 | 0, /875045 | o, PH1E40D | 15543045 | 505, 00M% | 445128115 | Q02310054 | 01097319

Information | Information

D:::::? Dissimilarity Enemgy Entrogy pereity o o D:Hm:'-r:tu

Correflation 1 Correlation 2
o] TAIZSORET | 1970RUSSS | ODOIRSMT | 59990108 | OI1GRZITY | 00FAZFM | 09340103 | O39PED1LY
rradian 205654587 | 3 11045851 | O,00395421 | 5.586B199¢ | 030492759 | -0 31096F9 | 092812956 | 0,IET26424

o 1,8727%500 | OAR0FETOM | QOOORSIXD | OLATTATIE | QO0F14REFY | OMGARES | OOILELTIT | Q03 TROT

Sum 04
Masmum | o Aversge|SumEntrogy | Squares  (SumVerecs|  Kurteshh | Skewnads | Thicknass
Frobakslity
Warisnce
maan 01858047 | 50,4571572 | 4,21BB3016 | &4,71RMET | 24,21E3457 | 345359030 | 040363572 | 7,7AGS5ES3
madien O01I36TE5G | 49,7720688 | 4 1RG1054A | T70NBG004 | 770834004 | 354764152 | 040638195 | 7,757786L
wd 0,00261531 | 145109553 | 017115555 | 30,7237128 | 30,7337153 | 074736453 | 0,I0158433 | 0,7B33F5LL

Tabla 9: estadisticos descriptivos de media, mediana y desviacion tipica en

los 5 casos de abortos clinicos y bioquimicos.

5.4 Andlisis de clasificadores basados en Machine Learning

para la prediccion de embarazo en curso

Todos los registros con sus biomarcadores de imagen correspondientes
previamente analizados se cargaron en Matlab R2017a (Mathworks Inc,
Natick, MA) para el entrenamiento de los algoritmos y la evaluacion del
rendimiento en un banco de clasificadores, con el objetivo de minimizar la
incertidumbre.

Por cada region de interés se dibujo:

- La curva ROC (acronimo de Receiver Operating Characteristic, o
Caracteristica Operativa del Receptor) que es una representacion grafica que
muestra el rendimiento de un modelo de clasificacion en todos los umbrales
de clasificacion y que representa dos pardmetros: la tasa de verdaderos

positivos (TPR) y la tasa de falsos positivos (FPR).
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- El area bajo curva ROC (AUC) correspondiente que mide toda el area
bidimensional por debajo de la curva ROC completa de (0,0) a (1,1) y que
proporciona una medicion agregada del rendimiento en todos los umbrales
de clasificacion posibles.

El AUC oscila en valor del 0 al 1. Un modelo cuyas predicciones son un
100% incorrectas tiene un AUC de 0,0; otro cuyas predicciones son un 100%

correctas tiene un AUC de 1,0.

5.4.1 Regién de mayor calidad de imagen del endometrio

Entre todos los clasificadores evaluados, el mejor rendimiento se logré con
el clasificador k-Nearest Neighbourhood, que consiste en hacer predicciones
buscando en todo el conjunto de entrenamiento para las K instancias mas
similares (los vecinos) y resumiendo la variable de salida para esas instancias
K. Para determinar cuales de las instancias de K en el conjunto de datos de
capacitacion son mas similares a una nueva entrada, se utiliza una medida de
distancia. La medida de distancia mas popular es la distancia euclidiana. Los
resultados obtenidos en el conjunto de datos con validacién cruzada en 5

pasos estan resumidos en la tabla n° 10.
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Embarazo evolutivo Prediccién

Si No
' Original N | Si 28 3
No 22 7
Si No
Valor predictivo positive 56.0 % 70.0 %
' Tasa de falsos | 44.0 % 1 300%
descubrimientos
Si No
Tasa de verdaderos  90.0 % 240%
positivos
' Tasa de falsos negativos 1 10.0% | 760%

Tabla 10: resultados con el clasificador k-Nearest Neighbourhood

Considerando los resultados globales, el 58,3% de los casos fueron

pronosticados correctamente.
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La curva ROC y el area bajo curva correspondiente (AUC) se pueden

apreciar en la figura 34

o
0.76.090)

AUC = 058

Figura 34: Curva ROC obtenida con el clasificador KNN. Se obtiene un AUC de
0,59.

5.4.2 Region de mayor calidad de imagen del endometrio incluyendo la
cavidad endometrial

Entre todos los clasificadores evaluados, el mejor rendimiento se logr6é con
el clasificador lineal discriminante, basado en el concepto de busqueda de
una combinacion lineal de variables (predictores) que mejor separa dos
clases (objetivos). Supone que diferentes clases generan datos basados en
diferentes distribuciones gaussianas. Para entrenar a un clasificador, la
funcion de ajuste estima los pardmetros de una distribucion gaussiana para

cada clase.
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Para predecir las clases de datos nuevos, el clasificador entrenado encuentra
la clase con el menor costo de clasificacion erronea. Los resultados obtenidos
en el conjunto de datos con validacion cruzada en 5 pasos estdn resumidos

en latablan®11.

Embarazo evolutivo Prediccion
Si No
Original N Si 17 14
No 7 22
Si No
Valor predictivo positivo 71.0% 61.0%
Tasa de falsos 29.0% 39.0%

descubrimientos

Si No
Tasa de verdaderos 55.0 % 76.0 %
positivos
Tasa de falsos negativos 1 450% 24.0 %

Tabla 11: resultados con el clasificador lineal discriminante.

Considerando los resultados globales, el 65,0 % de los casos fueron

pronosticados correctamente.
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La curva ROC y el area bajo curva correspondiente (AUC) se pueden

apreciar en la figura 35:

¢’ 024 055)
AUC = 08T

Figura 35: Curva ROC obtenida con el clasificador lineal discriminante. Se obtiene

un AUC de 0,67.

5.4.3 Endometrio completo incluyendo la cavidad endometrial

Entre todos los clasificadores evaluados, el mejor rendimiento se logr6é con
el clasificador lineal Support Vector Machine, que consiste en una
representacion de los puntos de muestra en un espacio de dimensionalidad
muy alta o incluso infinita, para poder separar ambas clases en 2 espacios de
ancho como sea posible mediante la construccion del hiperplano o conjunto
de hiperplanos que maximizan la distancia a los dos puntos més cercanos,

cada uno perteneciente a cada uno de los grupos (vectores de soporte).
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Los resultados obtenidos en el conjunto de datos validacion cruzada en 5

pasos estan resumidos en la tabla n°® 12.

Embarazo evolutivo Prediccién
Si No
Original Count Si 26 5
No EL 12
Si No
Vzlor predictivo positivo 60.0 % 71.0%
Tasa de falsos | 40.0 % ' 290%

descubrimientos

Si No
Tasa de verdaderos | 84.0 % 41.0%
positivos
Tasa de falsos negativos 16.0 % | 59.0%

Tabla 12: resultados con el clasificador lineal Support Vector Machine

Considerando los resultados globales, el 63,3 % de los casos se pronosticaron

correctamente.
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La curva ROC y el area bajo curva correspondiente (AUC) se pueden

apreciar en la figura 36.

. D500 .84)

rate

B AUC =085

True positve

Figura 36: Curva ROC obtenida con el clasificador Support Vector Machine. Se
obtiene un AUC de 0,65.

5.5 Andlisis de clasificadores basados en Machine Learning

para la prediccion de la tasa de implantacion

5.5.1 Regién de mayor calidad de imagen del endometrio

Entre todos los clasificadores evaluados, el mejor rendimiento se logré con
el clasificador linea Support Vector Machine, que consiste en una
representacion de los puntos de muestra en un espacio de dimensionalidad

muy alta o incluso infinita, para poder separar ambas clases en 2 espacios
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tanto como sea posible mediante la construccion del hiperplano o conjunto
de hiperplanos que maximizan la distancia a los dos puntos mas cercanos,
cada uno perteneciente a cada uno de los grupos (vectores de soporte). Los
resultados obtenidos en el conjunto de datos validacion cruzada en 5 pasos

estan resumidos en la tabla n° 13.

Embarazo evolutivo Prediccién
Si No
Original N Si 28 7
No 18 7
Si No
Valor predictive positivo 61.0% 50.0 %
Tasa de falsos | 39.0% 50.0 %

descubrimientos

Si No
Tasa de verdaderos | 80.0 % 280%
positivos
Tasa de falsos negativos 1 200% 720 %

Tabla 13: resultados con el clasificador lineal Support Vector Machine

Considerando los resultados globales, el 58,3 % de los casos se pronosticaron

correctamente.
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La curva ROC y el area bajo curva correspondiente (AUC) se pueden

apreciar en la figura 37.

0.200.28)

Figura 37: Curva ROC obtenida con el clasificador Support Vector Machine. Se
obtiene un AUC de 0,53.

5.5.2 Region de mayor calidad de imagen del endometrio incluyendo la
cavidad endometrial

Entre todos los clasificadores evaluados, el mejor rendimiento se logré con
el clasificador lineal Support Vector Machine, que consiste en una
representacion de los puntos de muestra en un espacio de dimensionalidad
muy alta o incluso infinita, para poder separar ambas clases en 2 espacios
tanto como sea posible mediante la construccion del hiperplano o conjunto
de hiperplanos que maximizan la distancia a los dos puntos mas cercanos,

cada uno perteneciente a cada uno de los grupos (vectores de soporte).
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Los resultados obtenidos en el conjunto de datos con validacion cruzada en

5 pasos estan resumidos en la tabla n°® 14.

Embarazo evolutivo Prediccién
Si No
Original N Si 31 4
No 16 9
Si No
Valor predictivo positivo 66.0 % 69.0 %
Tasa de falsos 34.0% 131.0%

descubrimientos

Si 'No
Tasa de verdaderos  89.0 % 36.0%
positivos
Tasa de falsos negativos 11.0% 64.0 %

Tabla 14: resultados con el clasificador lineal Support Vector Machine

Considerando los resultados globales, el 66,7 % de los casos se pronosticaron

correctamente.
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La curva ROC y el area bajo curva correspondiente (AUC) se pueden

apreciar en la figura 38.
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Figura 38: Curva ROC obtenida con el clasificador Support Vector Machine. Se
obtiene un AUC de 0,59.

5.5.3 Endometrio completo incluyendo la cavidad endometrial

Entre todos los clasificadores evaluados, el mejor rendimiento se logré con
el clasificador linear Support Vector Machine, que consiste en una
representacion de los puntos de muestra en un espacio de dimensionalidad
muy alta o incluso infinita, para poder separar ambas clases en 2 espacios
tanto como sea posible mediante la construccién del hiperplano o conjunto
de hiperplanos que maximizan la distancia a los dos puntos mas cercanos,

cada uno perteneciente a cada uno de los grupos (vectores de soporte).
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Los resultados obtenidos en el conjunto de datos con 5 veces la validacion

cross-fold estan resumidos en la tabla n° 15.

Embarazo evolutivo Prediccién
Si No
Original N Si 28 [7
No 15 110
Si No
Valor predictivo positivo 65.0 % 59.0 %
Tasa de falsos  35.0 % 41.0%

descubrimientos

Si No
Tasa de verdaderos | 80.0 % 40.0 %
positivos
Tasa de falsos negativos 1 200% 60.0 %

Tabla 15: resultados con el clasificador lineal Support Vector Machine

Considerando los resultados globales, el 63,3 % de los casos se pronosticaron

correctamente.
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La curva ROC y el area bajo curva correspondiente (AUC) se pueden

apreciar en la figura 39.
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Figura 39: Curva ROC obtenida con el clasificador Linear Support Machine. Se
obtiene un AUC de 0,64.
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5.6 Analisis de clasificadores basados en Machine Learning

para la prediccion de la tasa de implantacion en pacientes

con doble transferencia de embrion.

5.6.1 Tasa de implantacién 0 % - 50 % - 100%

5.6.1.1 Regién de mayor calidad de imagen del endometrio

Entre todos los clasificadores evaluados, el mejor rendimiento se logroé con
el clasificador Ensemble Subspace Discriminant, que consiste en combinar
varios clasificadores para mejorar las capacidades generales de prediccion.
Los resultados obtenidos en el conjunto de datos con validacion cruzada en

5 pasos estan resumidos en la tabla n° 16.

Embarazo evolutivo frfgiAcc_:ic‘_)pA
o 50 7100 i

Original N 0 3 1 3

50 3 3

100 3 1 5

0 50 100

Valor predictivo | 50.0 % 60.0 % 45.0%
positivo
Tasa de falsos 50.0% 40.0 % 55.0%

descubrimientos

0 50 100
Tasa de verdaderos 43.0% 50.0 % 56.0 %
positivos
Tasa de falsos | 57.0% 50.0 % 440 %
negativos

Tabla 16: resultados con el clasificador Ensemble Subspace Discriminant
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Considerando los resultados globales, el 50,0 % de los casos se pronosticaron
correctamente.
La curva ROC y el area bajo curva correspondiente (AUC) se pueden

apreciar en la figura 40.

ANJC=054
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Figura 40: Curva ROC obtenida con el clasificador Ensemble Subspace
Discriminant. Se obtiene un AUC de 0,54.

5.6.1.2 Regién de mayor calidad de imagen del endometrio incluyendo la
cavidad endometrial

Entre todos los clasificadores evaluados, el mejor rendimiento se logroé con
el clasificador k-Nearest Neighbourhood, que consiste en hacer predicciones
buscando en todo el conjunto de entrenamiento para las K instancias mas
similares (los vecinos) y resumiendo la variable de salida para esas instancias

K. Para determinar cuales de las instancias de K en el conjunto de datos de
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capacitacion son mas similares a una nueva entrada, se utiliza una medida de
distancia. La medida de distancia mas popular es la distancia euclidiana. Los
resultados obtenidos en el conjunto de datos con validacion cruzada en 5

pasos estan resumidos en la tabla n® 17.

Embaraze evolutivo Prediccién
0 50 100

Original N 0 |2 1 4

50 2 4

100 Q

0 50 100

Valor predictiva  100.0 % 67.0% 53.0%
positivo
Tasa de falsos 33.0% 47.0%

descubrimientos

i 0 50 100
Tasa de verdaderos 29.0% 330% 100.0 %
positivos
Tasa de falsos  71.0% 67.0%
negativos

Tabla 17: resultados con el clasificador k-Nearest Neighbourhood

Considerando los resultados globales, el 59,1 % de los casos se pronosticaron

correctamente.
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La curva ROC y el area bajo curva correspondiente (AUC) se pueden

apreciar en la figura 41.

ALLC = 0.80

True positive rate

? {0.000.29)
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Figura 41: Curva ROC obtenida con el clasificador KNN. Se obtiene un AUC de
0,60.

5.6.1.3 Endometrio completo incluyendo cavidad endometrial

Entre todos los clasificadores evaluados, el mejor rendimiento se logroé con
el clasificador de Quadratic Support Vector Machine, que consiste en una
representacion de los puntos de muestra en un espacio de dimensionalidad
muy alta o incluso infinita, para poder separar las clases en 3 espacios tanto
como sea posible mediante la construccion del hiperplano o conjunto de
hiperplanos que maximizan la distancia a los puntos mas cercanos, cada uno

perteneciente a cada uno de los grupos (vectores de soporte).
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Los resultados obtenidos en el conjunto de datos con validacion cruzada en

5 pasos estan resumidos en la tabla n° 18.

Embarazo evolutivo Prediccién
0 50 100
Original | N 0 2 2 3
50 |4 2
100 2 E 6
0 50 100
Valor predictivo  50.0 % 57.0% 55.0 %
positivo
Tasa de  falsos 50.0% | 430% 450 %
descubrimientos
0 50 100
Tasa de verdaderos 29.0% 67.0% 67.0%
positivos
Tasa de falsos 71.0% 1330% 33.0%
negativos

Tabla 18: resultados con el clasificador de Quadratic Support Vector

Machine

Considerando los resultados globales, el 54,5 % de los casos se pronosticaron

correctamente.
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La curva ROC y el area bajo curva correspondiente (AUC) se pueden

apreciar en la figura 42.

ALC » 040

rae positiv

;’ 013,029}

Figura 42: Curva ROC obtenida con el clasificador Quadratic Support Vector
Machine. Se obtiene un AUC de 0,46.

5.6.2 Tasa de implantacion 50 % - 100%

5.6.2.1 Regién de mayor calidad de imagen del endometrio

Entre todos los clasificadores evaluados, el mejor rendimiento se logroé con
el clasificador de arbol de decision, que consiste en un modelo predictivo
que conduce de diferentes observaciones a conclusiones sobre el valor
objetivo. Las hojas del arbol representan etiquetas de clase y las ramas
representan conjuntos de caracteristicas que conducen a esas etiquetas de
clase. Los resultados obtenidos en el conjunto de datos con validacion

cruzada en 5 pasos estan resumidos en la tabla n°® 19.
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Embarazo evolutivo ' Prediccién

50 100
Original N 50 '5 E
100 |2 7
50 100
Valor predictivo positivo 71.0% 88.0 %
Tasa de falsos 35.0% 410%
descubrimientos
50 ' 100
Tasa de verdaderos 83.0% 78.0%
positivos
' Tasa de falsos negativos  17.0% 1 220%

Tabla 19: resultados con el clasificador de arbol de decision

Considerando los resultados globales, el 80,0 % de los casos se pronosticaron

correctamente.
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La curva ROC y el area bajo curva correspondiente (AUC) se pueden

apreciar en la figura 43.

¥ 022083

AUC » 077

Figura 43: Curva ROC obtenida con el clasificador basado en arbol de decision. Se

obtiene un AUC de 0,77.

5.6.2.2 Regidn de mayor calidad de imagen del endometrio incluyendo la
cavidad endometrial

Entre todos los clasificadores evaluados, el mejor rendimiento se logroé con
el clasificador Ensemble Subspace Discriminant, que consiste en combinar
varios clasificadores para mejorar las capacidades generales de prediccion.
Los resultados obtenidos en el conjunto de datos con validacion cruzada en

5 pasos estan resumidos en la tabla n° 20.
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Embarazo evolutivo Prediccién

50 100
Original | N 50 3 3
100 |2 |7
50 100
Valor predictivo positivo 60.0 % 70.0 %
Tasa de falsos 40.0 % 1 300%
descubrimientos
50 100
Tasa de verdaderos 50.0 % 78.0%
positivos
Tasa de falsos negativos 50.0 % 220%

Tabla 20: resultados con el clasificador Ensemble Subspace Discriminant

Considerando los resultados globales, el 66,7 % de los casos se pronosticaron

correctamente.
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La curva ROC y el area bajo curva correspondiente (AUC) se pueden

apreciar en la figura 44.

 5330756) MIC = 063

Figura 44: Curva ROC obtenida con el Ensemble Subspace Discriminant. Se
obtiene un AUC de 0,63.

5.6.2.3 Endometrio completo incluyendo la cavidad endometrial

Entre todos los clasificadores evaluados, el mejor rendimiento se logré con
el clasificador de Regresion logistica, que es un algoritmo de clasificacion
binario estrechamente relacionado con Maquinas de vectores de soporte
(SVM). Los resultados obtenidos en el conjunto de datos con validacion

cruzada en 5 pasos estan resumidos en la tabla n® 21.
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Embarazo evolutivo Prediccién

50 100
Original N |50 5 '
1100 2 |7
50 100
Valor predictivo positivo 71.0% 88.0 %
Tasa de falsos  29.0 % 130%
descubrimientos
50 100
Tasa de verdaderos | 83.0 % 78.0 %
positivos
Tasa de falsos negativos | 17.0% 220%

Tabla 21: resultados con el clasificador de Regresion logistica

Considerando los resultados globales, el 80,0 % de los casos se pronosticaron

correctamente.

157



La curva ROC y el area bajo curva correspondiente (AUC) se pueden
apreciar en la figura 45.

08t {@52083} =

AUC =077

True positive rate

Figura 45: Curva ROC obtenida con el clasificador de regresion logistica. Se obtiene
un AUC de 0,77.

5.7 Resumen del analisis de clasificadores

basados en Machine Learning

En conclusion, la region en la que los clasificadores consiguieron mayor tasa

de acierto es el endometrio completo incluyendo la cavidad endometrial
(Tabla 22, 23,24, 25).
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Endometrio

Region de mayor

EMBARAZO completo Region de mayor calidad de imagen
EVOLUTIVO incluyendo cavidad calidad de imagen del endometrio
endometrial del endometrio incluyendo
cavidad
endometrial
Acierto 63,3 % 58,3 % 65,0 %
AUC 0,65 0,59 0,67
Modelo de SVM KNN Linear
clasificacion Discriminant

Tabla 22: Analisis de clasificadores basados en Machine Learning sobre

Ongoing Pregnancy Rate
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Endometrio

Region de mayor

TASA DE completo Region de mayor calidad de imagen
IMPLANTACION incluyendo calidad de imagen del endometrio
cavidad del endometrio incluyendo
Ovs.500100 endometrial cavidad
endometrial
Acierto 63,3 % 58,3 % 66.7 %
AUC 0,64 0,53 0,59
Modelo de clasificacion SVM SVM SVM

Tabla 23: analisis de clasificadores basados en Machine Learning sobre

Implantation Rate
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TASA DE

Endometrio

Region de mayor

IMPLANTACION | ©MPIE0 | gegign de mayor | Calidad de imagen
incluyendo calidad de imagen del endometrio
0 vs. 50 vs. 100 en cavidad . incluyendo
del endometrio
DET endometrial cavidad
endometrial
Acierto 54,5 % 50,0 % 59,1 %
AUC 0,46 0,54 0,60
Modelo de SVM Ensamble Subspace KNN
clasificacion Discriminant

Tabla 24: analisis de clasificadores basados en Machine Learning sobre

Implantation Rate 0 vs. 50 vs. 100 en doble transferencia embrionaria.
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Endometrio

Region de mayor

TASA DE completo Region de mayor calidad de imagen
IMPLANTACION incluyendo calidad de imagen del endometrio
cavidad del endometrio incluyendo
50 vs. 100 en DET endometrial cavidad
endometrial
Acierto 80,0 % 80,0 % 66.7 %
AUC 0,77 0,77 0,63
Modelo de Logistic Tree Ensamble
clasificacion Regression Subspace
Discriminant

Tabla 25: analisis de clasificadores basados en Machine Learning sobre

Implantation Rate 50 vs. 100 en doble transferencia embrionaria.
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Discusién






DiscusiON

El éxito de un tratamiento reproductivo sigue estando limitado por
fenomenos relacionados con la implantaciéon embrionaria, a pesar de los
importantes avances en los ultimos 20 afios de las técnicas de reproduccion
asistida (TRA) y pese a la creciente atencion por el estudio de la fisiologia
endometrial.
Estudiar los procesos que regulan dicha implantacion resulta complicado, en
parte por las diferencias existentes entre los seres humanos y los animales de
experimentacion, y también por los aspectos éticos, morales y legales que
limitan el estudio directo del embridén en el momento en que interactiia con
el endometrio.
Los factores implicados en el éxito de la implantaciéon embrionaria en
reproduccion asistida son principalmente tres:

- lareceptividad endometrial

- la calidad embrionaria

- laeficiencia de la técnica de transferencia (Schoolcraft 2016).
Solo si el embrion es transferido en el sitio correcto (fundus uterino) (Wang
Y 2018) de forma atraumatica y en un endometrio adecuado, un embrion
morfologicamente normal podra presentar una alta probabilidad de
implantar.
El endometrio humano es un tejido complejo y dindmico que sufre
modificaciones a lo largo del ciclo menstrual en respuesta a cambios en los
niveles de las hormonas esteroideas circulantes. La implantacion

embrionaria, para ser exitosa, debe coincidir con la fase de maxima
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receptividad endometrial, periodo temporalmente definido que se extiende
entre los dias 6 y 10 post-ovulacion y que es conocido como ventana de
implantacion (Lessey 2011). Si un embridn, independientemente de su
calidad, fuese transferido fuera de la ventana de implantacion, en cualquier
otra fase del ciclo menstrual, encontraria un endometrio no receptivo y, por
tanto, seria incapaz de implantar. La ventana de implantacion puede alterarse
por la estimulacion ovarica (Haouzi D 2010): por la presencia de una
patologia uterina/tubérica (Donaghay M 2007), por factores ambientales o
de forma intrinseca en una paciente.

El estudio de la receptividad endometrial sigue recibiendo mucha atencion
por parte de la comunidad cientifica, pues aun representa un misterio sin
resolver. Durante mas de 50 afos la evaluacion histologica se consider6 el
método de referencia para su analisis (Noyes R 1950) pese a ser claramente
inexacto (Coutifaris C., 2004; Murray M., 2004). La medicion de los niveles
séricos de estradiol (E2) (Simon C 1998) y progesterona (P) (Fanchin R
1993) el ultimo dia de la estimulacion ovarica controlada (HOC) (Bosch
2015) junto a la ecografia endometrial (Friedler S., 1996), y mas
recientemente, algunos métodos de estudio molecular como la
transcriptomica (Horcajadas., 2007; Ruiz-Alonso M., 2012) o la protedmica
(Scotchie J., 2009) son las principales técnicas utilizadas en la actualidad
para evaluar la receptividad endometrial, pese a no haber consenso sobre su
papel prondstico real en la tasa de implantacion embrionaria.

A dia de hoy la ecografia transvaginal, método no invasivo de facil
realizacion, supone el procedimiento de rutina mas empleado en la practica

clinica diaria durante una TRA para la valoraciéon del endometrio y la
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estimacion indirecta de su repectividad. Los pardmetros considerados como
factores predictivos de receptividad endometrial incluyen:

1. Patrén y grosor endometrial (Zhao J, 2014)

2. vascularizacion endometrial y sub-endometrial (Wang L, 2010)

3. Volumen endometrial.

6.1 Modelo de donacion de évulos

La receptividad endometrial es un factor clave en reproducciéon humana,
tanto tras un ciclo natural espontdneo como tras la realizacion de técnicas de
reproduccion asistida. El éxito de un tratamiento de donacion de dvulos
depende fundamentalmente de este factor, excluyendo normalmente el factor
embrionario pues la calidad de los ovocitos procedentes de la donante suele
ser optima (Budakx E, 2007). Con el fin que la paciente receptora de los
ovulos esté en un estado de receptividad endometrial adecuado, se administra
un tratamiento con hormonas esteroideas ovaricas exogenas que facilita la

sincronizacion entre la donante y la receptora.

6.2 Ciclo sustituido con o sin supresion hipofisaria VS. Ciclo natural

En una Cochrane del 2017 (Ghobara T, Cochrane Database Syst Rev. 2017)
que incluyé 18 RCTs comparando diferentes protocolos de transferencia de
embriones congelados (FET) en un total de 3815 pacientes.

Se demostré que no habia una evidencia cientifica solida que indicara el
utilizo de un ciclo natural con o sin administracion de hCG para

desencadenar la ovulaciéon o de una preparacion endometrial con terapia
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hormonal sustituida, con o sin supresion hipofisaria. No se demostr6 ninguna
diferencia significativa en termino de resultados clinicos entre ciclo natural
y ciclos sustituidos.

En marzo 2018 también se publicO un ensayo controlado aleatorio
prospectivo (Agha-Hosseini M, 2018) para investigar si habia una diferencia
en los resultados del embarazo entre los ciclos modificados de transferencia
de embriones congelados y descongelados (NC-FET) y los ciclos artificiales
(AC) -FET en mujeres que tenian ciclos menstruales regulares. No se
encontraron diferencias significativas entre los dos grupos con respecto a las
tasas de embarazo bioquimico, clinico y en curso (48,2% vs 45,9%, p> 0,05;
38,9% vs 35,3%, p> 0,05; y 37,6% vs 34,1%, p > 0,05, respectivamente), asi
como las tasas de nacidos vivos o abortos espontaneos por ciclo (35,3% vs
31,8%, p> 0,05; y 1,2% vs 1.2%, p> 0.05, respectivamente).

En conclusién, los hallazgos sugirieron que, aunque ambos protocolos de
FET son igualmente efectivos en términos de resultados de embarazo en
mujeres con ciclos menstruales regulares, NC-FET es més favorable porque
no requiere medicacion, no tiene eventos adversos y tiene una reduccion

significativa de los costes.

6.3 Grosor endometrial

Hasta la actualidad hay publicados numerosos estudios que han tratado de
establecer un limite inferior por debajo del cual la gestacion resulta mas

dificultosa o incluso imposible, acufiandosele a éste limite el nombre

genérico de endometrio fino.
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Asi, la consideracion de un grosor endometrial fino ha variado mucho a lo

largo de la literatura (tabla 26) (Frydman R, 2011).

Grosor Autores

<5 mm DIX (2010)

<6 mm SOARES (2008)

< 6,3 mm DE GEYTER (2000)

<7 mm BASIR (2002)
VERNAEVE (2007)
BELLVER (2007)
SHUFARO (2008)
QUBLAH (2008)
GLEICHER (2011)

<8 mm TAKASHI (2010)
BONILLA-MUSOLES (2010)

<9mm NOYES (2005)
BORINI (1996)
SHER (2002)
ZHANG (2005)

<10 mm RINALDI (1996)

Tabla 26. Criterios de grosor endometrial fino (Tomado de Frydman R, 2011)
También hay estudios que muestran la frecuencia de grosores endometriales
finos en la poblacion general (tabla 27), parametro también variable en la

literatura (Frydman R, 2011).
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Grosor % Autores

<3 mm 3,1% NOYES (2001)

<7 mm 0,9% SHUFARO (2008)
12,8 % NOYES (2001)
6,9% AMIR (2007)

Tabla 27. Grosor endometrial fino en poblacion general (Tomado de Frydman R,

2011)

Un grosor endometrial entre 5 y 8 mm en el momento periovulatorio es el
que se refiere como normal en la literatura, mientras que existe el consenso
segun el cual un grosor endometrial inferior a 6 mm tiene un valor predictivo
negativo muy elevado para predecir el embarazo (Gonen Y y Casper RF,
1990; Melo MA y col. 2006; Richter KS y colaboradores; 2007). Aunque
conocemos que son posibles gestaciones con grosores muy reducidos incluso
inferiores a 4 mm (Remohi J y colaboradores, 1997), un grosor adecuado
debe superar los 10 mm (Bonilla-Musoles F y colaboradores 2010) No
obstante, en una revision de 25 trabajos que incluian 2.665 ciclos de
tratamiento, Friedler S y colaboradores (1996) observaron que solo en 8
estudios (1.203 ciclos) se encontraron diferencias significativas entre el
grosor endometrial de los ciclos con embarazo y los que no lo conseguian.
Los rangos para el grosor endometrial son similares para los ciclos con
concepcion (8,6-11,8 mm) y los ciclos sin embarazo (8,6- 11,9 mm) De
modo parecido al patron endometrial, incluso un grosor del endometrio
superior a 10 mm tiene un valor predictivo y una especificidad bajos como

predictores de embarazo, de 49 y 20% respectivamente.
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Contrariamente, un estudio de 1.294 ciclos de fertilizacion in vitro confirma
una estrecha relacion entre el grosor endometrial y la tasa de embarazo. En
¢l, los autores cuestionan que, aunque no es una practica infrecuente cancelar
la transferencia de embriones con un endometrio delgado, con un endometrio
que mida 6 mm se pueden alcanzar tasas de embarazo superiores al 50%
(Raine-Fenning N y colaboradores, 2002).

Muchos estudios han investigado la relacion existente entre el grosor
endometrial y la tasa de gestacion en pacientes sometidas a tratamientos de
fecundacion en vitro (FIV) con resultados dispares (Kovacs P 2003; Grant D
2007; Richter K 2007; Al-Ghamdi A 2008; Traub M 2009; Barker M 2009).
En un reciente estudio de Zollner U y colaboradores (2012), se analiz6 la
relacion entre el espesor endometrial, medido el dia de la transferencia
embrionaria de embriones congelados, y la obtencion de la gestacion, tanto
en ciclos artificiales como el ciclo espontaneo, no encontrando diferencias
estadisticamente significativas.

Otro aspecto importante de esta practica es que no existe ningun tratamiento
basado en la evidencia cientifica que asegure que el endometrio puede
aumentar su grosor en los siguientes ciclos.

En el campo de la reproduccion asistida se observa ademds que ciertos
protocolos de estimulacion ovarica han mostrado un efecto deletéreo sobre
el endometrio, como es el caso del clomifeno y de los antagonistas de la
GnRH (Bonilla-Musoles F y Pérez Gil M, 1988). Estos tratamientos,
fundamentalmente el empleo de antagonistas de la GnRH puede producir una
luteinizacion precoz con la consecuente elevacion de los niveles de
progesterona. El mecanismo por el cual niveles aumentados de esta hormona

interfieren en la consecucion de la gestacion es hoy en dia ain desconocido.
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Se postula que este aumento de la progesterona produce un endometrio
“fuera de fase”, acelerando la maduracion endometrial y su transformacion
hacia un endometrio secretor (Bosch E y colaboradores, 2003).

Algunos autores han analizado también la relacion de este parametro
ecografico con la fisiopatologia, después de la consecucion de la gestacion.

Se ha observado que el espesor endometrial medido 14 dias después de la
transferencia embrionaria aumenta de forma estadisticamente significativa
en las pacientes que quedaron gestantes respecto a las pacientes que no
consiguieron gestacion (Zohav E y colaboradores, 2008). Se ha analizado
también la relacion entre éste y otros parametros ecograficos como posibles
predictores del nacimiento de un recién nacido vivo frente a la posibilidad de
un aborto precoz, encontrandose datos dispares entre los diferentes estudios
(Ng EH y colaboradores, 2007; Zohav E y colaboradores, 2008).

Una revision sistematica y meta-analisis reciente de 22 estudios observo que
la tasa de gestacion clinica se reducia significativamente, en alrededor de un
60 %, en pacientes con un grosor endometrial < 7 mm al final de la
estimulacion ovdrica. Sin embargo, esta situacion fue bastante infrecuente,
pues solo se evidencio en un 2,4 % de los casos reportados (Kasius A, 2014)
El trabajo de Dix y Check mostr6 resultados parecidos: el porcentaje de
gestacion clinica se redujo a un 8,5 % por transferencia cuando el grosor
endometrial fue inferior a 6 mm (Dix E, 2010) Analizando un total de 10.046
primeros ciclos de FIV, Bu y Sun también llegaron a la misma conclusion:
en presencia de un endometrio mas delgado y especial <7 mm el dia de la
administracion de la gonadotropina coriénica humana (hCG), las tasas de
embarazo evolutivo se reducian significativamente, independientemente de

la respuesta ovarica de la paciente (Bu Z, 2015.).
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Sin embargo, la incidencia de endometrio fino fue de nuevo baja (1,5-2,5 %)
(25). Un endometrio delgado (< 7 mm) parece no relacionarse solo con tasas
reducidas de concepcidn, sino también con una probabilidad aumentada de
aborto espontaneo y embarazo ectdpico, como se demostrod en otro estudio
retrospectivo reciente que incluyo 10.787 ciclos en fresco de FIV (Yuan X,
2016).

En un estudio retrospectivo de cohorte sobre mas de 40.000 embryo transfer,
(tras analizar 24363 transfers en frescos y 20114 transfer de embriones
congelados) se vio como en la clinical pregnancy y la live birth rates se
reducia y los abortos subian por cada reduccién milimétrica del grosor
endometrial a partir de 8 mm en los ciclos en fresco, a partir de 7 mm en los
transfers congelados (Liu KE y colaboradores, 2018).

Si también en el estudio retrospectivo de cohorte de 1512 ciclos de IVF
realizados en China el cut-off parecia ser de 8,75 mm (Zhang y
colaboradores, 2018), en otro estudio retrospectivo, publicado en el 2018
(Gallos ID y colaboradores, 2018), el grosor endometrial optimo parece ser
a partir de 10 mm tras analizar 25767 tratamientos de IVF realizados en UK
entre el 2007 y el 2016.

Aun no queda claro el mecanismo por el cual un endometrio més delgado
asocia tasas de embarazo reducidas. Segiin Casper, la mayor tension de
oxigeno presente en la capa basal de un endometrio fino podria ser uno de
los factores responsables del fallo de implantacion (Casper R. 2011)

El endometrio delgado o fino parece estar claramente relacionado con un
peor pronodstico reproductivo en TRA al generar una deficiente implantacion
embrionaria. Por ello, la ecografia vaginal sigue siendo un arma diagnostica

util para la valoracion del aspecto endometrial y asi de su posible
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receptividad, al menos hasta que otros tests diagndsticos mas recientes
queden completamente validados. De este modo, para estudiar las estrategias
de mejora de la receptividad endometrial deberiamos distinguir entre
aquellas dirigidas a endometrios morfoldégicamente normales (aspecto y
grosor) por ecografia, y aquellas a aplicar en endometrios francamente
patologicos (delgados pese a la presencia de buenas concentraciones séricas

de estrogenos e/o irregulares).

6.4 Patron endometrial

Los patrones morfoldgicos se han relacionado en multiples estudios con la
receptividad endometrial, considerando la implantacion y el embarazo como
resultado de una receptividad adecuada y demostrando de forma repetida que
el patron trilaminar es mejor que el hiperecogénico en el dia de la ovulacion
o en el dia de la administracion de la gonadotropina coridnica humana en los
tratamientos de reproduccion asistida (Cohen BM y colaboradores, 1992;
Fanchin R y colaboradores, 2000; Killick SR, 2007). Mientras que algunos
estudios basados en esta evaluacion subjetiva de la ecogenicidad han
aportado datos contradictorios sobre su relacion con la posibilidad o no de
gestacion (Sher y colaboradores, 1991; Gonen y Casper RF, 1990; Al-
Shawaf I y colaboradores, 1993) otros han intentado relacionar la
receptividad endometrial con el aspecto ecografico del endometrio a través
de una valoracion algo mas objetiva del mismo mediante la aplicacion de
sistemas informaticos medidores de su ecogenicidad, como es el caso de

Leibovitz y colaboradores (1999).
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Un estudio de Friedler y colaboradores en 1996 (Friedler S y colaboradores,
1996) demostrd que, mientras un endometrio homogéneo sin patrén
trilaminar en el dia de administracion de la gonadotropina corionica humana
para desencadenar la ovulacion en los ciclos de reproduccion asistida tiene
un valor predictivo negativo del 87,5% para conseguir quedar gestante, un
patron endometrial trilaminar el mismo dia sélo tiene un valor predictivo
positivo del 33,1 % y una especificidad del 13,7% para la prediccion del
embarazo Asi, la presencia de un endometrio trilaminar no parece garantizar
un resultado exitoso, incluso cuando se obtengan embriones de buena
calidad.

Ademas del aspecto morfoldgico del endometrio, también otras valoraciones
mas objetivas como el grosor y el volumen han sido evaluadas como
marcadores de la receptividad endometrial, existiendo aun importantes

discrepancias sobre su valor predictivo en la literatura (Frydman R, 2011).

6.5 Volumen endometrial

El volumen endometrial ha sido estudiado por muchos investigadores como
predictor de la receptividad endometrial uterina con hallazgos
contradictorios de forma similar a lo expuesto anteriormente con la medida
del grosor endometrial. El primer estudio realizado a estos efectos es el
trabajo de Raga F y colaboradores (1999). Este estudio selecciond 72
primeros ciclos de estimulacion ovarica para posterior fecundacion in vitro
con el objetivo de evaluar el papel del calculo del volumen endometrial,
medido mediante ecografia tridimensional como predictor de receptividad

endometrial en esta técnica de reproduccion asistida. Se clasificaron los
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ciclos de acuerdo al volumen endometrial obtenido el dia de la transferencia
embrionaria en tres grupos: volumen menor de 2 ml, volumen entre 2 y 4 ml,
y volumen mayor de 4 ml. Los indices de implantacion y gestacion fueron
significativamente menores (p<0,05) en el grupo con volumen endometrial
menor 2 ml, sin obtenerse ninguna gestacion cuando el volumen fue menor
de 1 ml. En los otros dos grupos no se encontraron diferencias
significativamente estadisticas entre el grupo de embarazo y el de no
embarazo. El volumen minimo encontrado con consecucion de gestacion fue
de 1,2 ml. Este estudio concluye que la volumétrica 3D es un parametro
objetivo y preciso para predecir la receptividad endometrial.

Mientras que este primer estudio realizado (Raga F y colaboradores,1999),
asi como la mayoria de los que siguieron, sugieren que el volumen
endometrial en el dia de la administracion de la hCG, el dia de recuperacion
de ovocitos o el dia de la transferencia de los embriones, es basico a la hora
de los resultados reproductivos, otros no han hallado correlacion con la
posibilidad de embarazo en ciclos de fertilizacion in vitro (Yaman C y
colaboradores, 2000; Kupesic S y colaboradores, 2001; Schild RL y
colaboradores, 2000; Jarveld IY y colaboradores, 2005; Ng EH vy
colaboradores, 2006; Ng EH y colaboradores, 2007).

Muchos de los trabajos que estiman el volumen endometrial y su relacion
con la receptividad uterina valoran también el grado de perfusion
endometrial y subendometrial mediante el uso de la aplicacion ecografica
tridimensional Power- Doppler.

Un trabajo de Alcazar JL (2006) resume los resultados de un nimero
considerable de estudios acerca del valor de la ecografia tridimensional, en

sus variantes de calculo de volumen y de medicion de flujos endometriales y
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submendometriales, como predictores de la receptividad endometrial. Estos

resultados quedan reflejados en la tabla 28.

Summary of data published about the role of 3D-ultrasound for predicting oatcome in IVF program
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Tabla 28: Revision de publicaciones sobre el valor predictivo de ecografia 3D.

(Tomado de Alcazar JL, 2006)

Mercé y colaboradores (2008) publicaron un estudio en el que evaluaban
estos pardmetros ecograficos tridimensionales en ciclos de fecundacion in
vitro el dia de la administracion de la hCG. Concluyeron que no habia

diferencias significativamente estadisticas entre el grupo de mujeres
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gestantes y no gestantes en cuanto al grosor endometrial y el patrén
endometrial. Sin embargo, si las obtuvieron en el caso de la valoracion del
volumen endometrial y el indice de vascularizacion (IV), indice de flujo (FI)
y indice de vascularizacion de flujo (VFI) endometriales, siendo éstos
mayores en el caso de las pacientes que si quedaron gestantes.

En el trabajo de Zollner U y colaboradores (2012) ya comentado con
anterioridad en el caso del espesor endometrial, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas respecto al volumen endometrial como
predictor de la gestacion en ciclos de transferencia de embriones congelados.
Ademas, habla de volimenes minimos asociados a embarazo de 1,6 ml en el
caso de ciclos espontaneos, frente a 2,1 ml para los ciclos artificiales.

El volumen endometrial se ha relacionado también con resultados
gestacionales sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas
entre ciclos que obtuvieron un recién nacido vivo con ciclos que finalizaron
en un aborto precoz (Ng EH y colaboradores, 2007; Zohav E vy
colaboradores, 2008). En el estudio de Zohav E y colaboradores encontraron
ademas una probabilidad mayor de aborto precoz de forma estadisticamente
significativa para volimenes endometriales menores de 2 ml.

En la revision que hizo Yaman en el 2012 (Yaman, 2012) evidenci6 como la
las interacciones entre endometrio y blastocisto juegan un paple mucho mas
importante del volumen endometrial y de la vascularizaciéon endometrial y
subendometrial.

Recientemente, en noviembre 2018, el grupo austriaco liderado por Mayer,
hizo un estudio de cohorte retrospectivo realizando una evaluacion 3D power
Doppler 30 minutos antes de la transferencia embrionaria. Dividi6o la

polucion en dos grupos (pregnant “yes” y pregnant “not”.)
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Vio como habia diferencias significativas de volumen endometrial en los dos
grupos, pero los pardmetros de la vascularizacion (IF, IVF y IV) se

mantenian iguales

6.6 Vascularizacion endometrial y subendometrial: 3D Power Doppler.

La aplicacion de ecografia tridimensional Power-Doppler, también
perteneciente al programa VOCAL, es capaz de calcular tres indices
angiograficos: el indice de vascularizacion (IV), el indice de flujo (IF) y el
indice de vascularizacion de flujo (IVF), los cuales representan el nimero de
vasos venosos, el flujo sanguineo y la perfusion endometrial,
respectivamente. El indice de vascularizacion (IV) muestra el porcentaje de
voxels coloreados respecto al ntimero total de voxels.

Chien LW y colaboradores (2002) valoraron de forma semicuantitativa la
presencia de flujo sanguineo dentro del endometrio y en el area
subendometrial el dia de la transferencia de embriones. Mientras la tasa de
embarazo total fue de 28,4%, las tasas de implantacion y de embarazo por
transferencia en las pacientes que presentaron flujo endometrial y
subendometrial fueron de 47,8 y 24,2% respectivamente. Estos valores
cayeron hasta 29,7 y 15,8% cuando solo se evidenci6 flujo subendometrial y
hasta 7,5 y 3,5% cuando no se detect6 flujo mediante la sefial color.
Kupesic S y colaboradores (2001) utilizando la angiografia power Doppler
3D en el dia de la transferencia de embriones, demostraron un IF endometrial
mas alto en aquellos ciclos en los que la mujer qued6 gestante, pero no

encontraron diferencias para los valores de IV e IVF.
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Wu HM vy colaboradores (2003) también encontraron que la angiografia
power Doppler 3D en el dia de 1a administracién de hCG es un factor esencial
que determina la receptividad endometrial pues comprobaron que el IVF
subendometrial era el mejor predictor de gestacion siendo superior al IV, IF
y volumen endometrial cuando se analizaron mediante una curva operador -
receptor (ROC).

La ecografia 3 D también se ha utilizado para evaluar la vascularizacion
endometrial y determinar la receptividad endometrial antes de la
estimulacion ovérica. Concretamente Schild RL y colaboradores (2000)
evaluaron estos indices el primer dia de la estimulacidén ovarica controlada,
encontrando valores de VI, FI y IVF subendometriales menores en aquellos
ciclos en los que se consigui6 gestacion.

La mayoria de estos estudios, utilizando ecografia 2D y 3D, han evaluado un
solo momento y no han considerado las variaciones ciclicas que se producen
a través del ciclo menstrual y durante la estimulacion ovdrica controlada, la
cual puede ser un factor negativo para el desarrollo endometrial. Raine-
Fenning NJ y colaboradores

(2004) lo hicieron durante el ciclo menstrual normal de pacientes con
subfertilidad no explicada (figura 24).

Los cambios ciclicos en la vascularizacion endometrial y subendometrial se
caracterizan por un pico preovulatorio y una caida méxima post-ovulatoria
de los indices energia Doppler 3D en el momento de la ventana de la
implantacion. Un patron similar se observo en mujeres con subfertilidad de
causa desconocida, aunque estas mujeres tenian valores preovulatorios de los

indices Power-Doppler 3D significativamente mas bajos.
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Ng EH y colaboradores (2006) encontraron un IV e IVF endometriales mas
bajos en el dia de la recuperacion de los ovocitos en las mujeres que
quedaban gestantes tras un ciclo de fertilizacion in vitro que un grupo similar
pero que no quedd gestante, mientras que el IF endometrial y los IV, IF e
IVF subendometrial y el volumen endometrial fueron similares en ambos
grupos. El valor predictivo de receptividad endometrial de los indices Power-
Doppler 3D, sin embargo, fue pobre, con un area bajo la curva proxima a 0,5
para todos los indices.

Se ha considerado el VI endometrial como el mejor pardmetro predictor de
la obtencion de un recién nacido vivo frente a la aparicion de un aborto
precoz, con una sensibilidad del 80,7% y una especificidad del 42,9%.
(Zollner U y colaboradores, 2012).

En el 2009 NG y colaboradores realizaron una ecografia 3D Power Doppler
en el dia de la hCG y del transfer. Tras dividir la populacion del estudio en
dos grupos (embarazo si vs no), vieron que no habia diferencias
significativas de los cambios de vascularizacion en los dos grupos y que
entonces estos cambios de vascularizacion entre el dia del hCG e dia 5 no
eran predictivos de embarazo en los tratamientos de IVF.

A la misma conclusion llegaron en el 2016 Zhang y colaboradores.

En el 2017 una metanalisis de Wang y colaboradores analiz6 10 articulos con
en total 895 mujeres embarazadas y 882 con -HCG negativa.

Llegaron a la conclusion que la precision de los pardmetros de
vascularizacion endometrial y subendometrial en predecir un embarazo tras

IVF tenian que ser confirmados tras mas estudios sobre larga escala.
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Estos resultados conducen a que los autores sugieran que el cambio ciclico
del flujo sanguineo puede ser un factor determinante de receptividad

endometrial.

6.7 Niveles de 17 S-estradiol (E2)

En un estudio publicado en diciembre 2017 Fritz et col quisieron evaluar la
correlacion entre los niveles séricos de estradiol (E2) durante los ciclos de
transferencia de embridon congelado autdlogo (FET) artificial y las tasas de
embarazo en curso / nacidos vivos (OP / LB) (Fritz R, 2017)

Se realiz6 un estudio de cohorte histérico en un entorno académico para
correlacionar los niveles de estradiol maximos y medios con las tasas de
embarazo en curso / nacidos vivos para todos los ciclos autdlogos de
transferencia de embriones artificiales congelados realizados entre el 2011 y
el 2014.

Se analizaron los niveles medios y maximos de E2 de 110 ciclos de FET
artificiales autdlogos de 95 pacientes. Los niveles promedio de E2 fueron
significativamente mas bajos en los ciclos que dieron como resultado OP /
LB en comparacion con aquellos que no lo hicieron (234,1 £ 16,6 pg/ ml vs.
315 + 24,8 pg / ml, respectivamente, p = 0,04). Aunque los niveles maximos
de E2 no fueron significativamente diferentes entre los ciclos que dieron
como resultado OP / LB en comparacion con los que no lo hicieron (366,9 +
27,7 pg/ ml vs. 459,1 £ 32,3 pg / ml, respectivamente, p = 0,19), el andlisis
de correlacion reveld una significacion estadistica (p = 0,02) tendencia a la

baja en las tasas de OP / LB con niveles crecientes de E2.
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En conclusion, este estudio sugerid que los niveles elevados de E2 en los
ciclos de FET autdlogos artificiales se asocian con tasas de OP / LB mas
bajas, recomendando controlar los niveles de estradiol durante los ciclos FET
artificiales.

Hasta ahora, se habia demostrado que las tasas séricas de estradiol durante la
preparacion endometrial no tenian impacto en el resultado gestacional y que
también niveles bajos de oestradiol (100 pg/ml) daban buenas tasas de
embarazo (Grzegorczyk-Martin V 2012, Soares SR 2005, Noyes N 2001,
Remohi J 1997)

6.8 Via oral VS. Via transdermica

El estrogeno oral, administrado en forma de valerato de estradiol, difunde a
nivel gastrointestinal; donde una parte es transformada en estrona. A este
nivel se absorben por la circulacion sanguinea via porta, hasta llegar al
higado; donde ambos compuestos son transformados en estradiol. Todo este
proceso se lleva a cabo mediante glucuronidacion, lo que conlleva una
pérdida de biodisponibilidad de estrogeno circulante. A pesar de ello, suele
ser el método de administracion estrogénica mas frecuentemente utilizado
por su comodidad y seguridad de administracion.

La administracion via transdérmica evita el paso hepatico, esto ayuda a que
la dosis estrogénica administrada sea mas equilibrada respecto al ciclo
natural, con dosis mas fisiologicas en relacion estradiol/estrona y una menor
fluctuacion estrogénica al mantenerse los niveles de absorcion respecto a la
via oral; sin embargo, puede dar reaccion en el lugar de aplicacion. (Devroey

P, 1998)
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Tras un estudio clinico randomizado de Davar en el 2016 y otro de Kahraman
del 2018 se demostrd que no habia diferencia clinica entre la utilizacion de
la via transdermica y la via oral pero la via transdermica permite llegar de
forma ligeramente mas rapida a un grosor endometrial adecuato, a pesar de
conseguir concentraciones plasmaticas inferiores (Molina 2018).

En la Cochrane del 2017 se llegd a la conclusion que no habia suficientes
datos para poder elegir el mejor protocolo de preparacion endometrial

(natural vs artificial y oral vs transfermico)

6.9 Papel de la progesterona (P4)

En cuanto al momento de administracion, los datos que emergen de una
revision sistemdatica de Connel del 2015 que examina estudios que analizan
ciclos con ovocitos propios en fresco, sugieren que empezar la progesterona
el dia antes de la puncion o esperar hasta el dia 6 después de la puncion
determina una tasa de embarazo reducida e identifican una ventana Optima
para iniciar la administracion de la progesterona desde la noche de la puncion
hasta el dia 3 tras puncion (Connell MT, 2015). En ciclos de donacion
ovocitaria en los que la receptora esta sometida a un ciclo sustituido, nuestro
grupo observo que los resultados gestacionales no se veian modificados si la
progesterona se introducia un dia antes, el dia de la puncion de la donante, o
un dia después, si bien en el primer grupo se observé una mayor tasa de
embarazos bioquimicos (Escriba MJ, 2006).

Sin embargo, estudios de receptividad uterina a través del analisis de la
expresion génica a nivel endometrial durante la ventana de implantacion (en

dia de progesterona +5 en ciclo sustituido) con la técnica ERA (del inglés,
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Endometrial Receptivity Array) (Diaz-Gimeno, 2011) muestran como un
20% de pacientes con fallo de implantacién presentan un endometrio pre-
receptivo (en mas del 80% de los casos) o post-receptivo (aproximadamente
el 20% restante). Sorprendentemente, la modificacion en el momento de la
introduccion de la progesterona exogena segun los resultados obtenidos
previamente en el ERA mejoran significativamente las tasas de gestacion de

estas pacientes (Ruiz-Alonso M, 2012)

Recientemente se ha visto que las diferencias en el soporte de fase lutea
empleadas (y en funcion de si se ha desencadenado la ovulacion con anélogo
de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) versus gonadotropina
corionica humana (hCG)) demuestran un profundo impacto sobre la
concentracion de progesterona lutea medida 7 dias después de la puncion:
existe una correlacion inversa entre la tasa de abortos tempranos y las
concentraciones séricas de progesterona latea (Humaidan P., 2010;
Humaidan P., 2012; Humaidan P., 2005)

Esta suplementacion con progesterona es positiva incluso en el contexto de
ciclos naturales. De hecho, Bjuresten y colaboradores., muestran que, en las
pacientes sometidas a transferencia de embriones congelados en ciclo
natural, la suplementacion de la fase lutea con progesterona aumenta de
manera estadisticamente significativa la tasa de nacidos vivos en
comparacion con las pacientes que no reciben la suplementacion con
hormonas exogenas (Bjuresten K, 2011). Otro reciente estudio retrospectivo
que examina 228 pacientes, llega a la misma conclusion, ademas demuestra

que la adicion de progesterona reduce las tasas de aborto (Kim CH, 2014).
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En lo que respecta a ciclos sustituidos, Alsbjerg y colaboradores. muestran
que en transferencia de embriones propios congelados duplicar la dosis de
progesterona vaginal reduce la tasa de aborto temprano y determina un
aumento significativo de la tasa de embarazo (Alsbjerg B, 2013). Los
resultados de este estudio confirman y amplian los estudios anteriores de
Orvieto y colaboradores. y Check at al. que muestran cémo aumentando la
dosis de progesterona en fase litea se obtiene una tasa significativamente

mas alta de embarazos clinicos (Orvieto R, 2007) (Check JH, 2010)

Varios articulos han analizado el poder predictivo que tienen tanto el

estradiol como la progesterona medidos en fase lutea sobre la posibilidad de
embarazo, y los resultados son contradictorios.
Sonntag y colaboradores han descrito que los niveles séricos de estradiol y
progesterona en dia +7 post transferencias embrionarias son
significativamente diferentes en los ciclos en los que se ha obtenido
embarazo y los que no en mujeres sometidas a Fecundacion in vitro
(FIV)/Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) (Sonntag B,
2013).

Una revision reciente describe una concentracion optima de progesterona en
fase lutea en el intervalo de 80-100 nmol/l para ciclos estimulados (Andersen

CY, 2014)
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Un reciente estudio retrospectivo sobre un total de 529 ciclos de transferencia
de un Unico blastocisto desvitrificado en ciclos de preparacion endometrial
con terapia hormonal sustitutiva ha descrito que existe una ventana de
concentracion de progesterona en la cual se obtienen los mejores resultados
de gestacion y nacidos vivos, estando comprendida entre 70 nmol/l y 99
nmol/l. Yovich y colaboradores (Yovich JL, 2015) muestran cdmo por
encima de 100 nmol/l y por debajo de 50 nmol/l la tasa de gestacion
disminuye de manera estadisticamente significativa, lo cual sugiere la
existencia de una estrecha ventana de implantacion.

Un reciente estudio prospectivo de cohorte publicado por nuestro grupo
(Labarta E 2018) ha mostrado una OPR significativamente mas bajo en las
mujeres que tenian el dia del transfer embrionario en estadio de blastocisto
(day 5) valores séricos de P4 < 9,2 ng/ml versus las que tenian >9,2 ng/ml,
sugiriendo la necesidad de conseguir un nivel sérico minimo de P4 en el dia
del transfer embrionario en los ciclos artificiales sustituidos para optimizar

los resultados clinicos (IR y OPR).

6.10 Biomarcadores de imagen cuantitativa y bioingenieria

En este estudio formulamos la hipotesis de la utilidad del andlisis de textura
aplicado a la ecografia en la caracterizacion del endometrio con el proposito
de predecir la tasa de éxito de la implantacion y el embarazo en ciclos
sustituidos en la donacion de 6vulos. El analisis de Machine Learning (ML)
proporcion6 un rendimiento de clasificacion prometedor para los
biomarcadores de imégenes cuantitativas extraidos del andlisis de textura de

ultrasonido.
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En el analisis de clasificacion mediante técnicas de Machine Learning para
la prediccion de la variable de embarazo en curso se logr6 una tasa de acierto
del 64,9% y un AUC de 0,62. En los casos de DET, si consideramos un
clasificador binario capaz de separar entre IR de 50 y 100, los resultados
fueron prometedores (Precision de 85,7% y AUC de 0,92). En el caso de los
clasificadores de entrenamiento de mas de dos grupos (0, 50 y 100% de IR
en casos DET), reduciendo asi el nimero de muestras por grupo, la precision
se redujo significativamente. En el andlisis de clasificacion de ML para la
prediccion de OP, se logr6 una precision del 66,7% y un AUC de 0,71.
Gracias a los clasificadores entrenados, el IR del paciente podria predecirse
con éxito en alrededor del 65% de los casos, a diferencia del 50% actual. Se
sugiri6 que la clasificacion asistida por computadora del tejido endometrial,
basada en caracteristicas basadas en la textura, podria contribuir a una mejor
prediccion de la tasa de éxito del embarazo en ciclos sustituidos en la
donacion de 6vulos.

La principal limitacion fueron los datos desbalanceados entre el nimero de
pacientes que pertenecen a cada clase (p. Ej., Implantacion versus No
Implantacion). Esto se minimizé mediante el uso de validacion cruzada con
5 particiones (5-fold cross validation).

Equilibrar las clases con mas datos superaria esta limitacion, obteniendo un
clasificador mas robusto con quizds un mejor rendimiento. Agregar nuevos
casos de ambos grupos también permitiria mejorar el rendimiento del
clasificador.

Para mejorar y validar el rendimiento del método propuesto, se requiere

trabajo adicional con conjuntos de datos mas grandes.
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Como lineas futuras en este tipo de imagenes (imagenes de ultrasonidos
adquiridas en mujeres para la caracterizacion del tejido endometrial), la
Inteligencia Artificial podria aplicarse a través de un extractor automatico de
las caracteristicas de la imagen que nos ayuda a predecir ciertos patrones en
diferentes grupos mediante técnicas basadas en redes neuronales
convolucionales. No obstante, para esta linea de trabajo el numero de casos
deberia ser muy elevado, implicando muy probablemente la realizacion de

un estudio multicéntrico.
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CONCLUSIONES

1.

El analisis de Machine Learning proporciond un rendimiento de
clasificacion prometedor para los biomarcadores de imagen
analizados cuando se usaron de forma combinada en un clasificador.
Los resultados estadisticos descriptivos no aportaron conclusiones de
elevada significacion estadistica.

En el analisis de clasificacion mediante técnicas de Machine
Learning para la prediccion de la variable de embarazo en curso se
logrd una tasa de acierto del 65,0% y un AUC de 0,67.

En el analisis de clasificacion mediante técnicas de Machine
Learning para la prediccion de Tasa de Implantacion, se logré una
tasa de acierto del 63,3% y un AUC de 0,64.

En el analisis de clasificacion mediante técnicas de Machine
Learning para prediccion de Tasa de Implantacion en casos de
Transferencia Doble de Embriones, si consideramos un clasificador
binario capaz de separar entre IR de 50 y 100, los resultados son
prometedores (acierto entre 66,7 y 80% y AUC entre 0,63 y 0,77) a
pesar del reducido numero de pacientes en cada caso. En el caso de
los clasificadores de mas de dos grupos (0, 50 y 100% de IR en los
casos de DET), el entrenamiento no es tan representativo, por el
reducido nimero de muestras por grupo, por lo que los resultados

empeoran.
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5. Al analizar todos los valores, se puede destacar que la mayor tasa de
acierto y la mejor AUC se obtiene con el ROI correspondiente al
endometrio completo, incluida la cavidad endometrial.

6. Los resultados obtenidos afiaden informacion sobre el uso del analisis
de textura en la caracterizacion del endometrio con el fin de predecir
la tasa de éxito del embarazo en ciclos sustituidos en la donacion de

ovulos.
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Anexos






ABREVIATURAS

2D: Two dimension

3D: Three dimension

Ac VHB core: Anticuerpo "core" de la hepatitis B

Ac VHB Core: Anticuerpo contra el antigeno “core” de la Hepatitis B
Ag-Ac VIH: Antigenos y anticuerpo de Virus de la inmunodeficiencia
humana

ARN: Acido ribonucleico

ASEBIR: Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion
AUC: Area bajo curva ROC

BI: Biomarcador de Imagen

CCR2: Chemokine receptor type 2

CCRS5: Chemokine receptor type 5

CSF: Factor estimulador de colonias

DICOM: Digital Imaging and Communication in Medicine

DIU: Dispositivo intrauterino

E2: 17B- estradiol

EDNI1: Endotelina 1

EEC: Células del epitelio endometrial

EGF: Epidermal Growth Factor

ERA: Endometrial Receptivity Array

FBLN2: Fibulina 2

FET: Frozen embryo transfer

FGF: Factor de crecimiento fibroblastico
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FGF 7: Factor de crecimiento fibroblastico 7

FIV: Fecundacion in vitro

FSHr: afolitropina

FPR: Tasa de falsos positivos

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropina
HABP2: Proteina de union a hialuronato 2
HB-EGF: Factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina
HB-EGF: Heparan binding EGF like growth factor
HbsAG: Antigeno de Hepatitis B

HBsAG: Hepatitis B surface antigen

hCG: Gonadotropina coridénica humana

hMG-HP: Highly purified Human menopausal gonadotropin
HMG: Human menopausal gonadotropin

HOC: Hiperstimulacion ovarica controlada
HOXA10: Homeobox A10

ICSI: Inyeccidn espermatica intracitoplasmatica
IF: indice de flujo

IFV: Indice de vascularizacion de flujo

IGF-I: Insulin-like growth factor tipo |

IGF-II: Insulin-like growth factor tipo Il

IGF: Factor de crecimiento similar a insulina
IGFBP-1: IGF like binding protein 1

IL-10: Interleukina 10

IL-1pB: Interleukina 1-f

IL-6: Interleukina 6

IL15: Interleukina 15
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IMC: Indice de masa corporea

IV: Indice de vascularizacion

IVF: Indice de vascularizacion de flujo

IVI: Instituto Valenciano de Infertilidad

JAK-STAT: Janus kinase/signal transducers and activators of transcription
Kg: Kilogramo

KGF: Keratinocyte growth factor

KREMENTI: Kremen 1

LH: Lutropina

LH+7: Pico de LH + 7 dias

LIF: Factor inhibidor de leucemia

LIF: Factor inhibidor de leucemia

LODP: Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos
de Caréacter Personal

M.: Metros

M? Metros cuadrados

MCP1: Monocyte Chemoattractant Protein-1
MUC-1: Mucina 1

NK: Células natural killer

NKu: Células natural killer uterinas

NRP1: Neuropilina 1

P4: Progesterona

PAEP: Proteina endometrial asociada a progestageno
PDGEF: Platelet-derived growth factor

PF: Fase proliferativa

PFT: Fase proliferativa temprana
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PGs: Prostaglandinas

PIXEL: Picture element

PR: Periodo pre-receptivo

PS: Periodo Post- receptivo

R: Receptivo

RA: Reproduccion asistida

RANTES: Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted
RCR: Relacién contraste-ruido

RFA: Recuento de foliculos antrales

Rh: Factor Rhesus

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

ROC: Curva de caracteristica operativa del recepto
RSR: Relacion sefial-ruido

SEM: Microscopia electronica de barrido
SERPINA3: Serpin Family A Member 3

SHO: Sindrome de hiperestimulacion ovarica
SPP1: Fosfoproteina secretada 1 u osteopontina
TAC: Tomografia axial computerizada

TGF-B: Factor de crecimiento transformante 3
TGF- a: Transforming growth factor alpha
TNF-a: Factor de necrosis tumoral o

TPR: Tasa de verdaderos positivos

TRA: Tratamiento de reproduccion asistida
TUI: Tomographic ultrasound imaging

VCAN: Versicano

VEGTF: Factor de crecimiento vascular endotelial
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VHB: Hepatitis B

VHC: Hepatitis C

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana
VOCAL.: Virtual Organ Computer-aided Analysis
VOXEL: Volumetric pixel

WOI: Window of Implantation
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CERTIFICADO DEL CEIC IVI VALENCIA SOBRE EL PROYECTO DE INVESTIGACION
“IMPACTO DE UNA NUEVA METODOLOGIA DE ANALISIS DE BIOMARCADORES DE IMAGEN
ECOGRAFICA EN CICLO SUSTITUIDOS SOBRE LA TASA DE EXITO EN DONACION DE OVULOS”
1610-VLC-075-SP

Miguel Moreno Albifiana, Secretario del Comité Etico de Investigacion Clinica de 1VI Valencia,
CERTIFICA

l.- Que este Comité ha evaluado la propuesta del Promotor del Proyecto de Investigacién denominado:

- Titulo: “/mpacto de una nueva metodologia de anélisis de biomarcadores de imagen ecogréfica en ciclo
sustituidos sobre la tasa de éxito en donacién de 6vulos”

- Cadigo del Protocolo del Promotor / Promotor: 1610-VLC-075-SP / IVI Valencia S. L.

- Investigador Principal: Dra. Stefania Paolelli

- Fecha del Protocolo: enero 2017

- Hoja de Informacién al Sujeto / Consentimiento Informado: enero 2017

Il.- Que tomando en consideracion:

La pertinencia del Estudio, idoneidad de investigadores y colaboradores, idoneidad de instalaciones, teniendo
en cuenta el conocimiento disponible, asi como los requisitos de la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre,
de Proteccion de Datos de Caracter Personal, de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién Biomédica, de
la Ley 14/2006, de 26 de mayo, sobre Técnicas de Reproduccion Asistida, el Real Decreto-ley 9/2014, de 4 de
julio, por el que se establecen las normas de calidad y seguridad para la donacién, la obtencién, la evaluacion,
el procesamiento, la preservacion, el almacenamiento y la distribucién de células y tejidos humanos y se
aprueban las normas de coordinacién y funcionamiento para su uso en humanos; y las normas que las
desarrollan.

Los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio, justificacion de
los riesgos y molestias previsibles para el sujeto, asi como los beneficios esperados.

En su virtud, este Comité emite DICTAMEN FAVORABLE para la realizacién de dicho Estudio.
Lo que firmo en Valencia, a 12 de enero de 2017

FDO.: MIGUEL MORENO ALBINANA
SECRETARIO







PACIENTE

' v ') HOJA DE INFORMACION AL
Titulo del estudio:

Impacto de una nueva metodologia de andlisis de biomarcadores
de imagen en ciclo sustituidos sobre la tasa de éxito en donacidn

de 6vulos.

Codigo del estudio:

1610-VLC-075-SP
Promotor:

IVI Valencia
Investigador Principal:
Stefania Paolelli
Centro:

IVI Valencia

INTRODUCCION

Nos dirigimos a Vd. para informarle sobre un estudio de investigacion, aprobado
por el Comité de Etica, en el que se le invita a participar. Nuestra intencién en tan
sélo que Vd. reciba la informacién correcta y suficiente para que pueda evaluar y
juzgar, si quiere o no participar en este estudio. Para ello le ruego lea esta hoja
informativa con atencién, pudiendo consultar con las personas que considere

oportuno, y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir
no participar o cambiar su decisiéon y retirar el consentimiento en cualquier
momento, sin que por ello se altere la relacién con su médico ni se produzca

perjuicio alguno en su tratamiento.
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

En los programas de donacién de ovocitos o en transferencias de embriones
congelados, la ecografia vaginal juega un papel fundamental para confirmar que el

endometrio esta preparado.

El objetivo para poder realizar la transferencia de embriones es conseguir un

endometrio con un espesor y un patrén adecuado.

Usted ha recibido un tratamiento hormonal con estrégenos con el objetivo de
obtener una perfecta sincronizacion entre el estado de maduracién del endometrio
y el momento en el que se transfieren o colocan los embriones en el Utero materno

(proceso denominado transferencia embrionaria).

El propdsito de la presente investigacion es estudiar si existen biomarcadores de
imagenes, predictivos de embarazo, en el momento de la preparacion endometrial,
es decir cuando tengamos un endometrio preparado, con un grosér minimo de 7

mm con patrén trilaminar.

Para ello, se va a llevar a cabo unas adquisiciones de imdagenes, rutinariamente
realizadas con ecografia transvaginal 2D (GE Voluson S6) y se exportaran las
imagenes en formato DICOM (Digital Imaging and Communication in Medicine) a un
lapiz de memoria y al repositorio de imagenes médicas del centro para su posterior

procesamiento por parte de QUIBIM SL.

Se leeran las imagenes con el objetivo de estraer biomarcadores de imagenes,

orientados a la clasificacion multiparamétrica del tejido endometrial.

QUIBIM SL, empresa biotecnolédgica de analisis avanzado de imagenes médicas, es
un laboratorio central de referencia en la extraccidn y andlisis de biomarcadores de

imagenes.

QUIBIM aplica modelos computacionales avanzados a las imagenes radioldgicas
(ultrasonografica en nuestro caso) para medir objetivamente los cambios
producidos por un tratamiento farmacolégico, ofreciendo informacién adicional

cuantitativa al enfoque cualitativo de la radiologia.
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Todos los biomarcadores de imagen generados se recopilardn en una base de datos
que se complementara con los datos clinicos para su explotacidén estadistica y

deteccién de potenciales biomarcadores predictivos.

El procedimiento de adquisicion de imagenes ecograficas se llevard a cabo antes de
la realizacién de la transferencia embrionaria y siempre y cuando usted haya
aceptado participar en el presente estudio y haya firmado el consentimiento

informado.

El requisito para participar en el presente estudio es que la paciente vaya a
someterse a un tratamiento de ovodonacion, sea de 1 6 2 embriones en estadio de
blastocisto de buena calidad (segin los criterios establecidos por  ASEBIR-
Asociacién para el Estudio de la Biologia de la Reproduccién) con independencia del

origen de los ovocitos frescos o vitrificados.

Las pacientes deberan aceptar voluntariamente participar en este estudio y firmar

este documento para poder ser incluidas en él.

LAS MUESTRAS

A. Obijetivo de la obtencion de las imagenes:

Se va a evaluar el grosor endometrial a través de ecografia 2D, tras 10
dias de preparacion endometrial con estradiolo valerato 6 mg/dia.
Haremos la adquisicion de las imagenes ecogréficas y la exportaremos

en un lapiz de memoria.
Método de obtencion de las imagenes:

La captura de las imdgenes en 2D se realizard a través de una ecografia
transvaginal, del mismo modo que se ha hecho las ecografias previas
Las molestias son minimas, derivadas de la introduccion de una sonda

ecografica a través de la vagina.

Las imagenes seran tomadas por los investigadores principales del

estudio (Dra. Stefania Paolelli, Dr. José Remohi).

Método de identificacion de las imagenes:
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Se identificaran todas las imagenes ecogrdficas asociadas a una
paciente con su numero de historia clinica e iniciales, tal y como se
realiza en la practica clinica habitual en IVl Valencia. Se garantiza
confidencialidad de los datos de acuerdo a lo establecido en la Ley
Organica 15/1999 de 13 de diciembre de Proteccién de Datos de

Caracter Personal (LOPD).

Guardia y custodia de las imagenes: las imagenes ecograficas seran
sometidas a un proceso de anonimizacidén y encriptacion previo a su
subida a la plataforma QUIBIM Precision. Esta anonimizacion y
encriptacién se realiza en el equipo del cliente (usuario), es decir,
ningun dato sensible del paciente sera almacenado por QUIBIM. La

empresa Unicamente trabajara con la informacion de imagen.

El almacenamiento de las imagenes se realizara en los servidores de
Microsoft Azure bajo las maximas condiciones de seguridad vy

proteccién de datos.

Conservacion: una vez finalizado el proyecto las imagenes
permaneceran almacenadas durante un minimo de 5 afios en el
repositorio de imagenes de QUIBIM para la mejora de sus procesos
de analisis. Estas imagenes estardn encriptadas y sin trazabilidad
por parte de QUIBIM vy los costes derivados de este

almacenamiento correran a cargo de QUIBIM.'

Metodo, objetivo e identificacion de la muestra bioldgica:

La medicion de las hormonas (E2 + P4) se hard a través de una
extraccion de 5 ml de sangre total mediante venopuncion, antes de la
realizacidn de la transferencia embrionaria. La extraccidn serd llevada a
cabo por una enfermera en el centro IVI. Las molestias no son otras
que las derivadas del pinchazo con aguja a través de la piel, no

conllevando un riesgo médico resefiable.

El objetivo es medir las concentraciones de las hormonas progesterona

y estradiol para ver si existe una correlacion entre su valor el dia que
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tengamos el endometrio preparado vy la tasa de éxito posterior. Esta
analitica se realiza habitualmente, el resultado de la determinacién

constard en la historia de la propia paciente.

Se identificaran todas las muestras y las imagenes ecograficas asociadas
a una paciente con su numero de historia clinica e iniciales, tal y como
se realiza en la practica clinica habitual en IVI Valencia. Las muestras no
seran anonimizadas, y mantendrdn su trazabilidad durante todo el
proceso para poder realizar el seguimiento de la evolucién clinica. Se
garantiza confidencialidad de los datos de acuerdo a lo establecido en

la LODP.

Guardias y custodias de las muestras bioldgicas: el suero permanecera
congelado en la Clinica IVI Valencia hasta la finalizacion del estudio por

si fuera necesario repetir la determinacion hormonal.

Conservacion: tras la finalizacion del presente estudio de investigacién

las muestras de sangre congeladas seran destruidas.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO

Participar en este estudio no le aportard un beneficio inmediato. Solo una vez
completado el estudio, y una vez analizados los resultados del mismo, la paciente
podra ser informada sobre los hallazgos obtenidos, y actuar en consecuencia en

caso de no haber logrado gestacion.

Su participacion en este estudio no supondra un coste adicional. La realizacion de
una ecografia transvaginal 2D el dia serdn responsabilidad del promotor del
estudio. Usted sera responsable de los costes del tratamiento de fecundacion en
vitro con ovulos donados (tratamiento hormonal para la preparacion endometrial,
coste de la técnica de reproduccién asistida, analiticas de sangre no relacionadas

con el estudio).
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No existen inconvenientes y riesgos derivados del estudio. La realizacion de la
ecografia no conlleva riesgos para la paciente y ademas es imprescindible para

programar el correcto timing de la transferencia embrionaria.

SEGURO

El Promotor del Estudio, esto es, IVI Valencia, dispone de una Pdliza de Seguros de
Responsabilidad Civil en vigor que se ajusta a la legislacidn vigente y con cobertura
para compensar e indemnizar supuestos de menoscabo de la salud o lesiones de los

sujetos, que pudieran producirse en relacién con su participacion en el Estudio.

CONFIDENCIALIDAD Y TRATAMIENTO DE DATOS

El tratamiento, la comunicacion y la cesidén de los datos de cardcter personal de
todos los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica

15/1999, de 13 de diciembre de proteccidn de datos de caracter personal.

De acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los
derechos de acceso, modificacion, oposicion y cancelacion de datos, para lo cual

deberd dirigirse al investigador principal o su médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo y solo
su médico del estudio/colaboradores podra relacionar dichos datos con usted y con
su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada, excepto en caso de
urgencia médica o requerimiento legal. Sélo se trasmitiran a terceros y a otros
paises los datos recogidos para el estudio que en ninglin caso contendran
informacion que le pueda identificar directamente, como nombre y apellidos,
iniciales, direccion, n2 de la seguridad social, etc. En el caso de que se produzca esta
cesion, sera para los mismos fines del estudio descrito y garantizando la
confidencialidad como minimo como nivel de proteccién de la legislacion vigente en

nuestro pais.

El acceso a su informacidn personal quedara restringido al médico del
estudio/colaboradores, autoridades sanitarias, al Comité Etico de Investigacion

Clinica y personal autorizado por el promotor, cuando lo precisen para comprobar
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los datos y procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo Ia

confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacion vigente.

COMPENSACION ECONOMICA

El Investigador del estudio es el responsable de gestionar la financiacion del mismo.

El paciente no recibird remuneracion alguna. Su participacion en el estudio no le

supondra ningun gasto adicional al tratamiento que se le practica en la clinica.

OTRA INFORMACION RELEVANTE

Cualquier nueva informacién relevante referente al estudio y que pueda afectar a
su disposicion para participar en el estudio, que se descubra durante su

participacion, le sera comunicada por su médico lo antes posible.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningun
dato nuevo serd afiadido a la base de datos y, puede exigir la destruccion de todas
las muestras identificables previamente retenidas para evitar la realizacién de

nuevos analisis.

También debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor o los
investigadores del estudio lo consideran oportuno, ya sea por motivos de
seguridad, o porque consideren que no estda cumpliendo con los procedimientos
establecidos. En cualquiera de los casos, usted recibird una explicacion adecuada

del motivo que ha ocasionado su retirada del estudio

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los

procedimientos del estudio que se le han expuesto.
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COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE

CONSENTIMIENTO INFORMADO

(a rellenar por el paciente)
Para investigacion con muestras No Anonimizadas

Codigo:  1610-VLC-075-SP

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con:

Investigador/Médico del centro
quien me ha explicado los pormenores del mismo, en particular de:

1. Lafinalidad de la investigacion o de la linea de investigacion para la
que consiento.

2. De los posibles beneficios esperados con la misma.

3. De la posibilidad de ser contactado con posterioridad con el fin de
recabar nuevos datos.

4. De la identidad del responsable de esta investigacion,
L1 IO Investigador/Médico del centro

5. Del derecho que me asiste de revocacion de este consentimiento y
de sus efectos, incluida la posibilidad de la destruccién o de la
anonimizacion de las imagenes ecograficas de que tales efectos no
se extenderan a los datos resultantes de las investigaciones que ya
se hayan llevado a cabo.

6. Del lugar en el que se realizara la ecografia y del destino de las
imagenes ecograficas una vez concluida la investigacidn, que serd la
destruccion, comportando siempre el cumplimiento de los
requisitos previstos en la Ley de Investigacion Biomédica.

7. La garantia de confidencialidad que se me ha dado sobre la
informacidn obtenida, indicandome la identidad de las personas
que tendrdn acceso a mis datos de cardcter personal.

8. Que se me ha advertido acerca de la posibilidad de que los
investigadores deban contactar conmigo, y que he especificado el
modo en que prefiero que se haga.
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COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE - COPIA PARA EL PACIENTE

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1. Cuando quiera
2. Sintener que dar explicaciones.

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi
consentimiento para el acceso y utilizacion de mis datos en las condiciones
detalladas en la hoja de informacién que se me ha entregado.

Firma del paciente Firma del investigador
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:
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COPIA PARA EL INVESTIGADOR - COPIA PARA EL INVESTIGADOR - COPIA PARA EL INVESTIGADOR - COPIA PARA EL INVESTIGADOR - COPIA PARA EL INVESTIGADOR

CONSENTIMIENTO INFORMADO

(a rellenar por el paciente)
Para investigacion con muestras No Anonimizadas

Codigo:  1610-VLC-075-SP

He leido la hoja de informaciéon que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con:

Investigador/Médico del centro

quien me ha explicado los pormenores del mismo, en particular de:

1.

La finalidad de la investigacion o de la linea de investigacion para la que
consiento.

De los posibles beneficios esperados con la misma.

De la posibilidad de ser contactado con posterioridad con el fin de recabar
nuevos datos.

De la identidad del responsable de esta investigacion,

Investigador/Médico del centro

Del derecho que me asiste de revocacion de este consentimiento y de sus
efectos, incluida la posibilidad de la destruccion o de la anonimizacién de
las imagenes ecograficas y de que tales efectos no se extenderan a los
datos resultantes de las investigaciones que ya se hayan llevado a cabo.

Del lugar en el que se realizara la ecografia y del destino de las imagenes
ecograficas una vez concluida la investigacién, que sera la destruccidn,
comportando siempre el cumplimiento de los requisitos previstos en la Ley
de Investigacion Biomédica.

La garantia de confidencialidad que se me ha dado sobre la informacién
obtenida, indicandome la identidad de las personas que tendran acceso a
mis datos de cardacter personal.

Vi)
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COPIA PARA EL INVESTIGADOR - COPIA PARA EL INVESTIGADOR - COPIA PARA EL INVESTIGADOR - COPIA PARA EL INVESTIGADOR - COPIA PARA EL INVESTIGADOR

8. Que se me ha advertido acerca de la posibilidad de que los investigadores
deban contactar conmigo, y que he especificado el modo en que prefiero
que se haga.

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones.

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi
consentimiento para el acceso y utilizacion de mis datos en las condiciones
detalladas en la hoja de informacién que se me ha entregado.

Firma del paciente Firma del investigador
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha
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