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Resumen

La implantacion es el proceso por el que el embrion se orienta, adhiere y, finalmente, invade
el endometrio materno, siendo un proceso clave para el éxito de la reproduccién y desarrollo
embrionario. Se requiere una estrecha regulacion del proceso para prevenir una invasion pa-
toldgica o excesiva. Existen grandes similitudes entre el proceso de invasion del citotrofoblasto
(implantacién) y la invasion de las células cancerigenas. Sin embargo, el proceso de implanta-
cion esta regulado por una serie de procesos no del todo conocidos, que evitan una invasion

celular descontrolada.

Uno de los factores implicados en este proceso regulatorio es el gen KISS-1, que codifica una
familia de neuropéptidos denominados kisspéptidos, los cuales actiian a través de un receptor,

una proteina G llamada GPR54.

La expresion del sistema KISS1-GPR54 ha sido demostrada en gran variedad de tejidos entre los
que se encuentra la placenta, el hipotdlamo, los ganglios basales, la medula espinal, el pancreas
y el plasma. Las funciones descritas de los kisspéptidos son variadas, desde intervenir en el eje
hipotalamo-hipéfisis-gonadal en el desarrollo puberal a la supresion de metastasis en procesos
oncolégicos. Respecto a su papel en la regulacion de la invasion del trofoblasto, considerando la
localizacion de las células en el sinciotiotrofoblasto y su aumento progresivo en plasma durante
la gestacion, es posible que las kisspeptinas se encuentren implicadas en el mecanismo de regu-
lacion de la invasion trofoblastica. Parece ser que actuaria como supresora de este proceso, de

forma que sus niveles aumentarian progresivamente durante el embarazo, siendo proporciona-

les al grado de una correcta implantacion.

Del mismo modo, gestaciones que cursen con alteraciones de la implantacion podrian correla-
cionarse con una disregulacion de este mecanismo, y por tanto con variaciones en los niveles de
expresion de estas kisspeptinas, hecho que ya se ha mostrado en la literatura en gestaciones con

preeclampsia, retrasos de crecimiento o que acabaron en abortos espontaneos.

Dentro de estas alteraciones de la implantacion, es de particular interés la gestacion ectépica, em-
barazo que se desarrolla fuera de la cavidad uterina, con alto riesgo de morbimortalidad materna.
Hasta el momento no ha sido estudiada la relacion del eje KISS1-GPR54-kisspeptinas en este tipo
de gestaciones, de demostrarse una desviacion respecto a las gestaciones normoevolutivas podria

abrirse un nuevo abanico de posibilidades en el diagnostico y manejo de esta patologia.




Introduccion

Los fallos precoces en la gestacién son la complicacion mas frecuente del embarazo, y hasta un
1-2% de todas las gestaciones seran de localizacion ectdpica, es decir, fuera de la cavidad uterina.
Dado que ésta es una de las causas principales de morbilidad y mortalidad materna en el primer
trimestre en los paises desarrollados, el diagnostico de las gestaciones ectopicas y la determina-
cion del posible desarrollo de las gestaciones de localizacion incierta son de gran interés clinico
en nuestro medio. En los ultimos afos, se han investigado diversas moléculas o antigenos o
agentes en plasma y suero, bien independientemente, bien combinados, como potenciales mar-

cadores para este tipo de gestaciones.

El objetivo de este trabajo es presentar un nuevo marcador, las kisspeptinas o proteinas derivadas
de la expresion del gen KISS1, como un marcador potencial para diferenciar gestaciones iniciales

de localizacion intrauterina de aquellas gestaciones ectopicas o de localizacion extrauterina.

1.1.
Vision
general

Podemos encontrar sintomas como el sangrado vaginal o el dolor abdominal en cerca del 25%
al 30% de las gestaciones viables, sin embargo, estos sintomas también pueden sugerir el fraca-
so del embarazo temprano . El fallo precoz de la gestacion es su complicaciéon mas comun, ya
que aproximadamente el 25% de las gestaciones conocidas acabaran en aborto, de los cuales el
embarazo ectopico representa el 1-2% de todos los casos. Recientes estudios epidemioldgicos
sugieren que hasta el 6% de las muertes maternas ocurridas en EEUU pueden ser atribuidas a
gestaciones ectopicas 2. En Espafa se estima que el embarazo ectopico constituye aproximada-

mente el 2.3% del namero total de embarazos 3. Al ser una de las principales causas de morbi-
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lidad y mortalidad materna a nivel mundial, un diagnéstico acertado y precoz de la gestacion

ectopica resulta de vital importancia.

Cabe remarcar que el diagnodstico y el manejo de las mujeres en riesgo de un fallo precoz del
embarazo no ha cambiado significativamente en décadas, y quizas el hallazgo de nuevos mar-

cadores o su combinacién podrian cambiar este paradigma.

El manejo habitual actual en estos casos para el diagndstico de gestacion ectdpica incluye la
determinacion seriada de los niveles de la gonadotropina coriénica humana en suero ($hCG) y
la ecografia pélvica, generalmente transvaginal *°. Desafortunadamente, la ecografia realizada
en el momento de primera consulta de la paciente puede ser no concluyente hasta en el 40% de
los casos, bien porque la gestacion no esta lo suficientemente avanzada como para poder ser
visualizada por los ultrasonidos, o bien porque se trata de un aborto bioquimico en el cual la
gestacion se ha detenido incluso antes de llegar a formar la imagen del saco gestacional (o éste
se ha colapsado). Por tanto, la ecografia no puede determinar en muchos casos la localizacion

o la viabilidad de la gestacion en un nimero importante de mujeres con gestaciones iniciales.

El diagndstico de aquellas mujeres que consultan por una gestacion de localizacion incierta
(GLI, o sus siglas en inglés, PLU -pregnancy of unknown location-) '°*® implica normalmente
multiples visitas para determinaciones en sangre, ecografia y posibles procedimientos médicos
y quirargicos hasta que el diagnostico definitivo se establece. En el tiempo que se precisa para
diagnosticar la gestacion ectdpica, se puede producir la rotura de la misma, conduciendo a una
afectacion en la fertilidad futura de la mujer y a una hemorragia intraabdominal potencialmen-
te letal. No solo es importante el diagndstico precoz de esta patologia para evitar la morbilidad
anadida que se asocia a un retraso en el diagndstico, sino que diferenciar esta situacion de un
sangrado anormal en una gestacion viable intrauterina es crucial, ya que las estrategias tera-
péuticas 6ptimas difieren en cada caso, y pueden tener un gran impacto en el manejo de futuras
gestaciones 11. La validacion de un biomarcador podria ser de gran ayuda a la hora de establecer
la localizacion o la viabilidad de una gestacion temprana, o incluso podria permitir la toma de
decisiones terapéuticas ya que podria determinar qué pacientes se beneficiarian del manejo ur-

gente, quirargico, médico o expectante.

Mas adelante se comentara los distintos potenciales marcadores que han sido publicados en la
literatura en los ultimos afos y su situacion actual en el desarrollo como marcadores bioldgicos

de aplicacién clinica probada.

1.2,

Gestacion
ectopica

La gestacion eutopica o normalmente implantada tiene lugar dentro de la cavidad uterina, en
el triangulo cuyos limites superiores son el fondo y cuernos tubéricos y cuyo limite inferior es
el segmento uterino inferior. Toda implantacion fuera de esta area se considera ectdpica, por

tanto, aquella que se implanta fuera de la cavidad endometrial.

/121

Frecuencia

Esta situacién de implantacion anémala se observa en el 1-2% de todos los embarazos. La fre-
cuencia ha aumentado en los ultimos afios asociada a factores como el tratamiento médico de
la enfermedad pélvica inflamatoria (EPI), el aumento de procedimientos quirdrgicos tubaricos
como la esterilizacion mediante salpingectomia, el auge de las técnicas de reproduccion asisti-

day el uso de métodos anticonceptivos como el dispositivo intrauterino (DIU).

/122
Localizacion

De estos embarazos, aproximadamente el 98% son tubaricos (a su vez, 60% ampulares, 30%
istmicos, 5% fimbricos y 3% intersticiales). El 2% restante corresponde a otras localizaciones

menos frecuentes: ovaricos, cervicales, intraligamentarios y abdominales.

/ 21



/ Figural / Tabla1

Localizacion de la gestacién ectépica. Tabla resumen de factores de riesgo asociados a la gestaciéon ectépica.

Factores de riesgo relativos

Tubérico
98% . X
Alto Medio Bajo
Abdominal Cornual [stmico R Ampular
<1% g 3% 30% g 60% . .. . . - 2R
: : : * Gestacion ectopica previa * Chlamydia Trachomatis « Transferencia intratubarica
L . o de gametos
 Esterilizacion tubarica * Infertilidad
- » Edad <18 afos
* DIU * Promiscuidad
» Edad >35 afios
* EPI * Tabaquismo

o . * Duchas vaginales
* Salpingitis istmica nodosa

Otros factores de riesgo

Anticonceptivos

Migracidn transperitoneal

Endometriosis

: : « TRA
Cervical Ovérico
<1% <1% » Abortos espontaneos previos
« Origen étnico
* Legrado uterino previo
Adaptado de Sd de Oliveira Aline ™.
Adaptado de Laural Marion BS .
Etiologia En un 80% de los casos se atribuye a alteraciones mecanicas de las trompas:
Existen diversos factores asociados a la etiologia de la gestacion ectopica. Recordemos que, tras . Procesos inflamatorios primarios: las salpingitis pueden dejar en el proceso de curacion
la fecundacion en la ampolla tubdrica, el ovocito se implanta entre el 6° y 7° dia alli donde se bridas, obstrucciones totales o parciales, o alteraciones en la motilidad y funcionalismo
encuentre. tubaricos, enlenteciendo o imposibilitando el transporte ovular.
Aquellos factores que dificulten la progresion del ovocito fecundado hacia la cavidad endome- . Procesos inflamatorios en la cavidad abdominal: las apendicitis, por ejemplo, que pueden crear
trial facilitan la posibilidad de implantacion ectopica. procesos adherenciales a posteriori que pueden afectar el trayecto tubarico.
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. Compresiones extrinsecas: uterinas (miomas), tumoraciones ovaricas.

. Malformaciones tubdricas: duplicidad tubarica, diverticulos de la pared tubarica.

- Alteraciones de la motilidad tubarica: administracion de gestagenos a bajas dosis de forma

continua o el empleo de contracepcion postcoital con estrégenos.

. Empleo de DIUs: asocia un 8-10% de anexitis inaparentes y alteraciones en la motilidad y

transporte tubaricos, incrementando la frecuencia de embarazos ectopicos.

. Tratamientos quirdrgicos: cirugia conservadora (mediante salpingostomia) de embarazos

ectopicos tubaricos previos o la ligadura tubéarica.

. Técnicas de reproduccion asistida (transferencia embrionaria intrauterina).

. Endometriosis tubdarica: se debe tanto a la existencia de un cierto quimiotactismo en el en-
dometrio ectopico, asi como a las estenosis y adherencias que se producen con la evolucion

de las lesiones, incluyendo la accion extrinseca de 6érganos vecinos afectos.

En un 15% de casos se atribuye a alteraciones funcionales de la trompa, a considerar, pero de
dificil demostracion. Por ejemplo, en la microcirugia reparadora tubdrica se puede conseguir
normalizar la anatomia de la trompa, pero no siempre su funcionalismo. Por ello no es de ex-
trafar que hasta un 25% de las mujeres en que estas intervenciones son exitosas presenten al-

glin episodio de embarazo tubdrico.

En el resto de los casos la etiologia es desconocida.

/124,
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Mortalidad/morbilidad

Las gestaciones ectépicas tubaricas suponen hasta un 2% del total de embarazos y siguen sien-
do una de las causas principales de muerte relacionada con el embarazo en el primer trimestre
en los paises desarrollados '°, alcanzando el 6% del total de muertes relacionadas con el embara-

zo en Estados Unidos.

La gestacion ectdpica tubdrica es también causa de morbilidad materna: a corto plazo, dolor pél-
vico, necesidad de transfusion sanguinea y complicaciones derivadas del tratamiento; a largo
plazo, efectos sobre la fertilidad que dependen tanto de las caracteristicas clinicas del embarazo

ectopico, como del tratamiento elegido V.

/125.

Evolucion

La evolucién clinica va a depender de la localizacion de la gestacion.

En el caso del embarazo ectopico tubarico, es posible la reabsorcion espontanea con escasa sin-

tomatologia.

Si se sittia en la porcién ampular puede evolucionar durante mas tiempo, al ser la zona mas dis-
tensible de la trompa. Generalmente el ovocito fecundado es expulsado a cavidad abdominal con

una discreta hemorragia en el espacio de Douglas, clasificAndose como aborto tubéarico.

Si se trata de un embarazo ectopico en el istmo, lo mas probable es que exista una rotura tubari-

ca precoz con un cuadro de abdomen agudo y shock hemorragico.

En el caso de la fimbria, el ovocito fecundado puede progresar hacia la cavidad abdominal, pudi-

endo evolucionar hacia una gestacion ectopica abdominal secundaria.

El embarazo ectdpico intersticial suele asociarse a la rotura uterina, ocurriendo mas tardia-

mente que el embarazo ectdpico istmico.
La implantacion ovarica suele evolucionar hacia la rotura y hemorragia.

Los casos de gestaciones ectopicas abdominales son muy infrecuentes. Puede ser abdominal
primitivo (muy raro), con fecundacién e implantacion en el peritoneo y 6rganos pélvico-abdom-
inales, o bien abdominal secundario, como evoluciéon de un ectépico fimbrico u ovarico . Es
la tnica forma posible de que una gestacion ectopica llegue a término, siendo frecuentes las
malformaciones fetales. Es un cuadro grave, ya que la placenta podria insertarse en epiplon,

intestino e higado.
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Tratamiento

Se trata de una de las pocas situaciones clinicas en las que el manejo, en funcion de las carac-
teristicas clinicas, puede ser expectante o activo, a su vez mediante tratamiento médico o me-

diante cirugia.

Expectante

Aunque no se conoce su niimero con exactitud, se sabe que algunas gestaciones ectdpicas
se resuelven espontdneamente, a menudo sin grandes manifestaciones clinicas. Por
tanto, el manejo espontdneo es una opcion en casos seleccionados: mujeres clinica y
hemodinamicamente estables, asintomaticas, con niveles decrecientes de gonadotrofina

corionica humana (8hCG).

Meédico

El tratamiento médico se basa en el empleo de agentes que farmacoldégicamente inducen
el aborto tubarico. Una dosis tnica (o un régimen de multiples dosis) de metotrexato, un

antagonista del acido félico, ha sido el tratamiento habitual para estos casos, con amplia

experiencia durante los dltimos 40 anos 17,19.

Quirurgico

La salpingectomia laparoscopica de la trompa afecta es el tratamiento quirtrgico de elec-
cion, debido al riesgo tedrico de recurrencia en una trompa dafada. Se puede plantear la

salpingostomia (incision longitudinal en la trompa afectada y extraccion del saco gestacio-

nal) en el caso de ausencia o anormalidades en la trompa contralateral V.

1.58.

La implantacion
en la gestacion
ectopica

Merece la pena comentar en los siguientes parrafos las caracteristicas especiales respecto al

proceso implantatorio que se han descrito en la literatura en los casos de gestaciones ectopicas.

La invasion de las células trofoblasticas extravellosas no esté restringido a la decidua uterina,
sino que también tiene lugar en muchos otros érganos, especialmente en la trompa de Falopio,
la cual se caracteriza por la falta de decidualizacion °, la falta de células NK de tipo decidual 2>
y, en laingravidez, a un bajo nivel de vascularizacion. El desarrollo de gestaciones tubaricas via-
bles parece estar restringido a una implantacion en la porcion de mesosalpinx de la trompa de
Falopio, la cual posee una pared de mayor grosor, mientras que la implantacion en otras zonas

resulta en reabsorcion la mayoria de las veces.

Existen similitudes y diferencias entre la invasion trofoblastica que tiene lugar en el titero y la
que se produce en las gestaciones ectdpicas tubdricas, respecto a los tipos celulares que intervie-

nen en la mismay la interaccion entre ellos.

Durante el proceso de implantacion, el trofoblasto deriva de la capa externa de trofoectodermo

del blastocisto, y se diferencia tras la fase inicial de anidacion en trofoblasto velloso y extravelloso.

El trofoblasto velloso esta formado por sincitiotrofoblasto y citotrofoblasto, que cubre las vello-
sidades coridnicas y participa en el intercambio de gases y nutrientes entre la madre y el feto,

una vez la circulacion sanguinea esta establecida.

El trofoblasto que se encuentra fuera de las vellosidades corionicas (por ello llamado extra-
velloso) invade la decidua para formar las uniones de anclaje de la placenta, ademas de estar
implicado en la transformacion de las arterias espirales uterinas en vasos sanguineos que no

respondan a estimulos vasoactivos.
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sion de KISS1 en embarazo ectopico / Marta Gurrea Soteras

Respecto al trofoblasto que encontramos en las gestaciones ectépicas, primero se debe diferen-
ciar éstas en viables o no viables, ya que el desarrollo de gestaciones ectopicas viables parece
estar restringido a la implantacion en la mitad del mesosalpinx en la trompa de Falopio, cuya

pared presenta mayor grosor.

En el caso de gestaciones ectopicas viables, las estructuras placentarias estan formadas prin-
cipalmente por las mismas subpoblaciones de células trofoblasticas que en las gestaciones eu-
topicas. Pero, a diferencia de éstas, presentan mayor ntimero de células pequenas fusiformes
con gran capacidad de invasion y menor proporcion de células poligonales. Ademas, las células

gigantes multinucleadas son escasas .

Varios autores han puesto de manifiesto la naturaleza altamente invasora de las células trofo-
blasticas en gestaciones tubdricas viables 2?5, las cuales en muchas ocasiones penetran todo
el espesor de la pared hasta alcanzar la serosa 2° y por tanto provocan la rotura tubarica. Exis-
ten pocos datos acerca del trofoblasto endovascular, pero estos estos estudios muestran que el
trofoblasto extravelloso invade los vasos tubaricos de la misma manera en que lo hace con las

arterias espirales uterinas .

El crecimiento y la diferenciacion del trofoblasto se ve afectado por la interaccion de las citoqui-
nas. Las citoquinas producidas en el propio trofoblasto y las producidas en el endometrio por las
células del estroma decidual diferenciadas y por las células NK deciduales contribuyen de forma

significativa a la proliferacion y diferenciacion del trofoblasto 272,

A primera vista existen muchas similitudes entre las gestaciones uterinas y las tubaricas % lo
que conduce a la conclusién que la gestacion ectopica representa una implantacion anormal
de un blastocisto morfolégicamente normal que produce un trofoblasto en principio inmuno-
l6gicamente normal y hormonalmente activo. Segin Goffin, el trofoblasto extravelloso de las
gestaciones tubaricas expresa E-cadherina, connexina-40, c-erb-B2, lactégeno placentario hu-
mano (hPL), HLA-G e inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (p16 y p57) igual que las

gestaciones intrauterinas 2.

Marta Gurrea Soteras / Expresion de KISS1 en embarazo ectopico

Para alcanzar el éxito en la reproduccion humana, la trompa de Falopio debe proveer un am-
biente adecuado para el desarrollo preimplantatorio del embrién y para un transporte eficiente
del embrion hasta el ttero para la implantacion. Estas funciones estan coordinadas por inte-
racciones de tipo paracrino entre el epitelio tubarico, el musculo liso, las células del sistema

inmunitario y las células del embrién en desarrollo.

/ Figura 2

Etapas precoces del desarrollo placentario. Diagrama que muestra los primeros pasos

en la formacion de la placenta tras la implantacion del blastocisto.

(A,B) Estadio pre-lacunar. (C) Estadio lacunar. (D) Estadio velloso primario.

1° ys: primary yolk sac; ac, amniotic cavity; cs, cytotrophoblastic shell; eec, extra-embryonic coelom; exm, extra-embryonic mesoderm;
GE, glandular epithelium; ICM, inner cell mass; lac, lacunae; LE, luminal epithelium; mn. t.: mononuclear trophoblast; pr. syn: primary

syncytium; TE, trophectoderm; vs, blood vessels.

Extraido de Turco, Margherita & Moffett, Ashley (2019). Development of the human placenta *.
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Alteraciones en estas senales pueden conducir a un microambiente tubarico que propicie la
implantaciéon embrionaria y una alteracion en la motilidad tubérica, resultando en tltima ins-

tancia en una implantacion precoz e inapropiada del embrién fuera de la cavidad endometrial.

Hasta el momento, el conocimiento de los mecanismos que subyacen en los mecanismos de
implantacion extrauterina es escaso, ya que las gestaciones ectdopicas raramente ocurren en
animales %, limitando el desarrollo de un modelo animal para su estudio, y por tanto los datos

existentes en la literatura provienen basicamente de estudios in vitro.

Estudios recientes propugnan nuevos conceptos en fisiologia y patobiologia de la trompa, como

la existencia de un fenotipo receptivo en la trompa de Falopio favoreciera la gestacion ectopica.

El transporte embrionario a través de la trompa se consigue a través de una combinacion de la

contraccion de la pared de musculo liso y del movimiento ciliar de la trompa 2.

La motilidad ciliar puede verse afectada por variaciones en los niveles de prostaglandinasy pro-
gesterona 32, la exposicion al humo del tabaco * o la exposicion a infecciones como la N. gono-

rrea a través del TNF- a 3.

La contractilidad del musculo liso de la pared tubérica parece estar regulada por las células
intersticiales de Cajal (ICC), también responsables del peristaltismo intestinal %, que a su vez
expresan receptores de progesterona y ven su nimero reducido ante la exposicion a factores
infecciosos como la Chlamydia *°. Otra sustancia relacionada con la relajacién del musculo liso
es el 6xido nitrico (ON), cuya enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) ve alterados sus niveles de ex-

presion en pacientes con evidencia seroldgica de exposicion a Chlamydia trachomatis ¥7.

Respecto al didlogo entre el embrion y el musculo liso, la hCG y el factor activador de plaquetas
(PAF) expresados por el embrion han mostrado un efecto relajante sobre sobre las células del
musculo liso %, Por tanto, una alteraciéon en la sefalizacion embrionaria podria retrasar el

transporte a través de la trompa y por tanto propiciar la implantacion ectopica.

Cada vez es mas evidente que la implantacion es un evento inflamatorio y que en la trompa de
Falopio un fenotipo proinflamatorio con aumento de expresion de citoquinas podria inducir la

receptividad embrionaria, la adhesiéon y la invasion, conduciendo a la gestacion ectépica 042,

Existen diferencias en la proliferacion y diferenciacion trofoblastica en el sitio de implantacién
tubarico, debido al diferente microambiente de citoquinas. Muchos autores concuerdan que
existe una mayor tasa de crecimiento e invasion trofoblastica en las gestaciones tubaricas 225,
De hecho, transferencias de blastocistos de ratén a tejidos no decidualizados resultaron en in-

vasion trofoblastica mas extensiva que en el titero .

Esto puede ser el resultado de una desregulacion en la diferenciacion trofoblastica que puede
causar una proliferacion mas profunda » y también una reduccion en la tasa de apoptosis en

comparacion con la implantacion uterina 2.

Dentro de estas senales, cabe destacar las proquineticinas (PROKSs), ligandos para receptores
acoplados a proteina G. Estos receptores encuentran un aumento de expresion ante la exposi-

cién al tabaco e infecciones como la Chlamydia .

Las PROKs presentan propiedades angiogénicas, a través de la activacion del factor inhibidor
de leucemia en el endometrio (LIF), el cual ha sido mostrado como factor indispensable para la

implantacion en estudios en ratones -,

Otras proteinas implicadas en el didlogo inflamatorio y que han mostrado diferente expresion
en la trompa de Falopio expuesta a infeccion son la activina A 37 la interleuquina 1 (IL-1) ¥y la
mucina 1 (MUC1) *. Todas estas moléculas se asocian a procesos de adhesion e invasion en la im-
plantacion embrionaria, sugiriendo que alteraciones en la cascada de senales correspondiente

podrian incrementar la receptividad de la trompa hacia el embrién.

Otro factor fundamental para el establecimiento de una implantacién exitosa es la capacidad
para establecer una red de aporte vascular. Esta angiogénesis también ocurre en los sitios de
implantacion tubdrica, principalmente mediada por el factor de crecimiento vascular endote-
lial (VEGF) y el factor de crecimiento placentario (PIGF), ambos factores proangiogénicos. Al
contrario que en las gestaciones intrauterinas, los niveles de VEGF en el sitio de implantacion
tubdrico son mayores en las gestaciones ectopicas y los niveles de PIGF menores, sugiriendo
una alteracion en las sefales paracrinas embrionarias en respuesta a un microambiente alte-
rado en la trompa de Falopio, en un esfuerzo por desarrollar una aporte vascular eficiente para

el embrion *.
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Por ultimo, durante el proceso de invasion del trofoblasto, las células inmunitarias presentes en

la trompa juegan un importante papel.

Las células natural killer (NK) deciduales parecen ser particularmente importantes para la re-
modelacion de las arterias espirales en el ser humano * asi como en el raton %, Las arterias
deciduales en el ratén, en ausencia de células NK, se mantienen sin dilatar y muestran paredes
gruesas que conservan su capa de musculatura lisa. Este fenotipo puede normalizarse gracias
al transplante de médula 6sea de animales competentes, pero sélo cuando estas células NK son
capaces de segregar interferon gamma (IFNy) %, El trofoblasto endovascular, el cual coagula
las arterias espirales en gestaciones intrauterinas hasta el final del primer trimestre, aparece
también en el lugar de implantacion de la gestacion ectopica 2%, Sin embargo, parece que existe
una adaptacion inducida por el trofoblasto en gestaciones tubaricas viables respecto al aporte
sanguineo, tal y como describe Kemp en el sitio de implantacién: una extensa vascularizacion
materna con multiples fistulas arterio-venosas en la pared asi como una densa red de microvas-

cularizacion en la submucosa 2°.

La falta de células deciduales NK probablemente también conduce a una modificacion en la res-
puesta inmune ya que estas células supuestamente modulan la actividad de las células dendri-
ticasy las células T localmente, favoreciendo que las células dendriticas induzcan una respuesta
CD8+ protectora . La presencia y maduracion de CDs es similar en gestaciones intrauterinasy

tubaricas 2.

En el endometrio, principalmente controlan la invasion trofoblastica las células NKCD56 &M CD16™¢,
que interaccionan con el trofoblasto a través de receptores especificos, y que migran hacia el en-
dometrio en la segunda mitad del ciclo bajo la influencia de la progesterona. Este tipo de células
natural killers no se encuentran en las trompas de Falopio, si no con otro patréon de expresion
en superficie (CD564™CD16"#), las cuales no producen muchos de los factores responsables de la

apoptosis del trofoblasto y por tanto su consecuente control en la invasion del tejido 2.

En cambio, la trompa de Falopio de la paciente con gestacion ectdopica contiene un ntmero
significativamente aumentado de subtipos de células inmunes (linfocitos CD8% macrofagos
CD68Ps, células dendriticas CD11cP*) que sugieren, también en la vertiente inmunolégica, un

microambiente propicio para la implantacion embrionaria 5%,

1.4.

Marcadores séricos

en gestaciones ectopicas

y de localizacion desconocida

Ya sea expectante, médico o quirurgico, es importante que el tratamiento de la gestacion ectopi-
ca se instaure lo antes posible para reducir la morbilidad y mortalidad asociada. Sin embargo,
el diagnostico de la gestacion ectopica tubdrica (actualmente mediante la combinacion de la
imagen ecografica y la determinacion de hCG sérica) sigue siendo un problema, resultando a
menudo en un retraso del inicio del tratamiento. Menos del 50% de los casos se diagnostican en

la primera consulta %.

Existen numerosos factores implicados en la evolucion de la gestacion de primer trimestre,
pero debido a la escasez de modelos animales para el estudio de la gestacion ectopica, la rela-
cion de estos factores no se alcanza a comprender en su totalidad . En el desarrollo de mode-
los predictivos del resultado en la gestacion inicial, es importante considerar no sélo el medio
ambiente implantatorio sino también el embrién en si. Los distintos factores implicados pue-
den ser clasificados en subgrupos basandose en la fisiologia e incluyen factores inherentes al
embrion (los cuales se reflejan en los marcadores de funcion trofoblastica), factores asociados
a la funcion del cuerpo luteo, factores asociados a la funcion endometrial y factores asociados

ala angiogénesis.
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/ Figura 3

Rutas bioldgicas en gestacién temprana.
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Adaptado de Senapatiy Barnhart, 2013 %,

Ademas de estos, en el caso de gestaciones ectdpicas tubdricas entran en consideracién también
marcadores de inflamacion, de dafio mscular y de alteraciones del transporte a través de las

trompas, como hemos comentado previamente.

A la hora de considerar marcadores para las gestaciones ectopicas y para aquellas de localiza-
cion incierta, se debe tener en cuenta las caracteristicas necesarias que debe cumplir de forma
ideal un marcador, asi como los pasos necesarios para llevar esta herramienta desde el banco
del laboratorio hasta la practica clinica habitual. En este caso, el marcador ideal deberia estar
presente de forma precoz en el primer trimestre, potencialmente antes que la gestacion se desa-
rrolle hasta los niveles discriminatorios de BBhCG junto con la ecografia. Ademas, el marcador
ideal deberia ser consistente, preciso, asequible y facilmente obtenible en los puntos de atencion

al paciente. Por todo esto, los marcadores séricos resultan de gran interés en este tema.

Por otro lado, el desarrollo de marcadores para su uso clinico generalmente se divide en cuatro

fases: investigacion preclinica (I), desarrollo de ensayos clinicos (II), asesoramiento de valor pre-

dictivo aplicado a una serie de casos - controles o a una cohorte retrospectiva (III) y, finalmente,

la validacion en un entorno prospectivo (IV) 563,

La utilidad clinica de estos marcadores es limitada debido a la variedad de resultados, sobre-
todo por limitaciones en el diseno de los estudios. En muchos de ellos, la cohorte examinada
era demasiado pequenay la prevalencia de gestacion ectdpica en la poblacion de estudio no era
constante. En otros, los pacientes no fueron correctamente emparejados por edad gestacional,
lo que refleja la dificultad de calcular ésta en los embarazos ectépicos. Algunos de los marca-
dores incluso limitaron su propio uso, al no seguir un patrén identificable durante la gestacion

normal (incrementando o disminuyendo).

A continuacién repasaremos los marcadores mas prometedores que se han publicado en la lite-
ratura basandonos en su papel en la patofisiologia de la gestacion anomala y su estado actual en

el desarrollo como marcadores biologicos.

/1410

Marcadores de la funcion trofoblastica

1. Gonadotropina corionica humana:

La gonadotropina coriénica humana, o hCG, es el marcador biol6gico mas ampliamente
estudiado en relacion a la gestacion temprana y se trata del inico marcador utilizado de
rutina en la practica clinica. Su determinacion tinica no tiene valor diagnoéstico, pero su de-
terminacion seriada en suero permite identificar a aquellas pacientes que requieren un se-
guimiento mas estrecho por un posible fallo precoz del embarazo. El aumento esperado de
los niveles de este marcador en sangre en un embarazo intrauterino viable es de al menos
un 53% cada 48 hr *4, a pesar que recientes estudios sugieren que para identificar correcta-
mente una gestacion de estas caracteristicas sea recomendable un umbral mas conserva-
dor, con un aumento al menos del 35% en 48 hr %. Se han propuesto modelos incorporando

cocientes de fhCG (fhCG a las 48 hr / fhCG a las 0 hr), sugiriendo que un cociente <0.21 po-
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dria predecir la gestacion ectopica con un 91.7% de sensibilidad y un 84.2% de especificidad
en una cohorte de pacientes con gestaciones de localizacién desconocida . Un intento de
extrapolar estos resultados a la poblacion general no resulté en una validacion del mismo,
con una menor sensibilidad para el diagnoéstico de la gestacion ectépica 7%, Por tanto, a
pesar de no ser un marcador sensible en la deteccion de la gestacién ectdpica en si, el uso
de la fhCG ha alcanzado una fase IV en el desarrollo como marcador seriado para el triaje

diagnostico de la gestacion de localizacion incierta.

2. hCG hiperglicosilada:

Por lo menos existen 5 variantes en suero de la gonadotrofina coriénica humana: la hiper-
glicosilada, la nicked, la variante con la porcion amino faltante, la libre o free B y combina-
ciones de estas. La importancia de discriminar entre estas variantes radica en que cada una
de ellas predomina en diferentes neoplasias. La hCG hiperglicosilada es la forma predomi-
nante de hCG durante las primeras 3 semanas del embarazo siendo luego reemplazada por
hCG regular. Esto significa que la hCG hiperglicosilada es producida por el citotrofoblasto
extravelloso, tejido invasor al inicio del embarazo, desde el momento de la implantaciéon 69.
Es por ello que predomina en aquellas neoplasias que remedan esa estructura tisular, como
la mola invasora y el coriocarcinoma. La hCG hiperglicosilada, medida de forma aisladay
como parte del cociente hCG-H/hCG, se ha propuesto como un marcador en la deteccion del
fallo gestacional temprano. Un estudio identificé un umbral de corte de 13 ug/L, por debajo
del cual el embarazo seria no viable, con una tasa de deteccién del 73% y una tasa de falsos
positivos del 2.9%, 1o que se corresponde con una sensibilidad del 73% y una especificidad
del 98.1% 7. Sin embargo, este estudio no demostro que el empleo de este marcador fuera ca-
paz de discriminar entre gestaciones ectopicasy gestaciones intrauterinas anormales. Otro
estudio del mismo grupo propuso emplear un cociente de hCG-H/hCG >50% para diferen-
ciar gestaciones viables de gestaciones no viables 7'. Mientras que estos valores umbral fue-
ron capaces de detectar a todas las pacientes con gestaciones no viables, niveles por debajo
del 50% no discriminaron en 35% de los casos. Como marcador aislado, la hCG-H no muestra
la suficiente precision en el diagnostico, pero quizas con la validacién de otros puntos de

corte, este marcador podria moverse hacia la fase III del desarrollo de marcadores.

3. Activina A:

La activina A es una glicoproteina dimérica incluida en la superfamilia de TGF-beta, y un
producto placentario que promueve la invasion del citotrofoblasto 7 por tanto, anorma-
lidades en la activina A podrian ser un indicador de una implantacion anormal y de la no
viabilidad de la gestacion. Un estudio realizado en pacientes diagnosticadas de gestacion
de localizacién incierta encontré que niveles de activina A menores o igual a 0.37 ng/mL
mostraban un 100% de sensibilidad y un 99.6% de especificidad en el diagnéstico de ges-
tacion ectopica 7. En otro estudio, la activina A mostré una sensibilidad del 80% y una es-
pecificidad del 72% como marcador tnico para discriminar en una cohorte de pacientes
con gestacion ectdpica y gestacion intrauterina evolutiva 7. Sin embargo, estos dos grupos
no encontraron diferencias en los niveles de activina A al incluir en el andlisis pacientes
con gestaciones intrauterinas anormales 757¢. Por tanto, aunque los estudios iniciales eran
prometedores respecto a la activina A como marcador sérico tinico en el diagndstico de
gestaciones ectopicas, los estudios con casos-controles consiguientes han fallado a la hora

de reproducir dichos resultados y la activina A permanece en fase I11 de desarrollo.

4. Proteina A plasmdtica asociada al embarazo:

Laproteina A plasmatica asociada al embarazo (PAPP-A) también es producida por el trofo-
blastoy ha sido ampliamente estudiada como marcador de fallo gestacional precoz y aneu-
ploidias 77, de hecho a dia de hoy forma parte del cribado del primer trimestre gestacional
en la practica clinica habitual. Un serie de casos de gestaciones precoces intrauterinas, ec-
topicos y la determinacion en mujeres no gestantes de PAPP-A y hCG sugirio que los niveles
de PAPP-A eran inferiores en gestaciones ectopicas comparadas con gestaciones intratitero
viables 7. Desde entonces, la PAP-A ha sido evaluada con otros muchos marcadores can-
didatos para la deteccion de gestaciones anormales. La PAPP-A se ha propuesto, junto con
VEGF y la progesterona, dentro de un test multiple ”°. Sin embargo, otros estudios han mos-
trado que la PAPP-A presenta una precision del 67% como marcador tinico, pero que presen-
ta una utilidad limitada en tests multiples 7. Ninguno de estos estudios incluia gestaciones

intrauterinas anormales. Un estudio que incluia pacientes con gestaciones intrauterinas
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anormales mostro que niveles de PAPP-A <14.3 ng/mL tenian un 64.5% de sensibilidad y un
99% de especificidad en la deteccion de fallos gestacionales precoces, pero no encontraron
diferencias en los niveles entre gestaciones ectépicas y gestaciones intrauterinas anorma-
les #°. Dos grupos mas han mostrado resultados que confirman que la PAPP-A podria iden-
tificar gestaciones anormales #2. Por tanto, los datos que se extraen del desarrollo de este
marcador en fase I1I sugieren que podria tener un papel como marcador de viabilidad pero

no de localizacion extrauterina.

5. Glicoproteina beta 1 especifica del embarazo:

La glicoproteina beta 1 especifica del embarazo (SP-1) es una de las primeras proteinas que
se identificaron en los cultivos de trofoblasto y a través de las técnicas de inmunohistoqui-
mia para el descubrimiento de biomarcadores #, y su papel potencial como marcador en el
diagndstico de la gestacion ectopica fue posteriormente respaldado por el descubrimiento
de la protedmica.. Se cree que esta proteina esta implicada en procesos de inmunomodu-
lacion, y bajos niveles se relacionarian con la gestacion ectépica . La SP-1 fue incapaz de
discriminar entre gestaciones ectopicas e intrauterinas en el estudio de Rausch 7, mientras
que otros estudios muestran una modesta capacidad discriminatoria con un 65% de sen-
sibilidad y 74% de especificidad al tomar como punto de corte valores de 103.3 ug/mL 7%,
Son necesarios mas estudios en fase III para establecer su capacidad de diagnostico de la

gestacion ectopica.

6. Lactogeno placentario humano:

El lactégeno placentario humano (hPL), también conocido como somatotropina humana,
también es producido por el trofoblasto y se ha estudiado como posible marcador de la ges-
tacion anormal. Sin embargo, dos estudios independientes no han encontrado diferencias
en los niveles de este marcador al comparar gestaciones ectopicas frente a gestaciones in-
trauterinas anormales o gestaciones intrauterinas viables, respectivamente 7%, Los niveles
de hPL fueron menores en gestaciones ectopicas pero mostraron una fuerte correlacion
con los niveles de hCG, sugiriendo una utilidad limitada de esta molécula como marcador

independiente de gestacion ectopica .

7. Desintegrina A y metaloproteinasa 12:

La desintegrina A y la metaloproteinasa 12 (ADAM-12) pertenecen a un grupo de glicopro-
teinas halladas en el veneno de serpiente, que funcionan como inhibidores de la agregacion
plaquetaria y la adhesion celular dependiente de integrinas . Estas sustancias, ademas,
ademas son producidas en el sincitiotrofoblasto placentario, jugando un papel en la fusion
del sincitio ®. En un estudio casos -controles con gestaciones ectopicasy gestaciones intrau-
terinas viables, se mostré que niveles <48.49 ml/mL se asociaban a un 97% de sensibilidad
y un 37% de especificidad para el diagnostico de gestacion ectépica, sugiriendo una prome-
tedora utilidad como marcador de localizacion extrauterina. No obstante, ADAM-12 se ha
estudiado también como marcador de aneuploidiasy, por tanto, debe considerarse su papel
entre una cohorte que incluya gestaciones intrauterinas anormales . Otros grupos han
intentado validar ADAM-12, encontrando que no es un marcador capaz de discriminar ges-
tacion ectopica de otras situaciones clinicas cuando se incluyen gestaciones de localizacion
incierta persistentes y tratadas, o en resolucién espontanea, o probables ectépicos (AUC
0.65, p>0.05), sin embargo al restringir el analisis a gestaciones de localizacion incierta con
resultados bien definidos, parece mostrar una discreta mejoria en su potencial diagnostico
(AUC 0.66, p<0.05) °. Son necesarios mas estudios para progresar a una fase IV del desarro-

llo de marcadores, ya sea como marcador tinico o en combinacion con otros.

8. Acidos nucleicos:

Los micro-RNAs placentarios son RNAs de cadena tinica con 19-25 nucleétidos no codifi-
cantes que regulan la expresion génica, y al menos existen 31 mRNAs descritos en la litera-
tura asociados con la gestacion °>%. Los mRNAs placentarios presentan patrones diversos
de secrecion por el trofoblasto extravelloso en gestaciones anormales, y por tanto se han

considerado como marcadores por su potencial diagnostico.

Un estudio casos - controles relativamente reciente que incluye a 12 mujeres con gestacion
ectdpica y a 13 mujeres con gestaciones intrauterinas viables mostro que las pacientes con
gestacion ectdpica presentaban niveles significativamente menores de hVG y hPL de sus

copias de mRNAs circulantes en plasma respecto a las gestaciones intrauterinas viables .
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Varios estudios sugieren que los niveles de mRNAs placentarios son menores en gestaciones
con aneuploidias, por tanto hay que tener en cuenta este dato y las gestaciones que, aunque
intrattero, desembocan en aborto ?°°, Por tanto, los mRNAs placentarios podrian estar listos

para un nivel III de desarrollo de biomarcadores, sobretodo como marcadores de viabilidad.

Un estudio que recogia mujeres con gestacion de localizacion incierta sintomatica mostro
que el mRNA miR-323-3p placentario en suero estaba aumentado significativamente en
aquellas pacientes en las que finalmente se diagnosticé una gestacion ectopica en compa-
racion con gestaciones intrauterina, ya fueran viables o anormales; como marcador tinico
mostré una sensibilidad del 30% y una especificidad del 90% para la deteccion de gestacio-
nes ectopicas ¥. A pesar que las caracteristicas a nivel diagndstico de este marcador a solas
no son aceptables para su uso en la clinica, en combinacion con otros marcadores podria
servir como marcador de gestacion ectépica. Se necesitan mas estudios para reproducir

estos resultados y hacer progresar este marcador de la fase I1I a la fase IV de su desarrollo.

Nuestro grupo de trabajo publicé en 2014 un perfil de miRNA comparando tejido de gesta-
ciones ectopicas con tejido embrionario de interrupciones voluntarias del embarazo (IVE).
Se recogieron muestras de 23 y 29 pacientes respectivamente. Los resultados mostraron
diferente expresion en 7 de los miRNAs estudiados (hsa-mir-196b, hsa-mir-30a, hsa-mir-873,
and hsa-mir-337-3p, hsa-mir-1288, hsa-mir- 451, and hsa-mir-223), algunos de ellos implica-
dos en importantes vias de implantacion embrionaria, como son la biosintesis de O-glica-
nosy la interaccion con el receptor de la matriz extracelular °%, hallazgos que abren nuevos
caminos para una mejor comprension de la fisiopatologia del embarazo ectépico. Previa-
mente ya habiamos publicado cambios en los perfiles de expresion del gen que codifica la
proteina de unién del ARN, LIN28B, y sus microRNAs asociados Let-7a, mir-132 y mir-145, en
estadios precoces del proceso de implantacion humana; esta vez en una serie de 19 gesta-

ciones ectopicas en comparacion con 43 IVEs %°.

En esta linea de trabajo, publicamos recientemente parte de los hallazgos de este proyecto
de tesis doctoral, mostrando evidencia de una novedosa via reguladora de la implantacion
en gestacion inicial, miR-324-3p/KISS1, cuya alteracion podria tener implicaciones patofi-

sioldgicas en el desarrollo de la gestacion ectopica .
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Marcadores de la funcion del cuerpo luteo

1. Progesterona:

La progesterona ha sido ampliamente estudiada como marcador precoz de aborto y de ges-
tacion evolutiva, sola o en combinacion con otras sustancias 77>106107798285101105 [Jpn metandli-
sis de 26 estudios estableci6é que la determinacion de progesterona (P<5 ng/mL) presentaba
una buena correlacion con gestaciones viables, pero no diferenciaba gestaciones evolutivas
intrattero de ectépicas 108. Por tanto, su utilidad 6ptima como marcador de gestacion ec-

topica serd, probablemente, en combinacion con otros marcadores.

2. Inhibina A:

Lainhibina A es un péptido heterodimérico que es secretado de forma predominante por el
cuerpo luteo ', Un pequenio estudio de casos - controles sugirié que los niveles séricos de
inhibina A estarian disminuidos en las pacientes con gestacion ectdpica, sin especificar las
caracteristicas de las pruebas realizadas "°. Otro grupo caracterizé niveles de inhibina A en
una poblacion que incluia gestaciones ectopicas, gestaciones intrauterinas viables y varios
estadios de gestaciones uterinas no viables, estableciendo 50 pg/mL como punto de corte
para discriminar con un 100% de sensibilidad y especificidad gestaciones intrauterinas de
ectopicas . Sin embargo, estos datos de Sy E no se mantuvieron al comparar las gestacio-
nes ectopicas con gestaciones no viables (S 41%, E 86%) ™. La inhibina A ha sido evaluada a
lo largo de un periodo de 48 horas con una precision al diagndstico de gestacion ectépica de
un 60% 7. Otro grupo estudio la inhibina A junto con otros marcadores, llegando a la misma
conclusion: niveles mas bajos en gestaciones ectdpicas, pero sin ser capaz de discriminar
estas de gestaciones no viables. Por otro lado, Rausch et al publicaron una sensibilidad del
83% y una especificidad del 79% para predecir gestacion ectopica con un punto de corte de
28.67 pg/mL, mostrando la mayor precision como marcador estudiado en solitario 2. Con
estos resultados, la inhibina A parece un marcador prometedor, actualmente en estudios
fase III, pero los resultados contradictorios en los estudios publicados sugieren que debe

ser mejor estudiado antes de su uso clinico.
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Marcadores de angiogénesis

1. Factor de crecimiento endotelial vascular:

VEGE segtin sus siglas inglesas, es un importante contribuyente al desarrollo vascular de
la union feto-placentaria, y se puede ver influenciado por la hipoxia y el medio inflamatorio
embrionario "3. Aparecio por primera vez publicado como marcador de gestacion ectdpica
en un estudio de casos - controles que incluyd gestaciones ectopicas, gestaciones intraute-
rinas viables y gestaciones intrauterinas no viables, sugiriendo que niveles =200 pg/mL ten-
drian un 60% de sensibilidad y un 90% de especificidad para predecir gestaciones ectopicas
113, resultados corroborados posteriormente %, También se ha evaluado como parte de un
panel de marcadores, mostrando que niveles >174.5 pg/mL tendrian un 78% de sensibilidad
yun 100% de especificidad para gestaciones ectopicas #2. Sin embargo, otros estudios no han
encontrado diferencias, a pesar de un tercer estudio que si muestra valores de VEGF >28.24

pg/mL con una sensibilidad del 95% y una especificidad del 50% como marcador tinico 7,

2. Factor de crecimiento placentario:

El PIGF (segun sus siglas inglesas) es un factor de crecimiento proangiogénico, producido
fundamentalmente por las células del trofoblasto, y que ha sido identificado en el sitio de
implantacién "*. Una pequena serie de casos mostro que el mRNA de PIGF es menor en tro-
foblastos de gestaciones ectépicas comparado con el de gestaciones intrauterinas *°. Un test
de cribado basado en niveles de PIGF y sflt-1 sugirié que niveles de PIGF>15.73 pl/mL podria
diferenciar gestaciones viables de no viables, con una sensibilidad del 86% y una especifici-
dad del 67%, pero no fue capaz de discriminar entre gestaciones intrauterinas no viablesy

gestaciones ectopicas con la suficiente precision .
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Marcadores de la funcion endometrial

1. Factor inhibidor leucémico:

El LIF es una citoquina de la familia de la interleuquina 6 que juega un papel en la inflama-
cion y la implantacion. Estudios de mRNA de LIF muestran que los niveles de expresion y
secrecion varian en las gestaciones ectopicas tubaricas 7. En un estudio de 40 pacientes
con diagnostico de gestacion ectopica, gestacion intrauterina, aborto espontaneo y ame-
naza de aborto, niveles de LIF <6.2 pg/mL mostraron un 73% de sensibilidad y un 89% de
especificidad para gestacion ectopica 8. Sin embargo, intentos posteriores para validar esta
marcador han mostrado resultados contradictorios: 2 grupos no han mostrado variaciones
de los niveles de LIF en funcion del sitio de implantacion, sin embargo otro grupo mostro
mayores niveles de LIF en pacientes con gestaciones ectdpicas $!1%2°, Ademas, los niveles

séricos de LIF fueron indetectables 7.

2. Glicodelina:

La glicodelina es una proteina que se encuentra en el endometrio y en la trompa de Falopio
y que se asocia a la inmunomodulacion durante la implantacion 2. En un estudio en 169
mujeres gestantes en primer trimestre, los niveles de glicodelina fueron significativamente
mas bajos en pacientes con gestacion ectépica en comparacion con abortos incompletos
y gestaciones viables intrauterinas '?2. Tres grupos han estudiado el comportamiento de
la glicodelina, junto con otros marcadores: dos de ellos han encontrado que los niveles de
glicodelina fueron significativamente menores en pacientes con gestacion ectdpica, pero
con menor precision que los otros marcadores, mientras que uno de ellos no encontro dife-
rencias en los niveles de gestaciones ectdpicas versus gestaciones viables intrattero 77942,
Ninguno de estos estudios comparé gestaciones ectopicas con ambos, gestaciones intrau-

terinas viables y no viables.
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3. Mucina-1:

La mucina-1 es una glicoproteina de la superficie apical que se expresa en el endometrio
humanoy en el epitelio de las trompas de Falopio, y se relaciona con las interacciones entre
blastocisto y endometrio durante la implantacion '?. La expresion de mucina-1 en el tejido
tubarico se encuentra reducida en gestaciones ectdpicas en comparacion con la gestacion
intrattero, sugiriendo un aumento en la receptividad tubarica para la implantacién extrau-

terina, aunque su uso como marcador sérico no ha sido explorado (fase 1-2) 9124125,

4. Adrenomedulina:

La adrenomedulina es una hormona peptidica que promueve la angiogénesis endometrial,
dentro de la familia de las amilinas. Los estudios de expresion de adrenomedulina en tejido
tubdrico sugieren que los niveles plasmaticos de esta sustancia son menores en mujeres

con gestacion ectopica ?°, actualmente se trata de estudios en fase 1.
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Marcadores de inflamacion y dano muscular

Dentro de este apartado, se han propuesto multiples marcadores incluyendo IL-6, IL-8, IL-10,
IL-11, Ca125 y TNFa. Un estudio en 72 mujeres sugirié que las concentraciones de IL-6, IL-8 y
TNFa eran significativamente mayores en mujeres con gestacion ectépica comparadas con
gestaciones intrauterinas, tanto viables como no, mostrando un valor de IL-8 >40 pg/mL con
sensibilidad del 82.4% y especificidad del 81.8% para detectar embarazo ectopico '¥’. En otro estu-
dio, los niveles de IL-6 no mostraron diferencias entre gestaciones ectdpicas e intrauterinas, sin
embargo los niveles de 1L-8 y TNFa fueron significativamente mas bajos en gestaciones ectopi-
cas respecto a gestaciones intrattero, aunque su precision para detectar embarazo ectopico fue
menor del 60% 7. 11-10 y 11-11 no mostraron diferencias significativas en una cohorte de mujeres

con gestacion ectopica y gestacion intrauterina viable '*°.

Los estudios del Ca 125 presentan datos conflictivos, algunos sugieren valores incrementados en
gestacion ectopica 2%, mientras que otros sugieren valores disminuidos 2%, y algunos no mues-
tran diferencias, tanto de forma restrospectiva como prospectiva *°'*2, Por tanto, aunque los
marcadores inflamatorios parecian prometedores en la teoria, la variabilidad inherente a la res-

puesta inflamatoria limita la precision y la consistencia que se precisa para la practica clinica.

Los marcadores del daflo muscular estudiados en estas pacientes incluyen la creatinquinasa, la
miosina del masculo liso y la mioglobina. Aunque algunos estudios sugirieron valores elevados
de creatinquinasa en esta pacientes ***'%, estudios posteriores no lo han confirmado ¢, La
combinacion de mioglobina y miosina no han dado buenos resultados en el estudio de la gesta-
cién ectdpica frente a gestaciones viables '**. Probablemente, los marcadores mencionados del
dano muscular podrian indicar mas una rotura tubdrica inminente, por tanto teniendo poco

valor en la deteccion de gestaciones de localizacién desconocida ya establecidas.
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Marcadores de alteracion del transporte tubarico

Los antecedentes de patologia tubarica son factores de riesgo conocidos para la gestacion ecto-
pica, pero los mecanismos exactos de esta predisposicion no son totalmente entendidos a nivel
molecular. Alteraciones en la senalizacion paracrina, la anormalidad en la contractilidad mus-
cular de la pared tubadrica, la atenuacion de sefiales inflamatorias y la angiogénesis patoldgica
son factores que se relacionan con el embarazo ectopico '*, sin existir muchas publicaciones

sobre posibles marcadores asociados al transporte tubarico.

Dos estudios de la expresion proteica en mujeres con gestacion ectopica proponen que los nive-
les elevados de anandamida y la disminucion de la expresion de su receptor (CB1) se asocian a

gestacion ectopica 1122,

No obstante, ninguno de estos se encuentra en fase III y son precisos mas estudios para com-

prender la patofisiologia del embarazo ectépico para encontrar posibles candidatos.

Mas adelante se muestra una tabla resumen con los principales marcadores estudiados en la

deteccion del embarazo ectépico.
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Paneles de multiples marcadores

Dada la complejidad del proceso implicado en el establecimiento y el mantenimiento de la ges-
tacién inicial viable, no es sorprendente que ningiin marcador a nivel individual haya sido capaz
de detectar los casos de implantacion extrauterina con la suficiente consistencia y precision.
Por tanto, los modelos de prediccion se han extendido hasta incorporar diversas vias a través de

paneles con multiples marcadores 75798097143,

A pesar de que el concepto de evaluar varios marcadores simultdneamente no es novedoso, los
estudios estadisticos que permiten modelos complejos de regresion han facilitado a los inves-
tigadores el estudio de las interacciones, o sinergias, que se establecen entre estos. Siguiendo
esta metodologia, un estudio de casos control con 200 pacientes con gestaciones ectépicas e in-
trauterinas viables mostré que un test combinado con cuatro marcadores (progesterona, VEGE
Inhibin A y Activina A) podria detectar las gestaciones ectopicas en un 100% de los casos, con ni-
veles de 8hCG <1500 mUI/mL ™. A pesar de los buenos resultados, deben realizarse mas estudios

incorporando pacientes con gestaciones no viables intrauterinas para validar estos resultados.

A continuacion, se muestra una tabla resumen con los distintos estudios publicados combinan-

do diversos marcadores precoces de gestacion ectdpica.

/ Tabla 2

Prediccién de gestacién ectépica con marcadores individuales 8.

Punto Fase de desarrollo /

Marcador Estudio Sensibilidad | Especificidad .
de corte comentarios

Funcion trofoblastica

hCG Barnhart 2004 <o 91.1% 66.6% Il especificidad insuficiente
Ieremmene (HEE incremento para gestaciones de localizacion
extrauterina
en 48 hr. Morse 2012

Modelo M1 Condous 2004 ND 91.7% 84.2% IV (para gestaciones fallidas de
localizacion desconocida), no
es precisa en el diagnostico de
gestacion ectopica.

Modelo M4 Condous 2007 ND 80.8% 88.9% 1IIl: no validado en poblacién de
E.EU.U

Barnhart 2011 49% 87.4%

Activina A Florio 2007 0.37 ng/ml 100% 99.6% II: resultados dispares como
marcador de localizacion, se
Kirk 2009 0:37\ng/mi 93% 13% necesitan estudios adicionales.
b 6
Rausch 201 0.38 ng/ml 80% 72%
Warrick 2012 0.26 ng/ml 59.6% 69%
Rausch 201 0.53 ng/ml 81% 54%
PAPP-P Rausch 2011 0.53 ng/ml 81% 54% Il: marcador de viabilidad
prometedor, no de localizacion.
Dumps 2002 Muestran PAPP-A como marcador de
Mueller 2004, viabilidad, caracteristicas como marcador
Daponte 2005 unico de EE ND
Ugurlu 2009
SP1 Rausch 2011 103.3 ug/ml 65% 79% || Posible marcadoras localze:
cién, necesita estudios adicionales
ADAM-12 Rausch 2011 48.49 ng/ml 97% 37% Il precisa estudios adicionales
incluyendo gestaciones intrauteri-
as anormales
Horne 2012 AUC 0.65-0.66 ND ND [ enermee
ARNmM Il: necesita de evaluacion en ges-
placentario Tel@es 2012 INID ND ND taciones intrauterinas anormales.
0.2 Il: prometedor marcador de loca-
miRNA-323-3p Zhao 2012 (concentraciones 37% 90% lizacién, pero con escasa sensibili-

Funcion del cuerpo liteo

relativas a 18s ARNr)

dad solo, necesita validacion

Progesterona Mol 1998 20 ng/ml 95% <40% V: buenos resultados discrimi-
nando viabilidad, pero no localiza-
cion, considerar en combinacion

Buckley 2000 22 ng/ml 100% 27% €I GHTES MErEEEEES
Dart 2000 5ng/ml 88% 40%
Katsikis 2006 10.75 ng/ml 85% 85%
El Bishry 2008 16 ng/ml 44% 60%
Rausch 201 13.5 ng/ml 82% 70%
Warrick 2012 10 ng/ml 63% 61%
Zhao 2012 23 ng/ml 90% 44%
Inhibina A Segal 2008 SO el 100% 100% I prometedor para viabilidad
EE vs EIU datos controvertidos respecto
localizacion, necesita estudios
SSEDQ/Q‘ 41% 86% adicionales
Vs
Kirk 2009 AUC 0.55 ND ND
Rausch 201 28.67 pg/ml 95% 50%
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Angiogénesis
VEGF Daniel 1999 200 pg/ml 60% 90% Ill: marcador prometedor para
localizacion y viabilidad, necesita
) 200 pg/ml ser validado en una cohorte con
Felemban 2002 ElUv vs EE 88% 100% todos los resultados de gestacion
precoz clinicamente relevantes
200 pg/mi 87.5% 75%
ElUa vs EE
Daponte 2005 174.5 pg/ml 78% 100%
Rausch 201 28.24 pg/m 95% 50%
PIGF Daponte 2011 15.7 pg/ml 86% 73% III: posible marcador de viabilidad
ElUv vs EE se necesitan mas datos como
predictor de EE
19A9 DQE/E"‘ 30% 90%
Vs
Funcion endometrial
Glicodelina Rausch 2011 AUC 0.57 ND ND 1l posible marcador de localiza-
cion, necesita ser validado en una
cohorte con todos los resultados
Mueller 2004; ND ND ND de gestacion precoz clinicamente
Daponte 2005 relevantes
LIF Wegner 2001 6.2 ng/ml 73% 89% III: resultados controvertidos en
otros estudios sugieren que no es
cador aprop
Mueller 2004, No diferencias significativas en EE comparado un marcador apropiado de EE
Daponte 2005 con otros resultados de gestacion temprana
MUCI1 No hay caracteristicas clinicas publicadas

Adrenomedulina

/ Tabla 3

Prediccion de gestacién ectdpica en paneles de marcadores multiples 8.

Marcadores

Estudio

Sensibilidad | Especificidad

Conclusion /
Fase de desarrollo

IIIl: Necesita ser reproducible para

Estradiol, progesterona, Ca-125 Witt 1990 ND ND evaluar las caracteristicas del test
y valoracién prospectiva
Ill: Necesita de ser validado
VEGF, PAPP-A, progesterona Mueller 2004 97.7% 92.4% con gestaciones intrauterinas
anormales
A Ill: Test diagnostico en el 42% de las
Progesterona, activina A,
P Rausch 2011 90-98% 100% pacientes, necesita ser validado con
I et 2y, WEL gestaciones intraute s anormales
o I1l: No mostrd beneficio sob
Activina A, progesterona, hCG Warrick 2012 70% 69% o e e R
hCG, progesterona, Zhao 2012 96.2% 72 6% Ill: Necesita validacion en otras
b b

miR-323-3p

cohortes y evaluacion prospectiva

1.5.
Sistema KISS1 - GPR54 - Kisspeptinas

Cémo ya hemos comentado previamente, la implantacion es el proceso por el que el embrién
se orienta, adhiere y, finalmente, invade el endometrio materno, siendo un proceso clave para
el éxito de la reproduccion y desarrollo embrionario. Se requiere una estrecha regulacion del

proceso para prevenir una invasion patolégica o excesiva.

Existen grandes similitudes entre el proceso de invasion del citotrofoblasto (implantacion) y
la invasion de las células cancerigenas. Sin embargo, el proceso de implantacion esta regulado

por una serie de procesos no del todo conocidos, que evitan una invasion celular descontrolada.

Dentro de este proceso de control y regulacion implantatorio, se ha propuesto un papel para las

kisspeptinas, proteinas codificadas por el gen KISS1 en humanos 45,
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Historia

En 1996, el laboratorio del doctor Daniel Welch en Hershey, Pensilvania, aislé6 un cDNA de una
célula cancerosa incapaz de generar metéstasis una vez el cromosoma humano 6 fue afadido a
la misma. Este gen se llamo KISS1 debido a donde fue descubierto, hogar de la fabrica de choco-

lates Hershey y de su famoso Hershey's Kiss.

El hecho de que KISS1 era responsable de esta supresion de la capacidad de diseminacién fue de
nuevo comprobado al ser transferido a células de melanoma, en las cuales se inhibié también su

capacidad de metastatizar.

Tres afios mas tarde, en 1999, un receptor ligado a proteina G fue descubierto en la rata, clonado
y llamado GPR54. 2 afios més tarde, el mismo receptor se aislé en humanos. Una vez identifica-
dos los receptores, diferentes ligandos enddgenos fueron aislados a partir de distintas lineas ce-
lulares in vitro (HEK293, B16-BL6 y células CHO-K1) que expresaban estos receptores. El ligando

natural de este receptor resulto ser la kisspeptina, una proteina codificada por el gen KISS1.
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Los siguientes pasos consistieron en hallar los diferentes mecanismos con los que se relaciona

la kisspeptina.

Esta proteina estd implicada, entre otros, en los procesos del eje hipotdlamo-hipofiso-gonadal,
como han demostrado varios grupos de trabajo desde 2003, asocidndose mutaciones en su re-
ceptor a problemas de desarrollo gonadal durante la pubertad, menores niveles circulantes en

sangre de esteroides sexuales y gonadotropinas e incluso esterilidad.

A continuacién, se muestra una tabla resumen con los distintos estudios publicados combinan-

do diversos marcadores precoces de gestacion ectdpica.
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GenOmicay estructura

El gen KISS1 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 1 (1g32) y presenta cuatro exones. Su
traduccion genera inicialmente un péptido de 145 aminoacidos que posteriormente deriva en
una proteina de 54 aminoacidos, conocida formalmente como kisspeptina o metastina, que es el

ligando natural del receptor GPR54.

Existen mas miembros en esta familia de neuropéptidos denominados kisspéptidos o kisspeptinas.
Mediante accion proteolitica genera péptidos de menor tamafo como son kp10, kp13 o kp14 16147,
Estas proteinas pertenecen a su vez a la familia de la RFamidas, que conservan una estructura idén-

tica de arginina-fenilalanina-NH2 en su extremo C terminal.

/ Figura 4

Estructura de las kisspeptinas en humanos, péptidos codificados por el gen KISS1.

Prepro-kisspeptin (MW: 15.4kDa)

1 19 20 65\ 68 121\ 124 145

NH2 — Kisspeptin-54 / Metastin I —COOH
68-121 (MW: 59kDa)
108-121 (MW: 1.7kDa)

KISSPEPTINS

109-121 (MW: 1.6kDa)

112-121 (MW: 1.3kDa)

Extraido de Hu et al, 2019 ™.

Los kisspéptidos actiian como ligando a través de un receptor acoplado a proteina G llamado
GPR54, que fue aislada inicialmente en la rata y que presenta un 45% de similitud con los re-
ceptores de la galanina 8. Este receptor también ha sido llamado AXOR12 o hOT7T175 81, La
estructura de este receptor esta conservada en muchos vertebrados, presentando 398 aminoaci-
dos en 7 dominios transmembrana, siendo las secuencias presentes en las regiones uno, cuatro

y siete altamente conservadas transespecies.
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Vias de accion y papel biologico

La expresion del sistema KISS1-GPR54 ha sido demostrada en gran variedad de tejidos entre los
que se encuentra la placenta (sincitiotrofoblasto), el hipotalamo, los ganglios basales, la medula

espinal, el pancreas y el plasma 7148150151,

Las funciones descritas de los kisspéptidos son variadas. Por ejemplo, el kp10 se ha visto relacio-
nado con un aumento del calcio intracelular, con la hidrolisis del fosfoinositol, con la liberacion
de acido araquidonicoy con la regulacién de algunas citokinas. Estos efectos han sido encontra-

dos en células que sobreexpresan el KISS1-R ',
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/ Figura s

Vias de sefalizacién KISS1/kisspeptinas y sus funciones potenciales.
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Extraido de Hu et al, 2019 ™.

1.5.3.1. Papel en la pubertad

Parece ser que mutaciones a nivel del gen que codifica este receptor se han visto asociadas con

sindromes que cursan con hipogonadismo hipogonadotropo 523,

Dentro de su papel en el proceso de regulacion neuroendocrina, se ha propuesto que el KISS actia
sobre la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) a nivel hipotalamico, y secundariamente

influye en la produccién de hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH).

Respecto a la FSH, la inyeccion intracerebral en ratas prepuberales aumenta la produccion FSH
a nivel hipofisario con un méaximo a los 15 minutos y hasta los 60 minutos, en cambio en ratas

adultas existe un retraso en la liberacion maxima con respecto a los prepuberes >,

La administracion periférica (intraperitoneal -ip- o intravenosa -iv-) de KISS-1 produce exacta-
mente los mismos efectos que la intracerebral, lo que supone que la regulacién de la GnRH se

produce a través de la eminencia media y el nticleo arcuato '

La dosis necesaria de KISS-1 para el estimulo de la FSH es muy superior a la necesaria para el
estimulo de la LH, 400 pmol frente a 4 pmol, lo que hace hipotetizar que niveles bajos de KISS-1
generan pulsos rapidos en la GnRH liberadores de LH y dosis mayores generan pulsos lentos

liberadores de FSH 51154,

La regulacion de la GnRH es totalmente independiente de otros neuropéptidos como son ON y
glutamato, asi como la leptina, que es un activador del eje gonadotroépico, los cuales no presen-

tan interaccion con el KISS-1, siendo éste suficiente para la activaciéon de GnRH.

In vitro la respuesta del tejido hipofisario no es tan elevada, por lo que el efecto directo del KISS-1

sobre la FSH no es tan importante.

En cuanto ala LH, actta de forma similar que con la FSH, aunque es mucho mas sensible ya que
aumenta con menor dosis de KISS-1. E1 KISS actua a través de la GnRH estimulando la liberacion
a nivel hipofisario. La respuesta tras estimulo periférico es menor en este caso, aunque impor-
tante, participando igualmente el nucleo arcuato y la eminencia media. Los efectos centrales
y periféricos inducidos por los kisspéptidos sobre la LH y la FSH parecen ser bloqueados por

antagonistas de la GnRH %5,

Se ha sugerido que la administracion central crénica de kisspéptidos puede inducir una puber-

tad precoz en ratones hembra '5"'%%,

En los dltimos afnos, la caracterizacion de la faceta reproductiva del sistema kisspeptina/GPR54 ha
permitido la definicién de su papel fundamental en la regulacion de la secrecion de gonadotropi-
nas. Las kisspeptinas se han postulado como el activador mas importante del eje GnRH-LH. Ade-
mas, el sistema KISS1 hipotaldmico parece poseer funciones fisioldgicas esenciales, ya que actaa
como conducto central para sustancias periféricas claves en el eje gonadotropo, como los esteroi-
des gonadales, los cuales regulan la expresion hipotalamica del gen KISS1 de forma nucleo-espe-

cifica, en concordancia con su papel en las vias de retroalimentacion positiva y negativa 541, Este
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también parece ser el caso de hormonas metabdlicas, como la leptina, cuya modulacién de la

funcién de GnRH parece ser se realiza a través de neuronas intermediarias KISS1 '°.

La idea original de que las kisspeptinas y el GPR54 jugaban un papel fundamental en la madu-
racion puberal ha sido ampliamente confirmada por una combinacion de analisis de expresion
y de pruebas funcionales que han aportado evidencia suficiente del incremento de expresion
de KISS1y de sefiales relacionadas con el GPR54 a lo largo de la pubertad en distintas especies
de roedores y primates 15715 Ademads, estos estudios han mostrado la capacidad de las kiss-
peptinas para activar precozmente el eje gonadotropo en ratas y monos inmaduros >*'*°y para
reactivar el proceso de maduracion puberal en situaciones de balance energético negativo ',
Sin embargo, aunque su papel como activador de la secrecion de GnRh en la pubertad esté claro,
persiste la duda de si las kisspeptinas son el gatillo primario para el inicio de la pubertad o si

operan, junto con otras sefales, como efectores finales de otros factores reguladores.

1.5.3.2. Papel en la supresion tumoral

El gen KISS-1 fue inicialmente descubierto como un gen supresor de metastasis, implicado en
algunos canceres como el melanoma, tumor papilar de tiroides, cancer de mama, cancer de pan-

creas, y en menor medida en cancer de vejiga y carcinoma epidermoide de es6fago 146161163,

La activacion del GPR54 a través de las kisspeptinas estimula la hidrolisis del fosfatidil inositol,
la movilizacion del calcio intracelular, la liberacion de acido araquidénico y la fosforilacion de
ERK1/2MAPK, demostrando su capacidad de inhibir la motilidad celular, la invasion, la prolife-
racion y las metastasis '*%. Sin embargo, el mecanismo preciso todavia no esta claro. KISS1 se ha
convertido en el factor predictor independiente mas importante entre los factores pronésticos
convencionales de cancer gastrico 5. Hata et al mostraron que niveles menores de expresion de
este gen se asociaban a una invasion mas agresiva en pacientes con cancer de ovario, y por tanto
con peor prondéstico '°. Martin demostré que la sobrexpresion de KISS1 incrementaba la progre-
sion del tumor en el cancer de mama '%. El papel del gen KISS1 en la progresion de la enfermedad
se relaciond con la sobreexpresion de KISS1y GPR54 en casos avanzados de hepatocarcinoma
168169 Determinando niveles de KISS en carcinomas endometriales se ha visto su relacion de sus

niveles con el estadio, grado de invasiéon y afectacion ganglionar 7.

La delecién homocigota, la metilacién o diversas mutaciones en el gen KISS1 podrian ser res-
ponsables de su regulacién a la baja, produciéndose asi el incremento en la invasion tumoral.
Sin embargo, los mecanismos detras de estos procesos implicados en la progresion tumoral no
estan del todo claros, a pesar de ello KISS1 ha surgido en los tltimos afos como un fuerte candi-

dato como diana molecular en el desarrollo de tratamiento antitumorales .

1.5.2.2. Papel durante la gestacion

Diversos estudios han demostrado que la metastina o kisspeptina-54, producto de la expresion
de KISS1, juega un papel importante en la regulacion de la invasion trofoblastica a través de la
interaccion con su receptor GPR54 durante el primer trimestre de embarazo, tanto en humanos

como en roedores.

La expresion de KISS1 en tejido placentario humano incrementa gradualmente con las sema-
nas gestacionales 2, como demostro la correlacion linearmente positiva entre los niveles de
mRNA de KISS1y los dias de gestacion. De igual forma, se publicé un incremento en los niveles
de mRNA tanto de KISS1 como de GPR54 en trofoblasto de placenta humana y de raton coin-
cidiendo con la edad gestacional a la cual existe un pico en la oleada de invasion trofoblastica,
por tanto un momento critico en el proceso de implantacion . Ademas, estudios in vitro han
mostrado que la kisspeptina-10 inhibe la migracion e invasion de células HTR8SVneo, una linea

celular derivada de trofoblastos humanos de primer trimestre 73174,

Diversos estudios han investigado de qué manera la metastina puede regular la invasion tro-
foblastica en la decidua. Estudios in vitro han mostrado que KISS1 inhibe la actividad de la
metaloproteinasa 9 (MMP-9) 5, Las MMPs son moléculas normalmente implicadas en remo-
delacién tisular, implantaciéon embrionaria y desarrollo placentario. Las kisspeptinas parecen
estar implicadas en la inhibicion de la migracion e invasion trofoblastica en el primer trimestre
de gestacion mediante la actuacion sobre las metaloproteinasas, que son inhibidas, evitando
la invasion trofoblastica excesiva 7>, Ademas, otros mecanismos mediados por kisspeptinas
pueden verse implicados como la activacion de quinasas de adhesion focal 8149172 glteracion de

inhibidores tisulares de MMPs (TIMPs) o el sistema activador/inhibidor del plasminégeno.
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Dentro de este proceso de regulacion de la invasion trofoblastica, se ha visto un aumento pro-
gresivo de los niveles de metastina a medida que progresa el embarazo °>'7> que también se

correlacionan con los valores de hormonas sexuales y lactdgeno placentario 162.

Las células metastina (+) parecen localizarse en el sinciotiotrofoblasto, confirmandose de nuevo
que la placenta es un 6rgano endocrino capaz de producir diferentes hormonas, como la BhCG

y el lactégeno placentario 6217,

Considerando la localizacion de las células metastina (+) y su aumento progresivo en plasma
durante la gestacion, es posible que la metastina se encuentre implicada en el mecanismo de
regulacion de la invasion trofoblastica 517 siendo sus niveles proporcionales al grado de una

correcta implantacion.

/ Figura 6

Microfotografias mostrando expresiéon de KISS1y su receptor en tejido placentario en dis-

tintas etapas del embarazo normal mediante inmunohistoquimia, mostrandose las células

positivas de color marrén.

Early pregnancy Normal term pregnancy
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Extraido de Cratwright y Williams, 2012 '°,

Diversos estudios han encontrados niveles menores de expresion de kisspeptinas en trofoblasto de
pacientes con abortos de repeticion ', probablemente asociado a una disregulacion de las células

NK que infiltran la decidua; y en pacientes con episodios de sangrados al inicio de la gestacion '*2.

También se han demostrado distintos niveles de expresion de KISS1 en placentas de pacientes
afectas de preeclampsia con respecto a controles '°"72183184 g5i como un incremento en este tipo
de pacientes de los niveles séricos de kisspeptinas circulantes %%, lo que reforzaria el papel del

KISS1-GPR54 en el desarrollo placentario.

1.0.
Resultados
de estudios
preliminares

Dados los hallazgos presentados previamente en la literatura referentes a la expresion de KISS1
alo largo de la gestacion, se planteé como un buen candidato a biomarcador predictor del de-

sarrollo placentario.

En una primera aproximacion, se analizaron muestras de placenta de diversas etapas de la ges-
tacion en humanos; placentas de gestantes sin patologia aparente. Estas muestras, transferidas
en forma de RNA total ya extraido, no presentaban todas ellas caracteristicas cuantitativas y
cualitativas similares. A modo de ejemplo, la concentracién y el indice de calidad del RNA mos-
traban fluctuaciones muy significativas entre muestras. Por este motivo, se plante6 llevar a cabo
una pre-seleccion de las muestras en base a los niveles de expresion del gen control (RP-L19) de-
tectado mediante RT-PCR semi-Q. En su conjunto, se evaluaron muestras de RNA de placentas
procedentes de gestaciones de 8, 9, 10, 13,15, 17, 20, 32, 35, 40 y méas de 40 semanas. En la mayoria
de los casos, se analizaron de 1 a 3 muestras individuales por edad gestacional (siempre que lo

permitiera la disponibilidad de material tisular o RNA).
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Estos analisis confirmaron que el gen KISS1 se expresa abundantemente en el tejido placentario
humano a todo lo largo de la gestacion, lo que concuerda con lo que se ha publicado en la litera-
tura '*°. Como muestra de la abundancia de expresion de esta sefal en el tejido placentario, los
ensayos de optimizacion permitieron definir condiciones de amplificacién con un namero de

ciclos de PCR inferior a 30.

/ Figura 7

Anadlisis representativo de la expresién del gen KISS1 en placenta humana en diversas

etapas de la gestacién. Se emplea como gen control RP-L19.
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A pesar de su expresion conservada a lo largo de la gestacion, los primeros estudios realizados
en RT-PCR semi-Q parecian detectar cambios de expresion segtin la edad gestacional. Aunque
el nimero de muestras analizadas era atin escaso, un perfil tentativo de los niveles de expresion

se ofrece en la figura siguiente:

/ Figura 8

Perfil tentativo de los cambios en los niveles relativos de expresidn del gen KISS1 en

placenta humana en diversas etapas de la gestacion.
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A continuacion, se muestran los resultados iniciales obtenidos, mediante andlisis de RT-PCR, de
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la la expresion de KISS1 en placentas de distintas edades gestacionales.

/ Figura 9

Perfil tentativo de los cambios en los niveles de expresién del gen KISS1 en placenta

humana por trimestres de gestacién.
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En esta misma linea, se inicio el analisis de niveles relativos de expresion del gen KISS1 en pla-
centas de embarazos ectépicos, realizandose los analisis de expresion en estas muestras en pa-

ralelo a muestras placentarias de 9 a 10 semanas de gestacion.

Aunque el tamano muestral es atin limitado, los resultados iniciales fueron tremendamente su-
gestivos, apuntando a la supresion, muy marcada, de la expresion del gen KISS1 en placentas

ectopicas; fendmeno no descrito hasta la fecha.

Una imagen representativa de los analisis iniciales mediante RT-PCR semicuantitativa realiza-

dos en este punto se encuentra en la figura 10.

/ Figura 10

Analisis representativo de la expresiéon del gen KISS1 en placentas procedentes de

gestaciones ectdpicas.

Con fines comparativos, se ofrecen igualmente datos de expresion del gen KISST en muestras
de placenta humana normal en la semana 10 de gestacion. Se emplea como gen control RP-L19.
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A continuacion, se muestran los resultados iniciales obtenidos, mediante andlisis de RT-PCR, de

la expresion de KISS1 en placentas “sanas” versus gestaciones ectopicas.

/ Figura11

Perfil tentativo de los cambios en los niveles de expresién del gen KISS1 en placenta

humana versus gestaciones ectdpicas.
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Estos resultados alentadores en los estudios preliminares nos empujaron a plantear la hipotesis

de trabajo en la que se basa el presente proyecto de tesis doctoral.
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Hipotesis
y objetivos

2.1

Hipotesis

Los niveles de expresion del gen KISS1 se corresponden proporcionalmente con el grado de co-
rrecta implantacion placentaria, de forma que aumentan progresivamente durante la gestacion
normoevolutiva. Del mismo modo, en las gestaciones con alteraciones de la implantacion pla-
centaria, los niveles de expresion del gen KISS1 diferiran de los niveles de las gestaciones sin

esas alteraciones.

El hecho de poder detectar los productos de expresion de este gen (kisspeptinas) en plasma po-
dria implicar su empleo como marcador para la deteccion precoz de alteraciones de la implan-
tacion, como ocurriria en las gestaciones ectopicas, en caso de confirmarse su patron diferente

de expresion.

Por tanto, la hipdtesis de trabajo establece que la expresion de KISS1 en tejido trofoblastico di-

fiere en las gestaciones ectdpicas respecto a las gestaciones intrauterinas.

2.2
Objetivos

/221

Objetivos primarios
1. Realizar un analisis de los niveles de expresion de ARN mensajero de KiSS1 en tejido placen-
tario de primer trimestre de gestaciones intrauterinas normoevolutivasy de gestaciones ectopi-

cas, para posteriormente compararlos.

2. Correlacionar estos niveles de expresion con los niveles de kisspeptinas circulantes en sangre

en ambos tipos de gestacion.




/222
Objetivos secundarios

1. Caracterizar el comportamiento de los niveles circulantes de kisspeptinas en suero como po-

sible herramienta diagndstica de gestacion ectopica.

2. Conocer el rendimiento global del parametro en estudio (kisspeptinas circulantes) como

prueba diagnéstica.

3. Plantear el posible valor de kisspeptinas circulantes que podria discriminar gestaciones nor-

moevolutivas de las de implantacion ectopica.
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Material
y métodos

31
Ambito
de estudio

El reclutamiento de pacientes y la obtencion de muestras fue realizada en el servicio de Gine-
cologia y Obstetricia del Hospital Universitario La Fe de Valencia (centro asistencial de nivel
terciario dependiente del Servicio Valenciano de Salud) y en la Clinica Mediterranea Médica
(centro concertado por la Conselleria de Sanidad para la realizacion de las interrupciones vo-

luntarias del embarazo previstas en la cartera de servicios).

El estudio posterior de las muestras obtenidas tras su procesamiento se llevé a cabo en el Insti-
tuto Valenciano de Infertilidad (IVI) de Valencia y en el Departamento de Biologia Celular, Fisio-

logia e Inmunologia de la Universidad de Cordoba.

32.
Diseno
del estudio

Se trata de un estudio observacional transversal que compara gestaciones de primer trimestre:
gestaciones intrauterinas normoevolutivas con gestaciones ectopicas. Se obtuvo tejido trofo-
blastico y muestras de sangre periférica (suero) de aquellas pacientes que aceptaron participar

en el mismo, tras obtener el consentimiento informado de cada una de ellas.

El cronograma de desarrollo del estudio es el siguiente:
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Marzo 2010 - Mayo 2010: Disefio del proyecto

Junio 2010 - Diciembre 2012: Reclutamiento de pacientes y recogida de muestras
Enero 2013 - Diciembre 2015: Procesamiento de muestras

Enero 2016 - Diciembre 2016: Analisis de resultados

Enero 2017 - Diciembre 2019: Redaccion y publicacion

Mayo 2020: Redaccion tesis doctoral

3.5.

Consideraciones
éticas

Este proyecto fue aprobado por el Comité ético de investigacion clinica (CEIC) del Hospital
Universitario La Fe de Valencia, en su sesion del 7 de junio de 2010, con nimero de registro

2010/0146.

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos los sujetos
participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre de protec-
cién de datos y garantia de los derechos digitales y en el Reglamento (UE) 2016/679 del Parla-

mento europeo y del Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccién de Datos (RGPD).

El proyecto ha contado con la financiacion de las becas BFU2014-57581-P & BFU2017-83934-P
(MT-S.; Ministerio de Economia y Competitividad, Espafa; a su vez financiadas por la Uniéon Eu-
ropea a través del programa FEDER); del proyecto PIE-00005 (MT.-S,; Flexi-Met, Instituto de Salud
Carlos I11, Ministerio de Sanidad, Spain); y de los proyectos PO8-CVI-03788 y P12-FQM-01943 (MT-S.;

Junta de Andalucia, Espana).

3.4

Poblacion

Se incluyeron pacientes diagnosticadas de gestacion ectépica que cumplieran criterios para tra-
tamiento quirdrgico y pacientes con gestaciones normoevolutivas que solicitaron la interrupcion
voluntaria del embarazo. Cada sujeto debia cumplir todos los criterios de inclusion y ninguno de

exclusion para participar en el estudio.

3.5.
Inclusion
de pacientes

Las pacientes se diagnosticaron de gestacion ectopica empleando la ecografia transvaginal en
combinaciéon con determinaciones seriadas de BhCG en sangre. Las pacientes aportaron la fe-

cha de dltima regla para datar la gestacion.

La confirmacion diagndstica y el tratamiento en todos los casos se efectu6 mediante una la-
paroscopia quirurgica, que fue el tratamiento de eleccién ya que las pacientes reclutadas no

cumplian criterios para el manejo expectante o con tratamiento médico.

Estos criterios de inclusion para tratamiento quirdrgico incluyeron los descritos en las guias
clinicas y los protocolos de actuacion en la practica habitual *”;

- Inestabilidad hemodinamica

- Presencia de hemoperitoneo

- Abdomen agudo con cuadro de dolor severo

- Diametro de la imagen de gestacion ectopica por ecografia mayor de 4 cm



- Presencia de latido embrionario al aplicar ultrasonidos

- Niveles de BhCG en sangre mayores a 5000 UI/L

Los casos control se recogieron a partir de pacientes que solicitaron la interrupcion voluntaria
del embarazo (IVE) acogiéndose a la Ley Organica 2/2010 188, del 3 de marzo, que regula, entre
otras, las condiciones para acceder a esta prestacion. En este caso, se trata de mujeres que solici-
taban interrumpir el embarazo acogiéndose al primer supuesto que establece la ley, que dispone

lo siguiente:

A) A peticion de la embarazada: Podra interrumpirse el embarazo dentro de las primeras cator-

ce semanas de gestacion, siempre que concurran los requisitos siguientes:

a) Que se haya informado a la mujer embarazada sobre los derechos, prestaciones y ayudas
publicas de apoyo a la maternidad, en los términos que se establecen en los apartados 2y 4

del articulo 17 de esta Ley.

b) Que haya transcurrido un plazo de al menos tres dias, desde la informacion mencionada

en el parrafo anterior y la realizacion de la intervencion.
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Criterios de inclusion de casos

Cada sujeto debia cumplir todos los criterios siguientes para participar en este estudio:

- Mujeres mayores de 18 afios
- Mujeres capaces de entender y estar de acuerdo con la toma de muestras propuesta

- Firma de consentimiento informado

- Pacientes diagnosticadas de gestacion ectépica subsidiarias de tratamiento quirtrgico de

su patologia

- Pacientes solicitantes de IVE en el primer supuesto contemplado por la ley

/352,
Criterios de exclusion de casos

Se excluy6 de la seleccion para participar en el proyecto a cualquier sujeto que cumpliera uno

de los criterios siguientes:
- Incumplir alguno de los criterios de inclusion arriba descritos

- Pacientes con diagnostico previo de patologias asociada con posible alteracion de la
implantacion: anomalias uterinas, trombofilias, adenomiosis, endometriosis, HTA...

- Pacientes que hubieran llevado tratamiento previo con metotrexate (en el caso de las gesta-
ciones ectopicas) o cualquier otro medicamento que pudiera interferir con los mecanis-

mos de proliferacién celular (en todos los casos)

En todas las pacientes se realizé una anamnesis rigurosa segin protocolo de ambos centros

implicados.

3.0.

Técnicas

de obtencion
de muestras

Todos los diagnoésticos de gestacion ectopica 'y su subsiguiente tratamiento quirtrgico se reali-
zaron en el Hospital Universitario La Fe de Valencia, centro sanitario terciario de referencia de

la Comunidad Valenciana con amplia experiencia en el manejo de estas patologias.

Todos los tratamientos de IVE se realizaron en la Clinica Mediterranea Médica, centro con sede
en Valencia concertado por la Conselleria de Sanidad para llevar a cabo los procedimientos de
IVE del primer supuesto segtin establece la ley, previa remision desde Atencion Primaria / Cen-
tro de Salud Sexual y Reproductiva, siempre y cuando las pacientes cumplieran los requisitos

para acogerse a este servicio.
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Extraccion de tejido

En el caso de las gestaciones ectopicas, tras firmar el consentimiento informado (ANEXO 1)
para participar en el estudio y para la intervencion, se realizo el procedimiento quirtrgico

mediante laparoscopia (via de eleccion) o laparotomia segtin la técnica habitual.

/ Figura12

Imagen de gestacion ectdpica

tubdrica intervenida mediante
laparoscopia.

Fuente propia.

Las gestaciones ectopicas seleccionadas para este estudio fueron gestaciones ectdpicas inte-
gras localizadas en el istmo o en la porcion proximal de la ampolla de la trompa de Falopio. La
porcion tubarica conteniendo la gestacion ectopica fue clampada en ambos extremos (aproxi-
madamente a1 cm del saco gestacional) y se aplico coagulacion bipolar para la hemostasia. De
igual forma, se coagulé mediante energia bipolar el tejido mesenquimal adyacente. A continu-
acion, se practico la salpingectomia mediante corte con tijeras. Uno de los investigadores del
equipo del estudio, presente en el quirdfano, realizo la toma de muestra de tejido trofoblastico

inmediatamente después de la extraccion de la pieza quirurgica.

La toma de muestra consistio en la realizacion de una incision longitudinal en el borde anti-
mesentérico de la superficie tubarica, aplicando posteriormente una suave presion en ambos

extremos digitalmente paralaextraccion del saco gestacional, todo ello bajo condiciones estériles.

El tejido trofoblastico se separ6 cuidadosamente del tejido tubarico y de los codgulos sangui-
neos en la sala de operaciones empleando un estereomicroscopio o microscopio de diseccién
OPTIKA B-191. Las muestras de tejido trofoblastico se colocaron inmediatamente en alicuotas
con TRIzol como reagente, siendo a continuacion congeladas y almacenadas a -80°C hasta su

procesamiento.

/ Figura13

Seccion longitudinal del saco gestacional
de una gestacion ectdpica tubdarica con

exposicion del tejido trofoblastico.

Fuente propia.
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Extraccion de sangre periférica

Tanto en los casos como en los controles, se aprovecho la intervencion quirturgica para obtener
una muestra de sangre periférica, de la que el suero fue obtenido y congelado para posteriores

determinaciones analiticas.

Para obtener la muestra de suero, se extrajeron 4 ml de sangre periférica de cada paciente, en

tubos EDTA. La recogida de muestras de sangre se realizé siguiendo un protocolo riguroso
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adhiriéndose a las condiciones publicadas para la mejor preservacion de las kisspeptinas para

su deteccion inmunomeétrica posterior %,

Las muestras fueron procesadas y almacenadas en las condiciones apropiadas tan pronto como

fue posible siguiendo las siguientes recomendaciones 9°1;

- Después de la extraccion, se permitio que la sangre coagulara durante 15-30 minutos a tem-

peratura ambiente (18-22°C).

- Se centrifugaron los tubos de sangre dentro de la hora siguiente a la extraccion a 1.600 g du-
rante 10 minutos a temperatura ambiente. Esta velocidad, tiempo y temperatura de centrifu-

gacion reduce la contaminaciéon con plaquetas.

- El suero obtenido fue alicuotado y almacenado a -80°C.

Todas las muestras fueron inmediatamente congeladas a -20°C en el congelador disponible en
el area de quiréfanos de los dos centros (modelo Candy CCDS 6172W, Haier Europe, Brugherio
(MB) - Italy) y posteriormente trasladadas para su almacenamiento a largo plazo al congela-
dor de muestras a -80°C, modelo Forma 700™ (Thermo Fischer Scientific, Wilmington, DE).
Este congelador pertenece al grupo de investigacion de Medicina Reproductiva y Fertilidad
del Instituto de Investigacion Sanitaria IIS La Fe, situado en el Biopolo de Investigacion, Torre

A, 6% planta.

Todos los traslados de estas muestras congeladas se realizaron sin romper la cadena del frio,
segun los protocolos establecidos habitualmente, mediante embalajes apropiados y con hielo

seco, y a través de servicios de mensajeria con experiencia en este tipo de transporte.
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Determinaciones en tejido trofoblastico

El ARN fue aislado de las muestras de tejido trofoblastico humano en distintas etapas del em-
barazo (tanto en los controles como en el embarazo ectopico), utilizando un medio denominado

TRIzol™ Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA), siguiendo el protocolo del fabricante (ANEXO 2).

El reactivo TRIzol™ Reagent permite realizar la precipitacion secuencial de ARN, ADN y
proteinas a partir de una sola muestra 2. Después de homogeneizar y lisar la muestra con
TRIzol™ Reagent, se anade cloroformo, y el material homogenizado se separa en una fase clara
superior acuosa (que contiene ARN), una interfase, y una capa organica inferior roja (que con-
tiene el ADN y las proteinas). E1 ARN se precipita a partir de la capa acuosa con isopropanol.
Posteriormente, se lava el ARN precipitado para eliminar las impurezas, y luego se puede re-
suspender para su uso en aplicaciones posteriores. E1 ARN aislado se puede utilizar en RT-PCR,
analisis de Northern Blot, hibridacion Dot Blot, seleccion de poli(A)+, traduccién in vitroy clon-

acion molecular.

Posteriormente, la calidad y la concentracién de este ARN fue determinada por espectrofo-
tometria, empleando un espectofotémetro NanoDrop 2000™ (Thermo Fischer Scientific, Wilm-

ington, DE).

En la espectrofotometria se aprovecha la absorcién de radiaciéon electromagnética en la zona
del ultravioleta y visible del espectro. La muestra absorbe parte de la radiacion incidente en este
espectroy promueve la transiciéon del analito hacia un estado excitado, transmitiendo un haz de
menor energia radiante. En esta técnica se mide la cantidad de luz absorbida como funcién de
lalongitud de onda utilizada. La absorcion de las radiaciones ultravioletas, visibles e infrarrojas
depende de la estructura de las moléculas, y es caracteristica de cada sustancia quimica. Esto
permite determinar la cantidad de concentracion en una solucion de algiin compuesto. La ab-
sorcion a 260 nm proporciona dcido nucleico, mientras que la absorbencia en 280 nm determina

la pureza de la muestra.

Las muestras de tejido que alcanzaron el nivel de pureza requerido y las muestras de suero

fueron remitidas para su posterior analisis.

Para cuantificar el ARNm de KISS1 en el tejido trofoblastico, 1 microgramo de RNA de cada
muestra fue tratada con RQ1 RNAse-free DNAse-I (Promega, Madison, WI) (ANEXO 3), que es
una preparacion de desoxirribonucleasa que degrada el ADN de una sola cadena o de doble
cadena para producir oligonucledtidos 3’-hidroxilo. Esta preparacion esta calificada para su uso

en aplicaciones donde el mantenimiento de la integridad del ARN es primordial.
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Posteriormente, la muestra fue retro-transcrita en una reacciéon de 30 microlitros utilizando
iScriptTM reverse transcription Super-mix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Se trata de un
reagente que contiene en un tubo todos los componentes necesarios, excepto el ARN a tratar,

para la sintesis mediante retrotranscripcion de ADNc de primera hebra (ANEXO 4).

Para la posterior amplificacién por PCR en tiempo real, se utilizé el SYBR Green gPCR Master
Mix (Promega, Madison, WI). SYBR Green es un fluoréforo de cianuro que se intercala y tifie
el ADN de doble cadena. La medicion de la intensidad de fluorescencia SYBR después de cada
ciclo de amplificacion permite cuantificar la cantidad de ADN. Las soluciones comerciales mas-
termix, como la empleada, estan listas para usar y contienen todos los componentes necesarios,
incluyendo polimerasa, tinte, ANTP y tampén. Simplemente precisa afadir la plantillade ARNy

los primers o cebadores (ANEXO 5).

Se realizaron PCR en tiempo real sobre las muestras de tejido validas usando un sistema Bio-

Rad SFX 96 Real-Time System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) ',

La PCR cuantitativa en tiempo real, o RT-qPCR, es un método estandar para detectar y cuan-
tificar una secuencia génica de destino especifica o cuantificar los niveles de expresion génica
en una muestra. El uso de tintes fluorescentes de union al ADN, como SYBR® Green en nuestro
caso, es uno de los enfoques de RT-qPCR mas sencillos. Se ainade un tinte a la reaccién y la flu-
orescencia se mide en cada ciclo de PCR. Debido a que la fluorescencia de estos tintes aumenta
drasticamente en presencia de ADN de doble cadena, la sintesis de ADN puede ser monitoreada

como un aumento en la seial fluorescente.

La salida primaria de un experimento de PCR en tiempo real es una curva de amplificaciéon que

muestra la acumulacion de producto amplificado como sefial fluorescente frente al nimero de ciclo.

La cuantificacion de la cantidad de material de partida se realiza utilizando el ciclo de cuanti-
ficacion (Cq, también conocido como Ct). Cq o Ct (ciclo de umbral) es el ciclo de amplificacion
en el que la sefial de fluorescencia detectada alcanza un umbral de amplificacion en un pozo
especifico. El umbral de amplificacion se calcula en funcién de la fluorescencia de fondo sobre
la region de linea base de todas las curvas del grupo y representa el punto en el que la sefial

del emisor buscado es significativamente mayor que los niveles de fondo. Cq estd inversamente

relacionado con la cantidad de plantilla de inicio en la reaccién y es una medida relativa de la

concentracion de la secuencia objetivo en la reaccion PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real se llevo a cabo con las siguientes secuen-

cias de primers o cebadores:

/ Tabla 4

Técnicas aplicadas (RT-PCR; sefiales, primers y condiciones).

Nombre Secuencia Condiciones
L19 sense 5'- GAAATCGCCAATGCCAACTC - 3° 40 Ciclos
L19 as 5°- ACCTTCAGGTACAGGCTGTG - 3 55 ° €
(290 pb)
TRTKissTH sense 5°- AGCTGCCCACCCTCTGGACA - 3~ 40 Ciclos
TRTKissTH as 5" - GCTTGCCTCAGTCCTGGCCTG - 3° 63°C

(93 pb)

Primers utilizados para estudios de RT-PCR Real Time.

Se empled TG-3 para la amplificacion de un fragmento de 290 pares de bases del ARNm de la
proteina ribosdmica L19, usada como control interno para la eficiencia de la reaccién y de la

carga de muestra.

La PCR se inici6 con un ciclo de 3 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de 15 segundos a 95°C, de

30 segundos a 62°C, de 10 segundos a 72°C, y finalmente un ciclo de 1 minuto a 72°C.

El calculo de los niveles relativos de expresién de KISS1 se llevo a cabo mediante el método del
ciclo umbral (CT) ™% El valor de CT de cada muestra y ARNm diana (KISS1 y L19) se calculd
empleando el software Bio-Rad CFX manager 2.0 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) aplican-

do un sistema automatico de ajuste del umbral de fluorescencia.
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La expresion final de los datos de qPCR para mRNA se obtuvieron mediante el método 22T,
de acuerdo a la férmula original de qPCR (ecuacion = 2 At reference Acttarget]) “qonde el incremento
de C, (AC,) en cada muestra se obtiene mediante la substraccion al valor especifico de C, del
objetivo (KISS1) del valor de L19 (empleado como control interno), mientras el valor AAC, se
obtiene sustrayendo al valor de AC, de cada muestra problema el valor de la muestra de refer-
encia control. De esta forma, se consigue la normalizaciéon de los niveles relativos de mRNA de
KISS1 frente a la expresion de los niveles del control interno L19, expresandose las diferencias

como veces de cambio (fold-increase) respecto a las muestras control.

Para la presentacion de resultados, los datos finales se multiplicaron por 100.
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Determinaciones en suero

Los niveles plasmaticos de kisspeptinas (KP) fueron analizados mediante un radioinmuno-en-

sayo (RIA) especifico, desarrollado por un colaborador externo '951%,

Esta técnica se utiliza para detectar y cuantificar sustancias que se encuentran en cantidades
muy pequeiias y mezcladas con muchas otras. Es por tanto una técnica muy sensible y muy
especifica. Utilizando anticuerpos de gran afinidad se pueden detectar hasta picogramos de

antigeno. El fundamento es muy sencillo:

- Se mezcla una cantidad constante de antigeno marcado radioactivamente y una cantidad

constante de un anticuerpo para ese antigeno.
- Se produce la reaccion entre antigeno (Ag) y anticuerpo (Ac).
- Se separa la fraccion de antigeno que se ha unido de la que permanece libre .

- Se determina la radioactividad.

Si la muestra contiene ademas antigeno frio (no marcado), éste competira con el marcado para
unirse al anticuerpo, y se observara un descenso en la medida de la radioactividad. Este descen-

so es proporcional a la concentracién de antigeno frio en la muestra

En ausencia de antigeno frio (no radioactivo), todos los complejos Ag-Ac seran radioactivos. La

radioactividad medida es maxima.

En presencia de antigeno frio (no radioactivo), éste compite con el antigeno radioactivo para
unirse al anticuerpo. Por tanto, la radioactividad medida es menor. El descenso es proporcional

ala concentracion de Ag frio presente en la muestra.

Se construye una curva de calibrado (color rojo) que relacione la medida de radioactividad
(cuentas por minuto, cpm) con la concentracion de antigeno frio en la muestra. Si se realiza el
ensayo con una muestra que contiene una cantidad desconocida del antigeno no marcado y se
mide la radioactividad asociada a los anticuerpos, por interpolacién sobre la curva de calibrado

se puede estimar la concentracion del antigeno frio en la muestra.

El anticuerpo primario para dicho ensayo fue generado en oveja tras inmunizacién con el pép-
tido humano, KP-54 conjugado con albumina de suero bovina (BSA). El anticuerpo policlonal
asi generado (GQ2), que se empleo finalmente a una dilucién de 1:3.500.000, ha sido validado,
segun lo recogido en referencias previas 7, presentando una reactividad del 100% con la KP-54
humana, y otros fragmentos de menor tamaio, tales como KP-14, KP-13 y KP-10, pero menos de
un 0.01% de reactividad cruzada con péptidos estructuralmente relacionados, tales como los
péptidos de la familia de las RF-amidas, RFRP1, RFRP2 y RFRP3, ademas del péptido liberador
de prolactina (PrIRP), y los neuropéptidos NPFF y NPAF. Por tanto, permitiria medir el nimero

total de kisspeptinas circulantes.

Para el RIA, se llevé a cabo laiodacion de KP-54 (*°I-KP-54) mediante el empleo de tubos lodogen
(Lund, Suiza), segun las indicaciones del productor, siendo purificada la '*°I-KP-54 mediante cro-

matografia liquida de alta eficacia (HPLC) en un gradiente de acetonitrilo.

Las muestras problema (casos y controles) fueron analizadas en duplicado, en alicuotas de 700
microL conteniendo buffer fosfato 0.06 My BSA al 0.3%, incubadas durante 3 dias a -4°C. La sen-
sibilidad del ensayo permite la deteccion de cambios de magnitud igual o superior a 2 pmol/L
con un limite de confianza del 95%. Los coeficientes de variacion intra-ensayo e inter-ensayo

para este RIA fueron de 8.3 y 10.2%, respectivamente.
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3./,

Analisis estadistico
y obtencion

de resultados

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el software Prism-GraphPad (La Jolla, Cal-

ifornia, USA). Los valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.

Debido a tratarse de una primera aproximacion al sistema KISS1 / kisspeptinas en las gesta-
ciones ectdpicas, se estimd un tamafo muestral de 45 pacientes por rama de estudio (gesta-
ciones ectopicas versus gestaciones normoevolutivas sometidas a IVE), basandose en los
tamanos muestrales con resultados publicados previamente en la literatura con una aproxi-
macion similar a este proyecto de tesis pero en otras patologias (abortos de primer trimestre,

preeclampsia, etc).

Los datos clinicos de las poblaciones a estudio se presentan como la media méas/menos el error
estandar de la media, o como nimeros absolutos y su porcentaje. Tras comprobar la distri-
bucion de las variables en las poblaciones a estudio (mediante los test D’Agostino-Pearson y
Shapiro-Wilk), las semanas de amenorrea (en semanas + dias), la gravidez, el numero de par-
tos, la historia previa de abortos espontdneos o IVEs y el nimero de abortos fueron evaluados
mediante el test U de Mann-Whitney, mientras que la historia previa de embarazo ectépico fue

evaluada mediante el test exacto de Fisher.

Posteriormente, los datos de expresion de KISS1 en tejidos y las concentraciones plasmaticas de
kisspeptinas se presentan como la media méas/menos el error estandar de la media (EEM). Del mis-
mo modo que se ha descrito previamente con las caracteristicas clinicas de las pacientes a estudio
(mediantelos test D’Agostino-Pearson y Shapiro-Wilk), se comprobd la distribucion de las variables

de las muestras a estudio para aplicar correctamente los estudios estadisticos posteriormente.

Las comparaciones entre dos grupos se realizaron mediante el test de Mann-Whitney. Cuan-

do se compararon varios grupos o subgrupos, los resultados se analizaron estadisticamente

mediante la prueba de ANOVA de una via (para estudios de perfiles de expresion a lo largo de
la gestacion) y secundariamente mediante el test de Kruskal-Wallis. Cuando se identificaron
diferencias estadisticas mediante la prueba de ANOVA, los resultados fueron analizados adi-
cionalmente mediante sistemas de comparacion post-hoc, a través de la aplicacion del test de

Dunn, a fin de identificar efectos individuales.

Los datos recogidos se emplearon para valorar la capacidad de los niveles circulantes de las
kisspeptinas para predecir el diagnostico de gestacion ectopica. Adicionalmente, se procedio a
unaregresion lineal bajo interaccion en base logaritmica para evaluar la evolucién de los niveles

de kisspeptinas circulantes en cada grupo de estudio.

Para caracterizar el comportamiento de los niveles circulantes de kisspeptinas en suero como
posible herramienta diagnostica de gestacion ectdpica, se elabord una curva ROC (Receiver
Operating Characteristic) presentando la sensibilidad en funcion de los falsos positivos (com-

plementario de la especificidad) para distintos puntos de corte.

A continuacion, se calculd el drea bajo la curva (AUC en sus siglas inglesas) para conocer el ren-

dimiento global del parametro en estudio (kisspeptinas circulantes) como prueba diagnostica.

Se obtuvieron diversos puntos de corte tentativos de los niveles de kisspeptinas circulantes que
podrian discriminar gestaciones normoevolutivas de las de implantacion ectdpica, a partir de
los hallazgos de la curva ROC, para los que se muestran los valores de sensibilidad, especifici-

dad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo correspondientes.
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4.7
Inclusion
de pacientes

Resultados

Entre junio de 2010 y diciembre de 2012 se procedio al reclutamiento de pacientes participantes

y alarecogida de muestras.

Durante esta fase de 30 meses, un total de 72 mujeres fueron diagnosticadas de gestacion ectopi-
ca subsidiaria de recibir tratamiento quirdrgico de la misma en el Hospital Politécnicoy Univer-
sitario La Fe, mientras que en la clinica concertada Mediterranea Médica se llevaron a cabo 812

interrupciones voluntarias del embarazo.

De estas, un total de 45 mujeres con gestaciones evolutivas normales que optaron por una inter-
rupcion voluntaria del embarazo (IVE) y un total de 45 mujeres con el diagnéstico de embarazo

ectopico fueron finalmente incluidas en el estudio.

El proceso de reclutamiento se muestra en los siguientes diagramas de flujo:

/ Figura14

Diagrama de flujo de pacientes diagnosticadas de EE e incluidas en el estudio.
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Como se aprecia en el diagrama de flujo previo (tabla 1), de las 52 pacientes diagnosticadas de
gestacion ectopica candidatas que aceptaron participar en el estudio, siete fueron finalmente
descartadas tras una segunda comprobacion de los criterios de inclusion, cinco por haber lle-

vado tratamiento con metotrexate previo a la cirugia y dos por antecedentes de endometriosis.

Del total de 812 IVEs realizados durante el periodo de estudio, 45 pacientes accedieron a partici-
par en el mismo, cumpliendo todos criterios de inclusién, tal y como se muestra en el siguiente

diagrama de flujo (tabla 2):

/ Figura 15

Diagrama de flujo de pacientes reclutadas como grupo de control.
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( n=812 )

Cumplen criterios
de inclusion
n=535

Acceden a participar
n=45

Confirmacién criterios
de inclusion

Reclutamiento
final pctes IVEs
n=45

5

Muestras validas Muestras validas
suero n=45 tejido n=22

En ambos grupos fue posible obtener suero de las 45 pacientes para el estudio de kisspeptinas

circulantes.

Por dificultades inherentes al tipo de material estudiado y a la técnica, solo fue posible recu-
perar ARN viable para estudio en 22 pacientes de ambos grupos, de las 45 muestras de tejido

extraidas, respectivamente.

4.2,
Analisis
descriptivo

Al analizar clinicamente aquellas pacientes de las cuales se obtuvieron muestras validas para
estudio de tejido, las mujeres incluidas en el grupo de gestaciones ectdpicas presentaron carac-
teristicas similares a aquellas pertenecientes al grupo control respecto a edad, gravidez, pari-
dad, edad gestacional y antecedentes de embarazo ectépico. Cabe destacar que de las 22 pacien-

tes del grupo control ninguna habia tenido un aborto espontaneo previamente.

En el caso de las muestras validas para estudio serologico, las pacientes presentaron caracteris-
ticas similares en ambos grupos respecto a gravidez, paridad, edad gestacional estimada basada
en la fecha de ultima menstruacion e historia obstétrica previa. Las pacientes del grupo control

(IVEs) tendieron a ser mas jovenes, con significacion estadistica.

Las caracteristicas clinicas de las participantes con material valido para estudio de tejido y de

suero se muestran a continuacion en las tablas 3 y 4.

/ Tabla 5

Caracteristicas de las pacientes reclutadas con muestra valida para estudio de tejido (n=22).

Semanas de - - H2 previa H? previa

4 3
EE 30,7+1,7 7+1 3,3+0,9 0,5 (1818%) 1,7 (13.63%)
CONTROL 1
(IVEs) 26+3,1 7+6 2,1+0,2 0.5 0 0 (4.54%)
ns ns ns ns ns ns ns

AE: aborto espontaneo, EE: embarazo ectopico, IVE: interrupcion voluntaria del embarazo, ns: no significativo.
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/ Tabla 6

Caracteristicas de las pacientes reclutadas con muestra valida para estudio de suero (n=45).

Semanas de . . H2 previa H? previa
R — Gravidez Paridad AE EE

7 3
EE 30,8+1,5 6+6 2,1+0,3 0,3 (15,55%) 0.8 (6,67%)
CONTROL 5 1
(VEs) 24618 e S0 o4 %) 02 (2.22%)
*p=0,002 ns ns ns ns ns ns
AE: aborto espontdneo, EE: embarazo ectépico, IVE: interrupcion voluntaria del embarazo, ns: no significativo.

4.3,
Analisis

de variables
a estudio

/431
Determinaciones de KISS1 en tejido trofoblastico

Un total de 22 pacientes con embarazo ectépico y 22 controles sometidos a IVE proporciona-
ron un tejido de suficiente calidad para la extraccion del ARN y posterior determinacion de la

expresion del gen KISS 1 en tejido trofoblastico.

En la siguiente tabla se recogen los datos de expresién de KISS1 en los dos grupos de estudio:
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/ Tabla7

Datos de expresiéon de KISS1 en tejido trofoblastico.

KISS1 (224CT) Control (n=22) EE (n=22)
Minimo 0,01 0,02
Maximo 1345,00 439,20

Media 314,70 67,72
EEM 96,10 23,28

EE: embarazo ectopico, EEM: error estandar de la media.

La figura 16 muestra de forma grafico estos resultados globales de expresion del KISS1, donde se
observa una disminucion de la expresion de KISS1 en las gestaciones ectopicas en comparacion

con los embarazos normales que acabaron en IVE, sin alcanzar la significacion estadistica (p=0.07).

/ Figura 16

Niveles de Kiss1 mRNA en tejido trofoblastico de gestaciones control (<10 semanas)

versus total de embarazos ectépicos (EE).
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4.31.1. KISS1 en gestaciones control (IVEs)

Sinos centramos en la evolucion por semanas de los valores de expresion del KISS1 en el grupo
control, es decir, en gestaciones interrumpidas de forma voluntaria, los resultados obtenidos se

muestran en la siguiente tabla:

/ Tabla 8
Control Control Control Control
KISS1 (22°CT) <6 s(;riléa)nas 75?:1131)135 85?11::;;135 9 st(errlr;i?as
Minimo 0,01 100,00 0,46 212,90
Maximo 28,72 548,30 1221,00 1345,00
Media 10,78 259,90 366,60 721,80
EEM 5,32 99,44 188,00 276,40
EE: embarazo ectopico, EEM: error estandar de la media.

Tal y como muestra la figura 17, existe una evolucién ascendente de la expresion de KISS1 en los
tejidos de las gestaciones control, separadas por semanas y hasta la semana 10, que es la maxi-
ma edad gestacional hasta la que los casos con embarazo ectopico evolucionaron clinicamente.
Como se puede observar, la expresion de KISS1 aumenta a medida que progresa el embarazo nor-

mal en las primeras etapas de su evolucion, siendo este resultado estadisticamente significativo.

/ Figura17

Niveles de KISST mRNA en tejido placentario de gestaciones control.

/ Figura17A / Figura17B

Expresion de KISS1 en estadios mas precoces de la Expresion de KISS1 separando por semanas de

gestacion: 6, 7,8,y 9. * p=0.01.

gestacion vs estadios mas avanzados. ** p=0.004.

KISS1 (224CT) KISS1 (224CT)
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4.31.2. KISS1 en gestaciones ectopicas (EE)

En este caso, los valores obtenidos al analizar las muestras provenientes de tejido de gestacio-

nes ectopicas queda reflejado, por semanas, en la siguiente tabla:

/ Tabla 9
EE EE EE EE
KISS1 (222CT) <6 ?ﬁg}i;las 75?11:1:';;1;15 Ss?rl:lglas 9 s?lrlrig;)as
Minimo 0,02 23,25 10,88 1,40
Maximo 439,20 206,30 1,15 52,85
Media 71,06 138,90 1,02 18,73
EEM 33,09 58,11 0,13 17,06
EE: embarazo ect6pico, EEM: error estandar de la media.
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La representacion grafica de estos datos se muestra en la figura 18. En el panel 184, 1a evoluciéon
de niveles de KISS1 mRNA en tejido placentario de embarazo ectopico se presenta diferenciado
en dos grupos: hasta 6 semanas y entre 7-9 semanas de gestacion. En el panel 18B se realiza el
mismo analisis, pero discriminando por semanas 6, 7, 8 y 9 de gestacion. En estos resultados no
se aprecian diferencias estadisticamente significativas en su evolucion a lo largo de las primeras

semanas de gestacion (p=0,42).

/ Figura 18

Evolucién de la expresiéon de KISS1 en gestaciones ectépicas.

/ Figura18A / Figura18B

Evolucién de niveles de Kissl mRNA en tejido

Mismo analisis, pero discriminando semanas 6, 7, 8 y 9
placentario de gestacion ectdpica (EE) diferenciado de gestacion.
en <6 semanas y entre 7-9 semanas de gestacion.
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4313 Comparacion de expresion de KISS1 en EE vs IVEs

Por ultimo, en la figura 19 se observa la evolucion de niveles de KISS1 mRNA en tejido placen-
tario control comparado con los embarazos ectépicos discriminando por semanas 6,7 8y 9
de gestacion. Se observan diferencias estadisticamente significativas sélo en las gestaciones de
9 semanas entre ambos grupos, aunque se objetiva un perfil de menor expresion de KISS1 en

gestacion ectopica.

/ Figura19

Evolucién de niveles de KISST mRNA en tejido placentario control versus gestacion

ectépica (EE) discriminando por semanas 6, 7, 8 y 9 de gestacién. * p=0.01.
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/ 432,
Determinaciones de kisspeptinas en suero

Los valores globales obtenidos al analizar los niveles de kisspeptinas circulantes en suero en

ambos grupos de estudio se muestran en la tabla 10:

/ Tabla10
Kisspeptinas (pmol/l) Control (n=45) EE (n=45)
Minimo 50,00 50,00
Maximo 1121 228,7
Media 427,8 79,68
EEM 46,20 8,030

EE: embarazo ectopico, EEM: error estandar de la media.
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La figura 20 representa los niveles plasmaticos de kisspeptinas (KPs) en mujeres con gestacion
normoevolutiva (con edades gestacionales de menos de 10 semanas) frente al total de emba-
razos ectopicos. Se observa una disminucion estadisticamente significativa de los niveles de

kisspeptinas en el grupo de embarazos ectopicos comparados con los controles.

/ Figura 20

Niveles plasmaticos de kisspeptinas en mujeres con gestaciéon control (<10 semanas)

vs. total de embarazos ectépicos (EE). **** p<0.0001.
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4321 Kisspeptinas en gestaciones control (IVEs)

Por ultimo, en la figura 19 se observa la evolucion de niveles de KISST mRNA en tejido placen-
tario control comparado con los embarazos ectépicos discriminando por semanas 6,7 8y 9
de gestacion. Se observan diferencias estadisticamente significativas sélo en las gestaciones de
9 semanas entre ambos grupos, aunque se objetiva un perfil de menor expresion de KISS1 en

gestacion ectopica.

/ Tabla11

Niveles de kisspeptinas circulantes, por semanas de gestacion, en gestaciones control (IVEs).

Kisspeptinas Control Control Control Control
(pmol/l) <6 semanas 7 semanas 8 semanas 9 semanas
P (n=9) (n=18) (n=8) (n=6)
Minimo 50,00 77,58 209,60 50,00
Maximo 271,20 950,10 1015,00 1121,00
Media 146,40 406,30 578,50 612,50
EEM 28159 63,61 77,20 177,10

EEM: error estandar de la media.

Si mostramos estos resultados de forma grafica, en la figura 21, panel A, se observan los niveles
plasmaticos de kisspeptinas en mujeres con gestacion control, separados por semanas de ges-
tacion segtin fueran mas precoces o mas avanzadas, y como existe un aumento significativo a
medida que aumenta el tiempo gestacional. El panel B muestra los niveles plasmaticos de kiss-
peptinas en mujeres controles, separados por semanas de gestacion: 6,7 8 y 9. En ella se vuelve
a encontrar un aumento significativo en los niveles circulantes de kisspeptinas en gestaciones

normoevolutivas conforme avanza la gestacion.

/ Figura 21

Evolucién de niveles plasmaticos de kisspeptinas en gestaciones control.

/ Figura 21A / Figura 21B
Niveles plasmaticos de kisspeptinas en mujeres con
gestacion control, comparando <6 semanas con
gestaciones mas avanzadas. * p=0.01.

Mismo analisis, pero separando por semanas de
gestacion: 6, 7,8 y 9. ** p=0.004.
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4.3.2.2. Kisspeptinas en gestaciones ectopicas (EE)

Del mismo modo, la tabla 12 muestra los resultados de los niveles circulantes en sangre de kiss-

peptinas en gestaciones ectopicas:

/ Tabla12

Niveles de kisspeptinas circulantes, por semanas de gestacidn, en gestaciones ectdpicas.

KissDeptinas <6 selsrllaanas 7 ser]ilgnas 8 serlilgnas 9 setElEmas
(pmol/1) (n=27) (n=7) (n=5) (n=6)
Minimo 50,00 50,00 50,00 50,00
Maximo 184,60 225,20 228,70 191,10

Media 72,31 75,02 121,00 83,77
EEM 8,20 25,02 3818 2213

EE: embarazo ectopico, EEM: error estandar de la media.

Al mostrar estos resultados en forma de diagrama, la figura 22 muestra la evolucion de nive-
les plasmaticos de kisspeptinas en mujeres con embarazo ectopico, separado por semanas de
gestacion: hasta 6 semanas y entre 7-9 semanas. El andlisis realizado no muestra diferencias
significativas en la evolucion de este marcador en los embarazos ectopicos en las primeras se-

manas (p=0.2).

/ Figura 22

Evolucidn de los niveles plasmaticos por semanas de gestacidn en gestaciones ectépicas (EE).

/ Figura 22A / Figura 22B

Mismo andlisis que en A, pero discriminando semanas
6, 7,8y 9 de gestacion.

Evolucién de niveles plasmaticos de kisspeptinas en
mujeres con gestacién ectdpica, separado por sema-
nas de gestacion: hasta 6 semanas; entre 7-9 semanas.
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4323 Comparacion niveles de kisspeptinas circulantes en EE vs IVEs

Para terminar, la figura 23 muestra la evolucion de niveles plasmaticos de kisspeptinas en mu-
jeres con gestacion control comparadas con los embarazos ectdpicos, discriminando por sema-
nas de gestacion: menos de 6 semanas, 7, 8 y 9 semanas de gestacion. La figura muestra diferen-

cias significativas a partir de la semana 7 entre gestaciones normales y ectdpicas.
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/ Figura 23

Evolucién de niveles plasmaticos de kisspeptinas en mujeres con gestaciéon control vs

ectépico (EE), discriminando entre semanas 6, 7, 8 y 9 de gestacion.
** p=0.001, *** p=0.0001, **** p<0.0001
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A continuacion, dados los resultados obtenidos en kisspeptinas circulantes, se procedié a ana-
lizar los mismos mediante una regresion lineal bajo interaccién para mostrar de forma grafica

(figura 24) la evolucién de estos niveles en ambos grupos de estudio.

En este caso se representa como el paso de las semanas se asocia a un aumento de la con-
centracion de kisspeptinas circulantes en las gestaciones normovolutivas (controles): 0.396
1C95%[0.025; 0.56], con un p valor < 0.001. A su vez, el efecto del paso de las semanas en las ges-
taciones ectopicas es 0.31 menor que en los controles (-0.311 IC95%[-0.052; -0.09]), con un p valor

igual a 0.05.

/ Figura 24

Evolucién de los niveles de kisspeptinas circulantes en gestacién control vs EE
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/ 4.3.3.
Kisspeptinas como herramienta diagnostica de gestacion ectopica

Siguiendo con el andlisis de los datos obtenidos, la siguiente grafica (figura 25) muestra el valor
predictivo de los valores de kisspeptinas circulantes como posible marcador diagnoéstico de
gestacion ectopica. Como se aprecia reflejado en la curva, a menor valor de concentracion sérica
de kisspeptinas séricas, mayor es la probabilidad de que nos encontremos ante una gestacion
ectopica. A la inversa, valores mayores de 400 pmol/l de kisspeptinas en suero hacen que la

probabilidad de encontrarnos frente a un embarazo ectépico ronde el 0%.
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/ Figura 25

Representacion del valor predictivo de los niveles de kisspeptinas en suero como

posible marcador diagndstico de gestacidn ectépica.
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La curva ROC, o prueba de rendimiento diagnoéstico, para los valores de kisspeptinas circulantes
en sangre de las pacientes diagnosticadas de gestacion ectopica, realizada con los datos extrai-

dos, se muestra a continuacion (figura 26).

/ Figura 26

Curva ROC de los niveles plasmaticos de kisspeptinas como prueba diagndstica para

gestacién ectdpica.
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El area bajo la curva calculada (AUC) muestra un valor de 0.905 con 95% CI [0.841, 0.97], lo que
sugiere que los niveles de kisspeptinas circulantes en sangre podrian ser empleados como mé-

todo diagnostico de gestacion ectépica con buen rendimiento.

Tentativamente, se realizo una aproximacion a posibles valores de corte de estos niveles de kiss-

peptinas circulantes, que pudieran emplearse para el diagndstico de esta patologia.

Valores de kisspeptinas en sangre inferiores a 150 pmol/l tendrian una S = 80% y una E = 83%, con
un VPP =0.83 y un VPN = 0.8. Si aumentamos a valores inferiores a 200 pmol/ml, obtendriamos

una S =73%yunaE = 95%, con un VPP =0.94y un VPN = 0.75.
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Discusion

Las gestaciones ectopicas tubaricas suponen 1-2% del total de embarazos y siguen siendo una
de las causas principales de muerte relacionada con el embarazo en el primer trimestre en los
paises desarrollados '. La gestacion ectdpica tubérica es también causa de morbilidad materna:
a corto plazo, encontramos dolor pélvico, necesidad de transfusion sanguinea y complicaciones
derivadas del tratamiento. A largo plazo, puede tener efectos sobre la fertilidad, que dependen

tanto de las caracteristicas clinicas del embarazo ectopico como del tratamiento elegido 2

Se trata de una de las pocas situaciones clinicas en las que el manejo, en funcion de la presenta-
cién clinica de la misma, puede ser expectante o activo, a su vez mediante tratamiento médico

o mediante cirugia.

Aunque no se conoce su niumero con exactitud, es sabido que algunas gestaciones ectépicas
se resuelven espontdneamente, a menudo sin grandes manifestaciones clinicas. Por tanto, el
manejo expectante es una opcion en casos muy seleccionados: mujeres clinicamente estables,
asintomaticas, con niveles decrecientes de gonadotrofina coriénica humana (BhCG) por debajo
de las 1000 Ul/ml, sin imagen ecografica concluyente y que sean capaces de seguir el proto

de visitas con un tiempo de acceso al hospital razonable en caso de posibles complicaciones.

Al tratarse de una entidad potencialmente letal, el tratamiento quirtargico siempre ha sido el

gold standard. Afortunadamente, los avances en la deteccion precoz en los afios 80 (principal-

mente gracias al manejo de la ecografia y las determinaciones séricas de BhCG) permitieron la

introduccién del metotrexato como terapia médica, abriendo la puerta al manejo conservador

de esta patologia en casos seleccionados.

El tratamiento médico se basa en el empleo de agentes que farmacolégicamente inducen el
aborto tubarico o que disgregan la gestacion ectopica en crecimiento. Una dosis tinica (o un
régimen de multiples dosis) de metotrexato, un antagonista del acido félico, ha sido el trata-
miento habitual para estos casos, con amplia experiencia durante los ultimos 25 anos °. Este
tratamiento correctamente aplicado en pacientes seleccionadas presenta tasas de éxito en el

90% de los casos 198200,

Los resultados, en términos de efectividad y tasas de fertilidad posterior, son similares al tra-

tamiento quirdrgico, siempre hablando de salpingostomia (incision longitudinal en la trompa




102/

afectada y extraccion del saco gestacional), sin aumentar el riesgo de rotura tubarica y sin afec-

tacion de la reserva ovérica.

No obstante, también las pacientes subsidiarias de tratamiento médico deben estar bien selec-
cionadas y cumplir una serie de requisitos para aumentar las posibilidades de éxito del trata-
miento, entre los que se incluyen: tamafio ecografico de la gestacién menor de 3-4 cm, niveles de
gonadotrofina coriénica humana (BhCG) por debajo de las 5000 Ul/ml, ausencia de latido fetal,
estabilidad hemodindamica y, por supuesto, cumplidoras con el régimen de visitas de seguimien-

to con un tiempo de acceso a las urgencias hospitalarias rapido en caso de complicacion.

A pesar de una correcta seleccion de las pacientes subsidiarias de tratamiento médico, hasta un
15% van a precisar de mas de una dosis de metotrexato y hasta el 75% referiran dolor abdominal
moderado o severo, ademas de los posibles efectos secundarios de esta medicacion por afecta-
cion de otros érganos (conjuntivitis, estomatitis y molestias gastrointestinales). Aun teniendo
en cuenta sus altas tasas de efectividad, hay que recordar que el porcentaje de pacientes que su-
fren una rotura tubdrica tras haber instaurado el tratamiento médico alcanza el 7%, precisando

asistencia médica y quirdrgica urgente. 20203,

Si hablamos de tratamiento quirudrgico, la salpingectomia laparoscopica es el tratamiento qui-
rargico de eleccion, debido al riesgo tedrico de recurrencia en una trompa dafiada. Se puede
plantear, consensuado con la paciente, la salpingostomia, en el caso de anormalidades en la

trompa contralateral y deseo genésico no cumplido 2.

Ya sea expectante, médico o quirtrgico, es importante que la decision de tratamiento se instaure
lo antes posible para reducir la morbilidad y mortalidad asociada. Sin embargo, el diagnéstico de
la gestacion ectdpica tubarica (actualmente mediante la combinacion de la imagen ecografica 'y
la determinacion de BhCG sérica) sigue siendo un problema, resultando a menudo en un retraso

del inicio del tratamiento. Menos del 50% de los casos se diagnostican en la primera consulta ®.

A pesar de los avances en las técnicas de imagen, la ecografia es no concluyente hasta en un 18%
de los casos, en los que el control seriado de BhCG e imagen es necesario para orientar el manejo.
Pero existen ciertas dificultades, ya que la determinacion hormonal seriada no puede diferenciar

si la gestacion, aunque evolutiva, se encuentra intratitero o en la trompa. Por otro lado, niveles

descendentes en la concentracién de hCG no permiten discriminar entre un aborto en una gesta-
cién intrauterina o una gestacion ectopica. Ademas, ocasionalmente se puede necesitar recurrir
a la laparoscopia para confirmar el diagndstico, no sin riesgo para la paciente. Las inevitables

multiples visitas y los examenes necesarios suponen un gran gasto para los servicios sanitarios.

Debido al elevado ntimero de visitas clinicas a que han de someterse las mujeres con embarazo
ectopico, y al alto nimero de complicaciones producidas en los embarazos ectopicos, ya sea por
la rotura del mismo (la posible hemorragia asociada sigue siendo la principal causa de mortali-
dad en el primer trimestre de embarazo) o por el uso de la cirugia como método de confirmacion
diagnostica y de tratamiento, resulta necesario encontrar un método diagnostico no invasivo

que permita realizar un diagnoéstico precoz del embarazo ectépico.

Diferenciar la gestacion normal de la anémala y conocer la causa fundamental de la mismay los
mecanismos por los que se produce es todavia, a dia de hoy, un desafio clinico. Seria por tanto
conveniente el estudio y evaluacién de perfiles de expresion tisulares y potencialmente bioqui-
micos en el torrente materno para el diagnostico certero y precoz de esta patologia, evitindose

de esta manera accidentes o intervenciones quirurgicas innecesarias.

En los dltimos afios, se han identificado mas de 20 marcadores séricos como potenciales can-
didatos para la deteccion precoz de esta patologia, facilitando la instauracion rapida de trata-
miento y reduciendo los costes sanitarios. Como se ha comentado ampliamente en la introduc-
cion de este trabajo, se han propuesto ciertos marcadores, con utilidad limitada, moléculas que
pueden diferenciar un ectépico tubdrico de una gestacion viable intrauterina, pero no de una
gestacion no viable (aborto) u otros marcadores que han mostrado resultados contradictorios,

por lo que no se ha llegado a emplear ninguno en la préactica clinica habitual > .

La utilidad clinica de estos marcadores es limitada debido a la variedad de resultados, sobre
todo por limitaciones en el disefio de los estudios. En muchos de ellos, la cohorte examinada
era demasiado pequena y la prevalencia de gestacion ectdpica en la poblaciéon de estudio no era
constante. En otros, los pacientes no fueron correctamente emparejados por edad gestacional,
lo que refleja la dificultad de calcular ésta en los embarazos ectopicos. Algunos de los marca-
dores incluso limitaron su propio uso, al no seguir un patron identificable durante la gestacion

normal (incrementando o disminuyendo) %.
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Es por todo ello que, para tener un impacto significativo en las tasas de mortalidad y morbili-
dad asociadas a la gestacion ectépica, necesitamos un marcador que sea precisay rapidamente
analizado, preferentemente en el contexto de un laboratorio de urgencia. Ademas, esta prueba

deberia tener un bajo coste para tener una verdadera utilidad clinica.

Al tiempo que la busqueda de marcadores precoces para la prediccion de resultados en los casos
de gestacion de localizacion desconocida avanza, surgen nuevos retos. Para empezar, la mayo-
ria de marcadores que han sido estudiados pueden variar con la edad gestacional. La datacion
gestacional puede ser dificil de establecer con precision en un escenario de seguimiento pros-
pectivo, y puede ser desconocida hasta en un 10% de las pacientes que consultan con sintomas
de gestacion inicial. Esta variable quiza deba ser tenida en cuenta para la aplicacion de estas
pruebas en la practica clinica. Como posible solucion, incluir marcadores independientes de la

edad gestacional, como ciertos microRNAs, podria ser ttil 2%,

En segundo lugar, se debe considerar el impacto de otros procesos patofisioldgicos ligados al
embarazo, como los trastornos hipertensivosy las aneuploidias, y como pueden interferir en los

resultados y su interpretacion.

Ademads, algunos marcadores, como la progesterona, podrian estar alterados en un embarazo
obtenido mediante técnicas de reproduccion asistida. Por tanto, cualquier herramienta clinica

deberia ser validada de forma separada en este subgrupo.

La introducciéon de un marcador precoz de gestacion ectépica podria suponer un cambio
dramatico en el manejo clinico de esta entidad. Existen en este momento un gran namero de
sustancias candidatas a ser uno de estos marcadores en mujeres con sospecha de gestacion
ectopica o aquellas con gestacion de localizacion incierta. Un panel de marcadores exitoso pro-
bablemente surgira de la combinacion de diversas vias bioldgicas, suplementadas con algin
marcador no sesgado. También parece probable que estos paneles contendran marcadores que
puedan orientar sobre la viabilidad de la gestacion o sobre la localizacion de la implantacion.
Por tanto, estas pruebas puede que acaben no sélo indicando la localizacion y la viabilidad del
embarazo, sino también, que identifiquen cudles se van a beneficiar de un manejo expectante,

médico o quirdrgico.

Sin embargo, ninguno de los marcadores comentados previamente en la introduccién de este
trabajo esta listo para el uso clinico y necesitan ser validados mediante estudios prospectivos
de cohortes representativos de gestaciones ectopicas, gestaciones viables y no viables intraute-
rinas y gestaciones de localizacién incierta en resolucion. Aunque se ha avanzado mucho en el
descubrimiento y validacion de nuevos marcadores en este campo, todavia queda mucho por

hacer antes que un marcador pueda ser empleado de forma rutinaria en la practica clinica.

Quiza la sustancia que ha mostrado resultados mas alentadores y que se ha incorporado de for-
ma mas o menos regular a la practica clinica ha sido la progesterona, debido a sus valores esta-
bles e independientes de la edad gestacional durante el primer trimestre, siendo estos menores
en gestaciones ectopicas o abortos 2. En cualquier caso, a dia de hoy, todo método propuesto
para el diagndstico precoz de la gestacion ectdpica debe ser usado en combinacién con otros

biomarcadores 2°627,

Se trata de un campo de estudio que todavia ofrece muchas posibilidades, ya que actualmente se
encuentran en progreso diversos estudios para identificar nuevos marcadores, como muestran
recientes publicaciones respecto a la calponina 2 sérica ¢ o el estudio AMBER (Assesment of
Biomarkers in Ectopic Pregnancy) 2, que pretende identificar un panel diagndstico basado en

microRNA y el microbioma.

El objetivo de esta investigacion fue estudiar el sistema KISS1/GPR54 para ver su implicacion en
los periodos iniciales de la implantacion en humanos y estudiar la determinacion de los niveles
de kisspeptinas en suero como marcador precoz del embarazo ectopico para utilizarse como

ayuda clinica diagnéstica.

Para ello se analizo la expresion del KISS-1 en tejido placentario de diferentes semanas de ges-
tacion de embarazos ectopicos durante la etapa precoz del embarazo, y se comparo con la ex-
presion de KISS-1 en tejido placentario de embarazos normales, también durante las primeras

semanas del embarazo.

Seeligieron interrupciones voluntarias del embarazo (IVEs) como controles ya que se trataba de
gestaciones viables, con un tejido trofobldstico en crecimiento tedricamente sano, eliminando

de esta manera factores externos como toxicos, enfermedades cromosdmicas, trombofilias no
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diagnosticadas, etc., que podrian ser la causa subyacente, por ejemplo, de los abortos esponta-
neos, en los que las diferencias observadas podrian deberse a diferencias en la viabilidad del

tejido y no a la implantacién anémala, como ocurre en el caso del embarazo ectépico.”

Aunque algunos estudios han demostrado con anterioridad la expresion diferencial de genes en
las trompas de Falopio de pacientes con embarazo ectopico ¥, ninguno de ellos ha empleado tejido

embrionario de interrupciones voluntarias del embarazo (IVEs) como controles hasta la fecha.

Como objetivo primario se planteé realizar un analisis de los niveles de expresion de ARN men-
sajero de KiSS1 en tejido placentario de primer trimestre de gestaciones intrauterinas normoe-

volutivas y de gestaciones ectdpicas, para posteriormente compararlos.

Los resultados de este estudio muestran, de forma novedosa, que la expresion del KISS-1 en el
tejido trofoblastico humano se encuentra reducida en el embarazo ectépico en comparacion
con los embarazos de evolucion normal. Por lo tanto, se confirma que el sistema KISS-1/GPR54

presenta un papel importante en la regulacion de la implantacion trofoblastica normal.

Asimismo, como segundo objetivo se analizaron los niveles séricos de kisspeptinas en suero
durante diferentes semanas de gestacion de embarazos ectopicos también en la etapa precoz
del embarazo, y se compararon con los niveles séricos en embarazos normales durante las pri-

meras semanas del embarazo.

En la poblacion femenina, el incremento de kisspeptinas circulantes a lo largo del embarazo se
he publicado previamente en la literatura 2, llegando a alcanzar hasta niveles 200 veces mayo-
res en tercer trimestre de gestaciéon comparado con mujeres no gestantes 2 . Tentativamente,
se habla de niveles que rondan los 1000 pmol/ml en primer trimestre en gestaciones normoevo-
lutivas, existiendo una correlacién positiva con otras hormonas de sintesis placentaria como el

lactégeno placentario, el estradiol y la progesterona, no asi con la BhCG.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que los niveles séricos de kisspeptinas son sig-
nificativamente menores en los embarazos ectopicos, comparado con los embarazos normales.
En este estudio no se ha correlacionado estos valores con otras determinaciones séricas, como
por ejemplo los niveles de BhCG, ya que se trataba de una primera aproximacion del sistema KISS1

/ kisspeptinas en la gestacion ectopica, pero podria ser un proyecto interesante de cara al futuro.

De confirmarse la hipétesis a estudio planteada, era interesante de forma secundaria caracteri-
zar las posibilidades de los valores de kisspeptinas circulantes como herramienta diagnostica

en esta patologia.

Los hallazgos de una reduccion significativa tanto en los niveles de expresion del KISS1 como
de secrecion de kisspeptinas en el embarazo ectépico respecto a la gestacion normal, son coin-
cidentes con las investigaciones publicadas sobre el sistema KISS-1 /GPR54 y las kisspeptinas
en abortos, en los que se han observado unos niveles mas bajos que en gestaciones control nor-
males, hasta el punto de que se ha planteado utilizar los niveles séricos de kisspeptinas como
marcadores de viabilidad embrionaria, y asi poder establecer un pronodstico sobre la gestacion
ya de forma precoz al identificar los casos con elevado riesgo de aborto 2. Otras investigacio-
nes también han demostrado una disminucién de expresion de KISS-1 en aquellas mujeres con

abortos de repeticion 22

El estudio de Jayasena propone un valor predictivo de kisspeptinas menor a 1630 pmol/l como
marcador diagnoéstico de aborto 2", ya que las pacientes que sufren abortos muestran niveles me-

nores en sangre de esta molécula de hasta el 60% al comparar con gestaciones de evolucion normal.

En este caso, se planted la posibilidad de un punto de corte en los valores de kisspeptinas cir-
culantes en sangre que implique un alto valor predictivo del diagnéstico de gestacion ectopica

para asi establecer su seguimiento y tratamiento precoz en caso de confirmacion diagnostica.

Ante los resultados presentados previamente, mostrando una curva ROC con una area bajo la
curva (AUC) igual a 0.905, resulta razonable plantear que los niveles de kisspeptinas circulantes
podrian suponer un test diagnéstico con una capacidad aceptable de discriminar pacientes con

y sin gestacion ectépica.

Como se ha mostrado en los resultados, la probabilidad de presentar una gestaciéon viable in-
trauterina con niveles de kisspeptinas circulantes en sangre inferiores a 400 pmol/l, indepen-

dientemente de la edad gestacional, es muy baja.

En una gestacion incipiente, y como se extrae de los resultados obtenidos, valores de kisspepti-

nas en sangre inferiores a 150 pmol/I tendrian una S = 80% y una E = 83%, con un VPP = 0.83 y un
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VPN = 0.8. Si aumentamos este umbral a 200 pmol/ml, obtendriamos una S =73% y una E = 95%,

conun VPP =0.94y un VPN =0.75.

La limitacion en la interpretacion de estos datos y su integracion en la practica clinica viene
dada por otras patologias de la placentacion que se han estudiado en la literatura y que impli-
can también bajos niveles de kisspeptinas séricas al inicio del embarazo, como son los abortos
espontaneos y las preeclampsias. Esto plantea una interesante linea de investigacion futura,

abriendo la posibilidad de estudios comparativos entre estas patologias.

Poder introducir la medicién sérica de kisspeptinas en el algoritmo diagndstico de embarazo ec-
topico es, si cabe, aiin mas interesante clinicamente por las posibilidades de desenlace fatal de las
gestaciones extrauterinas. Sin embargo, estudios posteriores deberian ser capaces de discernir
entre dos evoluciones desfavorables, el aborto y el embarazo ectopico, ya que el segundo conlleva
mucho mayor riesgo clinico. Del mismo modo, el manejo y la toma de decisiones difiere entre las

dos posibles entidades clinicas, de ahi la importancia de una herramienta precoz de diagndstico.

Adicionalmente, también se han reportado niveles disminuidos de kisspeptinas en las muje-
res con preeclampsia, en comparacién con mujeres sin embarazos complicados 2?32, Estos
descubrimientos, en su conjunto, apoyan la teoria de que las kisspeptinas presentan un papel
fundamental en la invasion trofoblastica, que una disminucion en plasma de los mismos podria
significar un defecto en la invasion e implantacion trofobldstica, y que por tanto podrian utili-

zarse como marcadores de diagnéstico precoz de complicaciones en las mismas.

Ademas, la expresion de KISS-1 en la placenta en las primeras fases del embarazo también se
han relacionado con una restriccion en el crecimiento intrauterino ?* y con el nacimiento de

recién nacidos pequenos para la edad gestacional 2.

Por otro lado, quiza el papel de la expression del KISS1 y las kisspeptinas no se encuentre en
su uso como marcador tnico discriminatorio de la gestacion intrauterina de evolucién normal
versus la gestacion de localizacion ectopica, sino como un elemento més a integrar con el con-
junto de las herramientas actuales del diagnodstico del embarazo extrauterino. Los niveles de

kisspeptinas, combinados con los datos de los hallazgos ecograficos, los niveles de BhCG y con

los niveles de progesterona, quiza proporcionaran mayor informacién diagnéstica en estadios

mas precoces de la gestaciéon combinandose que al emplearse por separado.

Como ya ha sido descrito en otras publicaciones, que corroboran estos resultados, la expresion
de KISS-1 mRNA y los niveles de kisspéptidos en suero aumentan semana tras semana en las

gestaciones normales durante el primer trimestre 100151172216,

Por ello se postula que la medicion de kisspeptinas en sangre materna durante el primer trimes-

tre de embarazo podria utilizarse como marcador precoz de embarazo ectdpico.

A pesar de haberse encontrado en este estudio una disminucién significativa, tanto en la expre-
sion de KISS-1 en el tejido embrionario como en los niveles séricos de kisspeptinas, en aquellas
mujeres con embarazo ectopico, el nimero de pacientes utilizado en este estudio es limitado.
Por ello, se hacen necesarios estudios prospectivos con un mayor nimero de pacientes, ademas
de realizar una validacion externa de los resultados, procedentes de servicios externos al Hospi-

tal Politécnico y Universitario La Fe.

Por otro lado, la expresion de KISS-1y los niveles de kisspeptinas no se han comparado con los
niveles de SHCG en el embarazo ectopico en este trabajo. El sumatorio de ambos marcadores
podria aumentar la sensibilidad y especificidad del diagndstico y esta es una hipotesis que se

deberia contrastar en estudios futuros.

Otra limitacion es la dificultad de extraccion del tejido embrionario para obtener el RNA. Con
frecuencia, los ectépicos son una amalgama de codgulos, fragmentos de la trompa de Falopio y
tejido embrionario. Por este motivo, resulta muy laboriosa la separacion del tejido embrionario
del resto de tejidos y en ocasiones es dificil discernir si el tejido obtenido es materno o embrio-
nario. En este estudio, sin embargo, se tomaron todas las precauciones para evitar la contami-

nacién materna en las muestras analizadas.

En la misma linea de obtencion de muestras, obtener ARN intacto, de alta calidad es la primera
etapay a menudo la més critica para realizar muchos experimentos fundamentales en biologia
molecular. Extraer ARN no siempre es sencillo, se trata de una molécula menos estable que el

ADN y la presencia de contaminantes como ARNasas, proteinas, polisacaridos y ADN genémico
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pueden desafiar su obtencion 2”. Adicionalmente, se ha reportado que la presencia de estos con-

taminantes puede interferir con la amplificacién posterior de los dcidos nucleicos 2.

De todos modos, desde el punto de vista clinico, son mas interesantes los estudios en suero, y
utilizando la medicién de las kisspeptinas como marcadores precoces de la existencia de un em-
barazo ectépico, ya que el andlisis de la expresion de Kiss-1 mRNA en tejido embrionario seria

un procedimiento mucho mas invasivo y costoso, sin interés clinico.

De todos modos, el uso de los niveles de kisspeptinas en sangre periférica como marcador del
embarazo ectépico podra tener utilidad si somos capaces de detectarlos en épocas mas preco-
ces de la gestacion y de notar las diferencias entre los embarazos normales y los embarazos
ectopicos. Esto es, detectar los niveles de kisspeptinas antes de la semana 6 de gestacion. La
razon es obvia, ya que la ecografia seria una prueba diagnéstica mucho mas eficiente a partir
de la semana 6-7 de embarazo. Los datos hallados en este estudio no animan a ser demasiado
optimistas, pues es a partir de la semana 7 cuando se hallan diferencias mas importantes. Pero,
como hemos apuntado anteriormente, hace falta aumentar el niimero de pacientes en nuestros
estudios para sacar conclusiones definitivas y, quizas, desarrollar métodos de deteccion (RIAS)
especificos para algunas fracciones de kisspéptidos que sean mas sensibles y detectables en

etapas mas precoces de la gestacion.

En resumen, hemos encontrado un patrén diferencial de expresion de KISS-1 RNA en tejidos
embrionarios derivados de gestaciones eutdpicas y ectopicas, y hemos identificado como bio-
marcador candidato su producto de expresion, las kisspeptinas, que podrian estar implicadas
en los procesos de implantacion y placentacion tempranas, aunque el significado y aplicacion
real de estos resultados en la practica clinica habitual en el manejo de las gestaciones ectopicas

es todavia desconocido.
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Conclusiones
tesis

1. Laexpresion de KISS1 en tejido trofoblastico difiere en las gestaciones ectopicas respecto a las

gestaciones intrauterinas normoevolutivas, siendo significativamente inferior.

2. Los niveles séricos circulantes de kisspeptinas, su producto, son también significativamente

inferiores en embarazos ectopicos comparados con los embarazos normales.

3. Los niveles de kisspeptinas circulantes en sangre podrian ser empleados como método diag-

nostico de gestacion ectopica con buen rendimiento.

4. Niveles menores de kisspeptinas séricas se correlacionan con una mayor probabilidad de

que nos encontremos ante una gestacion ectopica.
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/ Anexo 1

Modelo de hoja de informacidn y consentimiento informado para el paciente

INFORMACION CLINICA A LA PACIENTE

DETERMINACION DE KISS/GPR54 EN PLACENTAS A LO LARGO
DEL EMBARAZO

Iniciales de la paciente:

N° de paciente:

Nombre del Investigador Principal:

METODOLOGIA: DESCRIPCION Y PROPOSITO DEL ESTUDIO

Se le ha propuesto que participe en un estudio piloto para la
determinacién de KISS/GPR54 en las placentas a lo largo del embarazo.

El KISS/GPR54 es una sustancia, que se cree pueda estar asociada con la
implantacién del saco gestacional en el interior del Utero durante las
primeras semanas de gestacion.

El propésito de este estudio es determinar los niveles de la sustancia
explicada anteriormente (KISS/GPR54) a lo largo del embarazo y compararlos
con pacientes que tienen algun tipo de alteracién de la implantacion, como
son mujeres con gestaciones ectépicas, que son aquellas en las que el saco
gestacional estd fuera del Utero.

Con el fin de que pueda decidir si desea participar en este estudio,
usted debe comprender las ventajas e inconvenientes del mismo para que
sea capaz de tomar una decision informada al respecto. Este proceso es lo
que se conoce como consentimiento informado.

Este consentimiento informado le da informacién detallada sobre el
estudio y ademds, su médico comentard esta informacion con usted.
Cuando haya comprendido el estudio se le solicitard que fime este

consentimiento informado si desea participar en él. Se le dard una copia de
este documento para que pueda guardarlo.

Su participacién en este estudio es voluntaria.
Antes del estudio:

Su doctor le informard del estudio vy si desea participar en él. El hecho
de participar supone que acepta donar un pequeno fragmento de placenta
(2cm) de su gestacion. Las placentas actualmente no tienen ningln destino
especifico, siendo finalmente incineradas. La placenta sélo va a ser utilizada
para estudiar sus caracteristicas morfolégicas y de expresion génica y
proteica. En ningun caso va a ser empleada para cultivo y, bajo ningin
concepto, para ser frasplantada a ofras personas. Tampoco va_a ser
utilizadas con cardcter comercial o lucrativo.

Asimismo, se practicard una exiraccién sanguinea con el objeto de
analizar la presencia en el plasma del producto de la sustancia mencionada
previamente (KISS/GPR54) para validar su uso como marcador precoz.

La posibilidad de que usted done la placenta se ampara en la Ley
42/1988, de 28 de diciembre, sobre donacién y utilizacién de embriones y
fetos humanos o de sus células, tejidos u érganos.

No existen contraindicaciones para participar en este estudio,
Unicamente que se trate de gestaciones sin patologia.

Si participa en el estudio:

Se recogerd el fragmento de placenta necesario para el estudio
(2cm), y el resto seguird su curso normal, bien envio a anatomia patolégica o
bien se desechard. El embridn, feto o recién nacido no serd manipulado en
ningun momento.

Se realizard la exfraccién sanguinea en el mismo momento.

RIESGO ASOCIADO AL ESTUDIO

No existe ningun riesgo asociado al estudio.
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Nueva informacién:

Si se comunica cualquier nueva informacion que pudiera afectar su
participacion en el estudio se le notificard por su médico.

BENEFICIOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Su participacién en el estudio puede ayudar a determinar nuevos
marcadores de placentacién andmala que ayuden a clarificar el
diagnéstico. También podria ayudar a diagnosticar gestaciones ectépicas
(fuera del Utero) de forma precoz, siendo necesarias menor nimero de
infervenciones quirirgicas para su tratamiento.

Puede solicitar al investigador una mayor informacién acerca del
estudio.

PERMISO PARA LA REVISION DE SUS DATOS /
CONFIDENCIALIDAD

Su identidad y todos los datos referentes a su informacién personal
serdn confidenciales, salvo que se solicite lo contrario por la ley. No se
publicard ninguna informacién que lo identifique en los informes o
publicaciones resultantes de este estudio. Se permitird el acceso para la
revision de sus registros médicos al Comité Etico, y a las Autoridades
Sanitarias. Firmando este documento usted estd de acuerdo con este
documento.

Sus datos se encontrardn protegidos por la Ley Orgdnica 15/1999 de
Proteccién de Datos Personales.

DERECHO A PREGUNTAR SOBRE EL ESTUDIO Y A
ABANDONARLO

Si tiene cualquier pregunta relativa al estudio o a sus derechos como
paciente, contacte al Dr. en

Tiene el derecho de abandonar el estudio en cualquier momento, sin
que por ello se altere la relacion médico-enfermo ni se produzca perjuicio en
su fratamiento. Le serd comunicada cualquier nueva informacién que pueda
afectar a su buena disposiciéon para continuar su particion en el estudio.

COSTES

Usted no cobrard cantidad alguna por participar en este estudio.
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MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

N° de paciente

TITULO DEL ESTUDIO: “KISS-1/GPR54 Y EMBARAZIO"

Yo (nombre y apellidos)

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

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con (nombre del
investigador)

Comprendo que mi participacién 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.

Firma del participante Firma del Investigador

Fecha: Fecha:
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/ Anexo 2

Protocolo de extraccién de ARN TRIzol™ Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA).

invitrogen

TRIzol™ Reagent

Catalog Numbers 15596026 and 15596018
Doc. Part No. 15596026.PPS ~ Pub. No. MANO0O1271 Rev. B.0

WARNING! Read the Safety Data Sheets (SDSs) and follow the
handling instructions. Wear appropriate protective eyewear,
clothing, and gloves. Safety Data Sheets (SDSs) are available
from thermofisher.com/support.

Product description
Invitrogen” TRIzol " Reagent is a ready-to-use reagent, designed to
isolate high quality total RNA (as well as DNA and proteins) from cell
and tissue samples of human, animal, plant, yeast, or bacterial origin,
within one hour. TRIzol " Reagent is a monophasic solution of phenol,
guanidine isothiocyanate, and other proprietary components which
facilitate the isolation of a variety of RNA species of large or small
molecular size. TRIzol " Reagent maintains the integrity of the RNA
due to highly effective inhibition of RNase activity while disrupting
cells and dissolving cell components during sample homogenization.
TRIzol" Reagent allows for simultaneous processing of a large number
of samples, and is an improvement to the single-step RNA isolation
method developed by Chomcynski and Sacchi (Chomczynski and
Sacchi, 1987).
TRIzol” Reagent allows to perform sequential precipitation of RNA,
DNA, and proteins from a single sample (Chomczynski, 1993). After
homogenizing the sample with TRIzol " Reagent, chloroform is added,
and the homogenate is allowed to separate into a clear upper aqueous
layer (containing RNA), an interphase, and a red lower organic layer
(containing the DNA and proteins). RNA is precipitated from the
aqueous layer with isopropanol. DNA is precipitated from the
interphase/organic layer with ethanol. Protein is precipitated from the
phenol-ethanol supernatant by isopropanol precipitation. The
precipitated RNA, DNA, or protein is washed to remove impurities,
and then resuspended for use in downstream applications.

¢ Isolated RNA can be used in RT-PCR, Northern Blot analysis, Dot
Blot hybridization, poly(A)+ selection, in vitro translation, RNase
protection assay, and molecular cloning.
Isolated DNA can be used in PCR, Restriction Enzyme digestion,
and Southern Blots.
Isolated protein can be used for Western Blots, recovery of some
enzymatic activity, and some immunoprecipitation.
For DNA isolation, see the TRIzol™ Reagent (DNA isolation) User Guide
(Pub. No. MAN0016385).
TRIzol” Reagent can also be used with Phasemaker” Tubes (Cat. No.
'A33248) to isolate RNA. Phasemaker” Tubes creates a solid barrier
between the organic and aqueous phases of the TRIzol * Reagent
following sample homogenization which makes separation of phases
easier. See the TRIzol" Reagent and Phasemaker” Tubes Complete System
User Guide (Pub. No. MAN0016163) for the full protocol.
TRIzol™ Reagent can also be used with the PureLink” RNA Mini Kit
(Cat. No. 12183018A ) which uses spin columns instead of ethanol
precipitation to purify the RNA. For additional information, see the
PureLink” RNA Mini Kit User Guide (Pub. No. MAN0000406).

Contents and storage

USER GUIDE

Required materials not supplied

Unless otherwise indicated, all materials are available through
thermofisher.com. MLS: Fisher Scientific (fisherscientific.com) or
other major laboratory supplier.

Table 1 Materials required for all isolations

Item ‘ Source
Equipment
Centrifuge and rotor capable of reaching MLS
12,000 x gand 4°C
Tubes
Polypropylene microcentrifuge tubes ‘ MLS
Chloroform | MLS

Table 2 Materials required for RNA isolation

Item ‘ Source
Equipment
Water bath or heat block at 55-60°C ‘ MLS
Isopropanol MLS
Ethanol, 75% MLS
RNase-free water of 0.5% SDS MLS
(Optional) RNase-free glycogen MLS

Table 3 Materials required for protein isolation

Item ‘ Source
(Optional) Dialysis membranes ‘ MLS
Reagents
Isopropanol MLS
Ethanol, 100% MLS
0.3 M Guanidine hydrochloride in 95% ethanol MLS
1% SDS MLS

Input sample requirements

IMPORTANT! Perform RNA isolation immediately after sample
collection or quick-freeze samples immediately after collection and
store at -80°C or in liquid nitrogen until RNA isolation.

Starting material per 1 mL of

SRR TRIzol™ Reagent

Tissues!!] 50-100 mg of tissue

1x 105-1 x 107 cells grown in
Cells grown in monolayer monolayer in a 3.5-cm culture dish
(10 cm?)

Contents C?:. No. 155_960?6 Cat. No. 155_960]8

C C Storage

TRIzol™ Reagent 100 mL 200 mL 15-30°C

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.
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5-10 x 10° cells from animal, plant,
Cells grown in suspension or yeast origin or 1 x 107 cells of
bacterial origin

11 Fresh tissues or tissues stored in RNA/ater™ Stabilization Solution (Cat.
No. AM7020).

Procedural guidelines

Perform all steps at room temperature (20-25°C) unless otherwise
noted.

Use cold TRIzol " Reagent if the starting material contains high
levels of RNase, such as spleen or pancreas samples.

Use disposable, individually wrapped, sterile plastic ware and
sterile, disposable RNase-free pipettes, pipette tips, and tubes.
Wear disposable gloves while handling reagents and RNA
samples to prevent RNase contamination from the surface of the
skin; change gloves frequently, particularly as the protocol
progresses from crude extracts to more purified materials.
Always use proper microbiological aseptic techniques when
working with RNA.

Use RNaseZap™ RNase Decontamination Solution (Cat.

no. AM9780) to remove RNase contamination from work surfaces
and non-disposable items such as centrifuges and pipettes used
during purification.

Ensure that all materials that come into contact with TRIzol
Reagent are compatible with phenol, guanidine isothiocyanate,
and chloroform.

Lyse samples and separate phases

1.

Lyse and homogenize samples in TRIzol " Reagent according to

your starting material.

Tissues:

Add 1 mL of TRIzol" Reagent per 50~100 mg of tissue to the

sample and homogenize using a homogenizer.

Cell grown in monolayer:

a. Remove growth media.

b. Add 0.3-0.4 mL of TRIzol" Reagent per 1 x 10°>—107 cells
directly to the culture dish to lyse the cells.

c. Pipet the lysate up and down several times to homogenize.

Cells grown in suspension:

a. Collect the cells by centrifugation and discard the
supernatant.

Isolate RNA

b. Add 0.75 mL of TRIzol" Reagent per 0.25 mL of sample (5-
10 x 10° cells from animal, plant, or yeast origin or 1 x107
cells of bacterial origin) to the pellet.

Note: Do not wash cells before addition of TRIzol* Reagent
to avoid mRNA degradation.

c. Pipet the lysate up and down several times to homogenize.

Note: The sample volume should not exceed 10% of the volume
of TRIzol " Reagent used for lysis.

STOPPING POINT Samples can be stored at 4°C overnight or at —
20°C for up to a year.

2. (Optional) If samples have a high fat content, centrifuge the lysate
for 5 minutes at 12,000 x ¢ at 4-10°C, then transfer the clear
supernatant to a new tube.

3. Incubate for 5 minutes to allow complete dissociation of the
nucleoproteins complex.

4. Add 0.2 mL of chloroform per 1 mL of TRIzol " Reagent used for
lysis, securely cap the tube, then thoroughly mix by shaking.

5. Incubate for 2-3 minutes.

6. Centrifuge the sample for 15 minutes at 12,000 x g at 4°C.

The mixture separates into a lower red phenol-chloroform, an
interphase, and a colorless upper aqueous phase.

7. Transfer the aqueous phase containing the RNA to a new tube by
angling the tube at 45° and pipetting the solution out.

IMPORTANT! Avoid transferring any of the interphase or organic
layer into the pipette when removing the aqueous phase.

Proceed directly to “Isolate RNA” on page 2.

To isolate DNA or protein, save the interphase and organic phase. See
the TRIzol  Reagent (DNA isolation) User Guide

(Pub. No. MANO0016385) or see “Isolate proteins” on page 3 for

detailed procedures. The organic phase can be stored at 4°C overnight.

1 Precipitate the RNA a. (Optional) If the starting sample is small (<10° cells or <10 mg of tissue), add 5-10 pg of RNase-free
glycogen as a carrier to the aqueous phase.

Note: The glycogen is co-precipitated with the RNA, but does not interfere with subsequent

applications.

b. Add 0.5 mL of isopropanol to the aqueous phase, per 1 mL of TRIzol” Reagent used for lysis.

o

Incubate for 10 minutes at 4°C.

d. Centrifuge for 10 minutes at 12,000 x g at 4°C.
Total RNA precipitate forms a white gel-like pellet at the bottom of the tube.
e. Discard the supernatant with a micropipettor.

2 Wash the RNA a. Resuspend the pellet in 1 mL of 75% ethanol per 1 mL of TRIzol” Reagent used for lysis.
Note: The RNA can be stored in 75% ethanol for at least 1 year at -20°C, or at least 1 week at 4°C.
b. Vortex the sample briefly, then centrifuge for 5 minutes at 7500 x g at 4°C.

o

. Discard the supernatant with a micropipettor.

d. Vacuum or air dry the RNA pellet for 5-10 minutes.

IMPORTANT! Do not dry the pellet by vacuum centrifuge. Do not let the RNA pellet dry, to ensure total
solubilization of the RNA. Partially dissolved RNA samples have an A3/ ratio <1.6.

3 Solubilize the RNA a. Resuspend the pellet in 20-50 uL of RNase-free water, 0.1 mM EDTA, or 0.5% SDS solution by pipetting

up and down.

IMPORTANT! Do not dissolve the RNA in 0.5% SDS if the RNA is to be used in subsequent enzymatic

reactions.

b. Incubate in a water bath or heat block set at 55-60°C for 10-15 minutes.
Proceed to downstream applications, or store the RNA at —70°C.

TRIzol" Reagent User Guide
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4 Determine the RNAyield  Determine the RNA yield using one of the following methods.

Method Procedure

Absorbance . Dilute sample in RNase-free water, then measure absorbance at

Absorbance at 260 nm provides total 260 nm and 280 nm.

nucleic acid content, while absorbance at 8 C‘alcytate the RNA concentration using the formula A260 x
280 nm determines sample purity. Since dilution x 40 = ug RNA/mL.

free nucleotides, RNA, ssDNA, and dsDNS | 3. Calculate the A260/A280 ratio.

absorb at 260 nm, they all contribute to the Aratio of ~2 is considered pure.

total absorbance of the sample.

~

RNA samples can be quantified by absorbance without prior dilution
using the NanoDrop Spectophotometer. Refer to the instrument's
instructions for more information.

Fluorescence « Quantify RNA yield using the appropriate Qubit or Quant-iT" RNA
Fluorescence selectively measures intact Assay Kit (Cat. Nos. @32852, Q10210, Q33140, or Q10213).
RNA, but does not measure protein or Refer to the kit's instructions for more information.

other contaminant present in the sample

Table 4 Typical RNA Ay p80 of >1.8) yields from various starting materials

Starting material Quantity RNA yield
Epithelial cells 1x 108 cells 8-15 pg
New tobacco leaf — 73 ug
Fibroblasts 1 x 108 cells 5-7 ug
Skeletal muscles and brain 1mg 1-1.5 ug
Placenta 1mg 1-4 g
Liver 1mg 6-10 g
Kidney 1mg 3-4 ug

Isolate proteins
Isolate the proteins from the organic phase saved from “Isolate RNA“ on page 2 using either “Precipitate the proteins” on page 3 or “Dialyse the
proteins” on page 4.

1 Precipitate the proteins a. Remove any remaining aqueous phase overlying the interphase.
b. Add 0.3 mL of 100% ethanol per 1 mL of TRIzol~ Reagent used for lysis.
c. Cap the tube, mix by inverting the tube several times.
d. Incubate for 2-3 minutes.
e. Centrifuge for 5 minutes at 2000 x g at 4°C to pellet the DNA.
f. Transfer the phenol-ethanol supernatant to a new tube.
g. Add 1.5 mL of isopropanol to the phenol-ethanol supernatant per 1 mL of TRIzol " Reagent used for
lysis.
h. Incubate for 10 minutes.
i. Centrifuge for 10 minutes at 12,000 x g at 4°C to pellet the proteins.
j. Discard the supernatant with a micropipettor.

2 Wash the proteins a. Prepare a wash solution consisting of 0.3 M guanidine hydrochloride in 95% ethanol.
b. Resuspend the pellet in 2 mL of wash solution per 1 mL of TRIzol " Reagent used for lysis.
c. Incubate for 20 minutes.

Note: The proteins can be stored in wash solution for at least 1 month at 4°C or for at least 1 year at —

20°C.

Centrifuge for 5 minutes at 7500 x g at 4°C.

Discard the supernatant with a micropipettor.

Repeat step 2b—step 2e twice.

Add 2 mL of 100% ethanol, then mix by vortexing briefly.

Incubate for 20 minutes.

Centrifuge for 5 minutes at 7500 x g at 4°C.

Discard the supernatant with a micropipettor.

Air dry the protein pellet for 5-10 minutes.

e 7@ 08

¢ To browse the database and search using keywords:

Dialyse the proteins
thermofisher.com/faqs

1. Remove any remaining aqueous phase overlying the interphase.

2. Add 0.3 mL of 100% ethanol per 1 mL of TRIzol  Reagent used .

for lysis. Limited product warranty
. . . . Life Technologies Corporation and/or its affiliate(s) warrant their
i' E:Cp :; iet;feé:l;l.)[{ li:;emng the tube several imes. products as set forth in the Life Technologies' General Terms and
- U g nu N . Conditions of Sale at www.thermofisher.com/us/en/home/global/

5. Centrifuge for 5 minutes at 2000 x g at‘4 Cto pe.Ilet t‘he DNA. terms-and-conditions.html. If you have any questions, please contact

6. Load the phenol-ethanol supernatant into the dialysis membrane. Life Technologies at www.thermofisher.com/support.
Note: The phenol-ethanol solution can dissolve some types of
dialysis membranes (cellulose ester, for example). Test dialysis
tubing with the membrane to assess compatibility before starting. References

7. Dialyze the sample against 3 changes of 0.1% SDS at 4°C. Make . . . .
the first change of solution after 16 hours, the second change 4 Chomczynski, P. 1993. A reagent for the single-step simultaneous isolation
hours later (at 20 hours), and the final change 2 hours later (at 22 of RNA, DNA and proteins from cell and tissue samples. BioTechniques 15,
hours). 532-537
Note: A SDS concentration of at least 0.1% is required to Chomczynski, P, and Sacchi, N. 1987 Single Step Method of RNA
resolubilize the proteins from the pellet. If desired, the SDS can be Isolation by Acid Guanidinium Thiocyanate-Phenol-Chloroform Extraction.

diluted after solubilization.
8. Centrifuge the dialysate for 10 minutes at 10,000 x g at 4°C.

Anal. Biochem. 162, 156-159

L 5 Hummon, A. B., Lim S. R,, Difilippantonio, M. J., and Ried, T. 2007
9. Tranéfer the sup.efnatant containing t}.\e proteins to a new tube. Isolation and solubilization of proteins after TRIzol® extraction of RNA and
10. (Optional) Solubilize the pellet by adding 100 uL of 1% SDS and DNA from patient material following prolonged storage. BioTechniques 42,
100 pL of 8 M urea. 467-472
Proceed directly to downstream applications, or store the sample at —
20°C.

Troubleshooting
Troubleshooting and FAQs

Visit our online FAQ database for tips and tricks for conducting your
experiment, troubleshooting information, and FAQs. The online FAQ
database is frequently updated to ensure accurate and thorough
content.
¢ For troubleshooting information and FAQs for this product:
https://www.thermofisher.com/trizolfags

Life Technologies Corporation | 5781 Van Allen Way | Carlsbad, CA 92008
For descriptions of symbols on product labels or product documents, go to thermofisher.com/symbols-definition.

The information in this guide is subject to change without notice.

DISCLAIMER: TO THE EXTENT ALLOWED BY LAW, THERMO FISHER SCIENTIFIC INC. AND/OR ITS AFFILIATE(S) WILL NOT BE LIABLE FOR SPECIAL, INCIDENTAL, INDIRECT,
PUNITIVE, MULTIPLE, OR CONSEQUENTIAL DAMAGES IN CONNECTION WITH OR ARISING FROM THIS DOCUMENT, INCLUDING YOUR USE OF IT.

Revision history: Pub. No. MAN00001271

Revision Date Description

8.0 28 January 2020 Moved tr ing topics to ther com.
Added note to ensure that materials that come into contact with the Trizol Reagent
are compatible.

Updated step 4 of “Lyse samples and separate phases” on page 2 to include shaking

the sample.
A0 09 November 2016 Added references to Phasemaker™ Tubes .
- 13 December 2012 Baseline for revision.

IMPORTANT! Do not dry the pellet by vacuum centrifuge.

3 Solubilize the proteins a. Resuspend the pellet in 200 uL of 1% SDS by pipetting up and down.
Note: To ensure complete resuspension of the pellet, we recommend that you incubate the sample at
50°C in a water bath or heat block.
b. Centrifuge for 10 minutes at 10,000 x g at 4°C to remove insoluble materials.
c. Transfer the supernatant to a new tube.
Measure protein concentration by Bradford assay (SDS concentration mush be <0.1%), then proceed directly
to downstream applications, or store the sample at -20°C.

TRIzol" Reagent User Guide

Important Licensing Information: These products may be covered by one or more Limited Use Label Licenses. By use of these products, you accept the terms and conditions of all
applicable Limited Use Label Licenses.

©2020 Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved. All trademarks are the property of Thermo Fisher Scientific and its subsidiaries unless otherwise specified.
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/ Anexo 3

C ate of Analysis

RQ1 RNase-Free DNase (Cat.# M6101):

Contents

Part No. Name Size (units)
M610A RQ1 RNase-Free DNase 1,000
M199A Stop Solution ml

M198A RQ1 DNase 10X Reaction Buffer ml
Storage Conditions: Store at —20°C. Avoid exposure to frequent temperature changes. See the expiration date on the
Product Information Label

Description: RQ1 (RNA-Qualified) RNase-Free DNase is a DNase | (endonuclease) that degrades both double-stranded
and single-stranded DNA, producing 3 “-OH oligonucleotides (1). (RQ1 RNase-Free DNase may be used in applications
where maintaining RNA integrity is critical.) This DNase is suited for applications such as nick translation (2), production of
random fragments (3), cleavage of genomic DNA for footprinting (3), removal of DNA template after in vitro transcription (4)
and removal of DNA from RNA samples prior to applications such as RT-PCR (5).

Unit Def n: One unit of RQ1 RNase-Free DNase is defined as the amount required to completely degrade 1pg of lambda
DNA in 10 minutes at 37°C in 50l of a buffer containing 40mM Tris-HCI (pH 7.9), 10mM NaCl, 6mM MgCl, and 10mM CaCl,.
See the unit concentration on the Product Information Label.

Biological Source: Bovine pancreas

Requirement: Ca2- and Mg2 or Mn2 (6).

Inhibitors: EGTA; EDTA (6); salt concentrations >100mM will reduce DNase activity.

RQ1 DNase 10X Reaction Buffer (M198A): 400mM Tris-HCI (pH 8.0), 100mM MgSO, and 10mM CaCl,.
Stop Solution (M199A): 20mM EGTA (pH 8.0).

Enzyme Storage Buffer: RQ1 DNase is supplied in 10mM HEPES (pH 7.5), 50% glycerol (v/v), 10mM CaCl, and
10mM MgCl,.

Usage Notes:

. This DNase solution does not contain an RNase inhibitor. Observe caution in handling the product to avoid contaminating
it with RNase.

. Under different buffer conditions the amount of DNase required to completely digest a given amount of DNA may need to be
empirically For example, salt >100mM will reduce DNase activity.

. To inactivate, heat for 10 minutes at 65°C in the presence of Stop Solution.

~

w

Quality Control Assays

Contaminant Activity

RNase Assay: To test for RNase activity, 50ng of [2HIRNA is incubated with 5 units of RQ1 RNase-Free DNase in Transcription
Optimized 1X Buffer (Cat.# P1181, diluted fivefold) for 1 hour at 37°C, and the release of radiolabeled nucleotides is monitored
by scintillation counting of TCA-soluble material. The specification is <3% release.

- A A

R. Wheeler, Quality Assurance

Protocolo de cuantificacion de ARNm RQ1 RNAse-free DNAse-lI (Promega, Madison, WI).
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the intended use statements for specific products.
Promega products contain chemicals which may be
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with all Promega products to prevent direct human

Each Promega product is shipped with documentation
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Promega products are warranted to meet or exceed
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ment of products free of charge in the event products
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Usage Information

DNase Treatment of RNA Samples Prior to RT-PCR
Set up the DNase digestion reaction as follows:

RNA in water or TE buffer 1-8ul

RQ1 RNase-Free DNase 10X Reaction Buffer Tul

RQ1 RNase-Free DNase 1u/ug RNA
Nuclease-free water to a final volume of 10ul

Note: Use 1 unit of RQ1 RNase-Free DNase per microgram of RNA. For smaller
amounts of RNA, use 1 unit of RQ1 RNase-Free DNase per reaction.

Incubate at 37°C for 30 minutes.

Note: If analyzing RNA samples by gel p is, perform a phenol
extraction and ethanol precipitation before loading the samples on the gel because
salts in the RQ1 DNase Reaction Buffer and Stop Solution may cause aberrant migration
or smearing of RNA on gels. Steps 3 and 4 may be omitted if a phenol:chloroform
extraction is performed

Add 1yl of RQ1 DNase Stop Solution to terminate the reaction.

Incubate at 65°C for 10 minutes to inactivate the DNase.

Add all, or a portion of, the treated RNA to the RT-PCR. See the Access RT-PCR
System Technical Bulletin #8220 (5).

Note: The RQ1 RNase-Free DNase digestion contains a final concentration of 10mM
MgS0,. When adding DNase-treated RNA to an RT-PCR, carryover of magnesium must be
considered. For example, adding 1! of treated RNA to a 50pl RT-PCR will raise the mag-
nesium concentration by 0.2mM, and adding 5! of treated RNA will raise the magnesium

D

If

by 1mM. The for
Nase digestion step and the amplification reaction
RQ1 DNase activity increases as Mg concentration increases up to 5-10mM. Ata
concentration of TmM Mg2+, RQ1 DNase is expected to be at least fourfold less active
than at the optimal Mg?+ concentration.
For some templates, the yield from the amplification reaction is highly dependent on
Mg2+ concentration, and the optimal Mg2+ concentration may be as low as TmM.

may be different in the RQ1

an increased Mg2+ concentration is not tolerable in the amplification reaction, the follow-

ing alternatives may be used

The RQ1 RNase-Free DNase 10X Reaction Buffer may be diluted 1:10 with 400mM
Tris (pH 8.0), 10mM CaCl, prior to DNase digestion. (Note that under these condi-
tions, the RQ1 DNase will be approximately fourfold less active than under standard
reaction conditions.)

An alternative DNase reaction buffer may be used (such as the RT or PCR reaction
buffer) if that buffer contains at least TmM Mg2+.

The RNA sample may be diluted in water prior to RT-PCR, allowing dilution of the
MgS0, toa ion that is ible with this appli

The RNA may be purified with a standard phenol:chloroform extraction followed by an
ethanol precipitation.

Other Applications

RQ1 RNase-Free DNase may be used in a number of other applications where maintaining
RNA integrity is important. These include in vitro transcription, nick translation and
DNase | footprinting.

A

In Vitro Transcription

To remove template DNA, RQ1 RNase-Free DNase may be added directly to the transcription
reaction. Refer to the Riboprobe® in vitro Transcription Systems Technical Manual
#TMO16 (4) for specific protocol information.

B. Nick Translation

For protocol information on the use of RQ1 RNase-Free DNase for this application, refer to
the Protocols and Application Guide (2).

C. Production of Random Fragments

For protocol information on the use of DNase | for random fragmentation of DNA, see
reference 7.

Note: Under different buffer conditions, the amount of RQ1 RNase-Free DNase required to
completely digest a given amount of DNA must be empirically determined. For example,
salt concentrations >100mM will result in reduced DNase activity. Ca2+ and Mg2+ are
essential for RQ1 DNase activity.

Ill. References

1

Moore, S. (1981) Pancreatic DNase In: The Enzymes, Volume 14A, PD. Boyer, Ed.,
Academic Press, New York, 281

Protocols and Applications Guide (1996) Promega Corporation.
Cobianchi, F. and Wilson S.H. (1987) Meth. Enzymol. 152, 94-110.

Riboprobe® in vitro Transcription Systems Technical Manual #TM016, Promega
Corporation.

Access RT-PCR System Technical Bulletin #18220, Promega Corporation.

Ausubel, F.M. (1994) Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons,
New York, 3.12.

Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York.
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Protocolo de retrotranscripcion de ARN iScriptTM reverse transcription Super-mix

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

iScript™ Reverse Transcription Supermix for RT-gPCR

Catalog # Description
1708840 iScript Reverse Transcription Supermix for RT-gPCR, 100 ul of 5x supermix, 25 reactions
1708841 iScript Reverse Transcription Supermix for RT-qPCR, 4 x 100 pl of 5x supermix, 100 reactions

For research purposes only.

Introduction

The iScript Reverse Transcription Supermix for RT-gPCR
(iScript RT Supermix) is a sensitive, fast, and convenient
reagent for gene expression analysis using real-time reverse
transcription quantitative PCR (RT-gPCR) and standard
RT-PCR. The preblended 5x supermix contains in one tube
all the necessary components, except RNA template,

for first-strand cDNA synthesis.

Simple and fast — short protocol time (40 min) and 1-tube
master mix format allow easy setup and fast qPCR results

Data reproducibility — 1-tube supermix format
reduces pipetting steps and promotes consistent and
reproducible results

Broad dynamic range — works with a broad linear
dynamic range of input total RNA (1 ug-1 pg) and
allows sensitive detection of target genes with low
expression levels

Primer design flexibility — includes an optimum blend
of oligo(dT) and random primers to provide unbiased
representation of the 5' and 3' regions of target genes for
freedom in gPCR primer design

Storage and Stability
Store at -20°C. Guaranteed for 12 months at =20°C in a
constant temperature freezer (this reagent will not freeze

at -20°C).

Kit Contents

Reagent Description

iScript RT Supermix 5x RT supermix with RNase H+ Moloney

(gray cap, 25 or 100 reactions) ~ murine leukemia virus (MMLV) reverse
transcriptase, RNase inhibitor, dNTPs,
oligo(dT), random primers, buffer, MgCl,,
and stabilizers

iScript No-RT Control Supermix  5x no-RT control supermix formulated to

(clear cap, 50 reactions) serve as a no-enzyme control, contains all
components of iScript RT Supermix except
reverse transcriptase

Nuclease-free water =

Reaction Setups
Reaction Setup for a Single cDNA Synthesis Reaction

For optimal results, reactions should be assembled on ice
using appropriate reaction vessels.

Component Volume per Reaction, pl
iScript RT Supermix 4

RNA template (1 ug—1 pg total RNA) Variable

Nuclease-free water Variable

Total volume 20

Reaction Setup for Multiple cDNA Synthesis Reactions

The following table shows an example of a master mix
preparation for ten reactions with 5 pl input RNA (1 pg-1 pg)
and enough excess master mix to accommodate loss during
pipetting.* For optimal results, reactions should be assembled
on ice using appropriate reaction vessels.

Component Volume per Reaction, pl
iScript RT Supermix 48

Nuclease-free water 182

Total volume 180

1. Prepare the reverse transcription master mix as indicated in
the table above. Mix thoroughly by pipetting up and down
several times.

2. Add 15 pl master mix to 5 yl RNA for each reverse
transcription reaction.

3. Adjust the volume of water if the input RNA volume is not
5 plinput RNA (1 pg-1 pg), as stated in the example above.

* If more reactions are required, scale up appropriately. The volume of supermix

provided in 25- and 100-reaction kits does not take into account the
preparation of excess master mix.

Reaction Protocol
Incubate the complete reaction mix in a thermal cycler using
the following protocol:

Priming 5 minat 26°C
Reverse transcription 20 min at 46°C
RT inactivation 1 min at 95°C

iScript” Reverse Transcription Supermix for RT-gPCR

Recommendations for the Use of No-RT Control

Interference of gene expression analysis by genomic DNA
carryover in RNA samples can be tested using the no-RT
control supermix

Setting up a no-RT control reaction with the same amount
of total RNA as the reverse transcription reaction is
recommended to allow similar carryover of cDNA synthesis
components in gPCR for accurate detection of genomic
DNA amplicons

Recommendations for g°PCR
= cDNA generated with this kit can be used directly in gPCR

The volume of cDNA synthesis reaction used must not
exceed 10% of the gPCR volume

cDNA can be diluted in 10 mM Tris-HCI (pH 8.0),

0.1 mM EDTA prior to use in gPCR. The optimum cDNA
dilution must be determined based on target gene
abundance and gPCR chemistry

Related Products

Catalog # Description

Reverse Transcription Reagents for Real-Time gPCR

1725037 iScript Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-gqPCR
1708890 iScript cDNA Synthesis Kit

1708896 iScript Select cDNA Synthesis Kit

1725034 iScript gDNA Clear cDNA Synthesis Kit
Reagents for Real-Time gPCR

1725270 SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix
1725280 SsoAdvanced Universal Probes Supermix
1725120 iTag™ Universal SYBR® Green Supermix

1725130 iTag Universal Probes Supermix

1725160 SsoAdvanced PreAmp Supermix

Visit bio-rad.com/web/iscriptRTsmx for more information.

SYBR is a trademark of Life Technologies Corporation. Bio-Rad Laboratories,
Inc. is licensed by Life Technologies Corporation to sell reagents containing
SYBR Green | for use in real-time PCR, for research purposes only.

The use of iTag and SsoAdvanced Supermixes is covered by one or more of
the following U.S. patents and corresponding patent claims outside the U.S.:
5,804,375; 5,994,056; and 6,171,785. The purchase of these products includes
a limited, non-transferable immunity from suit under the foregoing patent claims
for using only this amount of product for the purchaser’s own internal research.
No right under any other patent claim and no right to perform commercial
services of any kind, including without limitation reporting the resuits of
purchaser’s activities for a fee or other commercial consideration, are conveyed
expressly, by implication, or by estoppel. These products are for research use
only. Diagnostic uses under Roche patents require a separate license from
Roche. Further information on purchasing licenses may be obtained from the
Director of Licensing, Applied Biosystems, 850 Lincoln Centre Drive, Foster
City, California 94404, USA.

Bio-Rad Laboratories, Inc.
2000 Alired Nobel Drive, Hercules, CA 94547
510-741-1000

DO67171 Ver C (10020178)  15-1168
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Protocolo de RT-qPCR SYBR Green gPCR Master Mix (Promega, Madison, WI).

Technical Manual

GoTaq® qPCR Master Mix

INSTRUCTIONS FOR USE OF PRODUCTS A6001 AND A6002.

Part# TM318
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GoTaq® qPCR Master Mix

All technical literature is available on the Internet at: www.promega.com/tbs/
Please visit the web site to verify that you are using the most current version of this
Technical Manual. Please contact Promega Technical Services with questions on use of this
system. E-mail: techserv@promega.com.

1. Description 1
2. Product Components and Storage Conditions 2
3. General Considerations 3
A. Spectral Propertie 3
B. Magnesium Chloride Concentration 3
C. Instrument Compatibility 3
4. GoTaq® qPCR Master Mix Protocol 4
5. Related Products 6

1. Description

GoTaq® qPCR Master Mix(b<) is a reagent system for quantitative PCR (qPCR).
The system contains a new fluorescent DNA-binding dye that often exhibits
greater fluorescence enhancement upon binding to double-stranded DNA
(dsDNA) than SYBR® Green 1.

GoTaq® qPCR Master Mix is provided as a simple-to-use, stabilized 2X
formulation that includes all components for qPCR except sample DNA,
primers and water. This formulation, which includes a proprietary dsDNA-
binding dye, a low level of carboxy-X-rhodamine (CXR) reference dye (identical
to ROX™ dye), GoTaq® Hot Start Polymerase, MgCl,, dNTPs and a proprietary
reaction buffer, produces optimal results in qPCR experiments. A separate tube
of CXR Reference Dye is included for use with instruments that require a
higher level of reference dye than that in the GoTaq® qPCR Master Mix.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA
Toll Free in USA 800-356-9526 - Phone 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 - www.promega.com
Printed in USA. Part# TM318
Revised 9/11 Page 1
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Advantages of the GoTaq® qPCR Master Mix

Dye: The proprietary dye provides brighter dsSDNA-dependent fluorescence
than SYBR® Green I, with less PCR inhibition than SYBR® Green. The dye
enables efficient amplification, resulting in earlier quantification cycle (C,)
values and an expanded linear range using the same filters and settings as
SYBR® Green I. The CXR reference dye can be detected using the same filters
and settings as those used for ROX™.

@ Quantification cycle is formerly known as cycle threshold (C,).

Polymerase/Buffer Formulation: GoTaq® Hot Start Polymerase contains full-
length Tag DNA polymerase bound to a proprietary antibody that prevents
polymerase activity at room temperature. Thermal activation is achieved by
incubating the assembled reaction at 95°C for 2 minutes. The proprietary
polymerase/buffer formulation accommodates extended cycle numbers
(45-50 cycles) and is compatible with thermal cycling programs that require
extended activation (95°C for 10 minutes).

Performance: You can expect reliable performance with minimal lot-to-lot
variation: efficient, sensitive and linear qPCR amplification over a wide
dynamic range.

2. Product Components and Storage Conditions

Product Size Cat.#
GoTag® qPCR Master Mix 200 reactions A6001
For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures. Includes:

¢ 5xIml  GoTaq® qPCR Master Mix, 2X

e 100l CXR Reference Dye
¢ 2x13ml Nuclease-Free Water

Product Size Cat.#
GoTag® qPCR Master Mix 1,000 reactions A6002
For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures. Includes:

. 25x1ml  GoTaq® gPCR Master Mix, 2X

e 5x100ul CXR Reference Dye
¢ 10x13ml Nuclease-Free Water

Storage Conditions: GoTaq® qPCR Master Mix is shipped at -20°C. Upon
arrival, store all components at ~20°C, protected from light. For immediate use,
components may be stored at 2-8°C , protected from light, for up to 3 months.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA
Toll Free in USA 800-356-9526 - Phone 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 - www.promega.com
Part# TM318 Printed in USA.
Page2 Revised 9/11

3. General Considerations
3.A. Spectral Properties

The proprietary dye in the GoTaq® gPCR Master Mix has spectral properties
similar to those of SYBR® Green I: Excitation at 493nm and emission at 530nm.
Instrument optical settings established for SYBR® Green I assays should be
used with GoTaq® qPCR Master Mix. The CXR reference dye has the same
spectral properties as ROX™: Excitation at 580nm and emission at 602nm. Use
the instrument settings for ROX™ for reactions containing GoTaq® qPCR
Master Mix.

3.B. Magnesium Chloride Concentration

The MgCl, concentration of the GoTaq® qPCR Master Mix has been
determined to be optimal for performance. If desired, the MgCl, concentration
may be adjusted using a PCR-grade stock solution (not provided).

3.C. Instrument Compatibility

GoTaq® qPCR Master Mix can be used with any real-time instrument capable
of detecting SYBR® Green I or FAM™ dye. GoTaq® gPCR Master Mix contains
alow level of CXR reference dye.

@ If you are using any of the following instruments, supplement the GoTaq®
qPCR reaction mix with 0.5u1 of CXR Reference Dye per 50l reaction.

Applied Biosystems 7000 Sequence Detection System
Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System
Applied Biosystems 7700 Sequence Detection System
Applied Biosystems 7900HT Real-Time PCR System

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA
Toll Free in USA 800-356-9526 - Phone 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 - www.promega.com
Printed in USA. Part# TM318
Revised 9/11 Page3
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4. GoTaq® qPCR Master Mix Protocol

If you are currently performing dye-based qPCR, the GoTaq® qPCR Master Mix
can simply be substituted for your current master mix. For consistency within an
experimental set, prepare a sufficient volume of reaction mix without template
DNA for the DNA standard reactions and experimental sample reactions.

The protocol for a 50yl reaction is outlined below. Component volumes may be
scaled as appropriate. This protocol assumes that 20% of the reaction volume is
DNA template (e.g., 10ul of DNA template added to 40yl of reaction mix). If the
volume of DNA template is more or less than 10pl, adjust the volume of
Nuclease-Free Water accordingly so that the final reaction volume is 50pl.

Materials to be Supplied by the User

qPCR primers

DNA template, positive control template standards

barrier pipette tips

sterile, nuclease-free, DNA-free tubes for reaction mix setup

optical multiwell reaction plates and adhesive film covers

real-time thermal cycler

optional: sterile MgCl, stock solution

alternative normalization dye, if required (e.g,, fluorescein for BioRad instruments)

1. Prepare the standard DNA dilution series and experimental samples in
nuclease-free water. Store on ice until use. Carefully add 10pl of template (or
water for no-template control reactions) to the appropriate wells of the
reaction plate. Store plate at room temperature or on ice.

2. Thaw the GoTaq® qPCR Master Mix at room temperature. Gently vortex to
ensure it is adequately mixed. Take care to avoid foaming or extended
exposure to light. Store on ice until use.

3. Prepare the reaction mix, without template DNA, by combining the reagents
in the order listed in Table 1. See Notes 1 and 2. Gently vortex to mix. Take
care to avoid foaming.

Table 1. Preparation of the Reaction Mix.

o
Promega

Volume per 50pl Final
Component Reaction Concentration
GoTaq® qPCR Master Mix, 2X 25ul 1X
Nuclease-Free Water to a final volume of 40ul
upstream and downstream 0.2uM or
PCR primers ol 0.05-0.9uM each

Notes

1. See Section 3.C for a list of instruments that require addition of the CXR
@ Reference Dye.
2. Some instruments such as the BioRad instruments require addition of a
normalization dye (e.g,, fluorescein).

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA
Toll Free in USA 800-356-9526 - Phone 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 - www.promega.com
Part# TM318 Printed in USA.
Page 4 Revised 9/11

4. Carefully add the appropriate volume of reaction mix prepared in Step 3
(e.g., 40ul of reaction mix for a 50ul reaction) to the appropriate wells of the
reaction plate prepared in Step 1. Take care to avoid cross-contamination.

5. Seal the reaction plate, and centrifuge at low speed for 1 minute to bring all
reaction components together and eliminate air bubbles.

6. Program the thermal cycler as per the manufacturer’s instructions using the
following guidelines:
a. Select SYBR® or FAM™ as the detection dye for the entire plate.

b. Select the ROX™ channel to detect CXR as the reference dye for the entire
plate.

c. Select a standard or fast, two-step, 40-cycle gPCR and dissociation
program. Please note that the cycling parameters given below are offered
as a guideline and may be modified as necessary.

Standard Cycling  Fast Cycling

# Cycles Program Program
Hot-Start Activation 1 95°C for 2 minutes  95°C for 2 minutes
Denaturation 0 95°C for 15 seconds 95°C for 3 seconds
Annealing/Extension 60°C for 60 seconds 60°C for 30 seconds
Dissociation 1 60-95°C 60-95°C

d. Designate that data will be collected during the annealing step of each
cycle.

7. Place the plate into the instrument, and press “Start”.

When the run is complete, analyze the data using your usual procedures.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, WI 53711-5399 USA
Toll Free in USA 800-356-9526 - Phone 608-274-4330 - Fax 608-277-2516 - www.promega.com
Printed in USA. Part# TM318
Revised 9/11 Page 5
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5. Related Products

o
Promega

DNA Purification

Product Size Cat.#
Wizard® Genomic DNA Purification Kit 100 isolations x 300ul A1120
500 isolations x 300ul A1125
100 isolations x 10ml A1620
Wizard® SV Genomic DNA Purification System 50 preps A2360
250 preps A2361
MagneSil® Blood Genomic, Max Yield System 1x 96 preps  MD1360
MagneSil® ONE, Fixed Yield Blood Genomic System 1x96 preps  MD1370
MagneSil® Genomic, Fixed Tissue System 100 samples  MD1490
MagneSil® Genomic, Large Volume System 8 preps A4080
48 preps A4082
96 preps A4085
Maxwell® 16 Blood DNA Purification Kit 48 preps  AS1010
Maxwell® 16 Cell DNA Purification Kit 48 preps  AS1020
Maxwell® 16 Tissue DNA Purification Kit 48 preps  AS1030
PureYield™ Plasmid Miniprep System 100 preps A1223
250 preps A1222
PureYield™ Plasmid Midiprep System 25 preps A2492
100 preps A2495
300 preps A2496
PureYield™ Plasmid Maxiprep System 10 preps A2392
25 preps A2393

Accessory Products
Product Size Cat.#
Maxwell® 16 Instrument leach  AS2000
Maxwell® 16 SEV Hardware Kit leach  AS1200
Maxwell® 16 LEV Hardware Kit leach  ASI250

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road

Toll Free in USA 800-356-9526 - Phone 608-274-4330 - Fax 608-277-2516

Part# TM318
Page 6
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RNA Purification

Product Size Cat.#

PureYield™ RNA Midiprep System 10 preps 73740

50 preps 73741

SV Total RNA Isolation System 10 preps 73101

50 preps 73100
250 preps 73105

Maxwell® 16 Total RNA Purification Kit 48 preps  AS1050

Maxwell® 16 Tissue LEV Total RNA Purification Kit 48 preps  AS1220

Maxwell® 16 Cell LEV Total RNA Purification Kit 48 preps  AS1225

For Laboratory Use.

Product Size Cat.#

Reverse Transcription System 100 reactions A3500

AMV Reverse Transcriptase 300u  M5101

M-MLYV Reverse Transcriptase 10,000u M1701
50,000u  M1705

M-MLV Reverse Transcriptase, RNase H Minus* 10,000u M5301

M-MLV Reverse Transcriptase, RNase H Minus,

Point Mutation* 2,500u M3681
10,000u  MB3682
50,000u  MB3683

ImProm-II" Reverse Transcription System 100 reactions A3800

ImProm-II™ Reverse Transcriptase 10 reactions A3801

100 reactions A3802
500 reactions A3803

*Not available in Canada and United States.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road
- Fax 608-277-2516
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(@ US. Pat. No. 6,242,235, Australian Pat. No. 761757, Canadian Pat. No. 2,335,153, Chinese Pat. No. ZL99808861.7, Hong Kong
Pat. No. HK 1040262, Japanese Pat. No. 3673175, European Pat. No. 1083060 and other patents pending.

(Licensed under U.S. Pat. Nos. 5,338,671 and 5,587,287 and corresponding patents in other countries. For Research Use Only.
Not for use in diagnostic procedures.

(INOTICE TO PURCHASER: LIMITED LICENSE

Use of this product is covered by one or more of the following US patents and corresponding patent claims outside the US:
5,994,056 and 6,171,785. The purchase of this product includes a limited, non-transferable immunity from suit under the
foregoing patent claims for using only this amount of product for the purchaser’s own internal research. No right under any
other patent claim and no right to perform commercial services of any kind, including without limitation reporting the results
of purchaser’s activities for a fee or other commercial consideration, is conveyed expressly, by implication or by estoppel. This
product is for research use only. Diagnostic uses under Roche patents require a separate license from Roche. Further
information on purchasing licenses may be obtained by contacting the Director of Licensing, Applied Biosystems, 850 Lincoln
Centre Drive, Foster City, California 94404 USA.

©2009-2011 Promega Corporation. All Rights Reserved.
GoTaq is a registered trademark of Promega Corporation.
FAM and ROX are trademarks of Applera Corporation. SYBR is a registered trademark of Molecular Probes, Inc.

Products may be covered by pending or issued patents or may have certain limitations. Please visit our Web site for more
information.

All prices and specifications are subject to change without prior notice.

Product claims are subject to change. Please contact Promega Technical Services or access the Promega online catalog for the
most up-to-date information on Promega products.
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