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Resumen

Introduccion: La vitrificacion de embriones es una técnica basica en la reproduccion asistida
actual. Para su éxito se precisa una preparacion endometrial que se consigue con la
administracion de progesterona. Investigar cual es la via y dosis dptimas lleva a lo que se

conoce como personalizacion de la suplementacion.

Objetivos: Valorar la influencia del valor de la progesterona y el tipo de farmaco usado en

los resultados del programa de TEC. Evaluar la histologia endometrial en base a ello.

Material y métodos: Analisis retrospectivo del valor de progesterona en sangre medido el
dia previo a la transferencia embrionaria con diferentes protocolos de sustitucion hormonal, y
estudio de las modificaciones histoldgicas endometriales, segun los criterios de Noyes, en
funcion de la dosis y via de administracion de la progesterona.

Resultados: No se observan diferencias significativas en la tasa de implantacion, gestacién ni
aborto respecto al grupo control de los dos grupos analizados, siendo nuestro nivel critico de
progesterona inferior a 10.5 ng/ml. En cuanto a la histologia, solo la reaccion decidual varia
en funcion del valor de progesterona, siendo mayor en el grupo que asocia los dos tipos de
progesterona. 5 pacientes con fallos en la implantacion previos consiguen gquedarse

embarazadas después de realizar el ciclo piloto.

Discusion: Se observa que la TEC aporta a las pacientes una solucion efectiva para aumentar
su tasa de embarazo, superando los resultados del ciclo en fresco. Nuestro dintel de P4 esta
maés cerca del 8 que del 10.5 ng/ml como se ha sugerido en estudios recientes. El grupo con
P4 vaginal presenta tasas de embarazo similares a los otros grupos, siendo por ahora la via de
administraciéon mas comoda y fiable. Se consiguen 5 embarazos en pacientes con fallos de
implantacion previos, sin poder afirmar si fue por aumento de la dosis de P4 0 por el efecto

scratching.

Conclusiones: La administracion desde el inicio de P4 subcutanea simultdneamente a la
vaginal eleva los niveles en sangre de ésta, pero no se observa un aumento de la tasa de
embarazo. No podemos concluir que el aumento en la tasa de embarazo de los ciclos
transferidos tras la biopsia endometrial no sea debido al efecto scratching. Ampliar la

poblacién estudiada permitiria conseguir diferencias significativas en los resultados.



Palabras clave: progesterona, transferencia embriones congelados, fecundacion in vitro,

histologia endometrial.



Abstract

Introduction: Embryo vitrification is a basic technique in current assisted reproduction. Its
success requires an endometrial preparation that is achieved with the administration of
progesterone. Researching which is the most successful way and dose leads to what is known

as personalization of supplementation.

Objectives: To assess the influence of the progesterone level, as well as the type of drug used
in the results from the frozen embryo transfer program. To study the endometrial histology on

this basis.

Material and Methods: Retrospective analysis of the progesterone level in blood measured
on the previous day to the blastocyst transfer with different hormone substitution protocols,
and study of the endometrial histological modifications according to Noyes criteria and

depending on the dose and way of progesterone administration.

Results: No significant differences were observed in the implantation rate, neither pregnancy
nor abortion in relation to the control group for the two analyzed groups, being our critical
progesterone level inferior to 10,5 ng/ml. With regard to the histology, only the decidual
reaction shows variations depending on the progesterone level, being higher in the group
which combines the two types of progesterone. 5 patients with previous implantation failures
got pregnant after going through the pilot cycle.

Discussion: It has been observed that FET is an effective solution to increase pregnancy
rates, overcoming the results obtained from fresh cycles. Our progesterone threshold is closer
to 8 than to 10.5 ng/ml, as it has been suggested by recent studies. The group with vaginal
progesterone has similar pregnancy rates to the other groups, the former being the most
comfortable and reliable way of administration. Five patients with previous implantation
failures got pregnant, but it was not possible to state if this was due to the increasing
progesterone dose or to the scratching effect.

Conclusions: It can be observed that an initial administration of subcutaneous progesterone
simultaneously to vaginal increases progesterone levels in blood, but not the pregnancy rate.

We cannot conclude that increased pregnancy rate from the transferred cycles after the



endometrial biopsy is not due to the scratching effect. Expanding the studied population

would allow significant differences in the results.

Key words: progesterone, frozen embryo transfer, in vitro fertilization, endometrial

histology.
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1. Introduccidon

Si bien la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la esterilidad como la
“incapacidad de lograr un embarazo clinico después de 12 meses o mas de relaciones
sexuales no protegidas” (1), la realidad supera y trasciende esta definicion. La asistencia a la
salud reproductiva hoy, mediante las TRA, permite la asistencia a mujeres solas y mujeres
pareja mujer, la preservacion de la fertilidad en pacientes oncoldgicos, el diagnostico
genético preimplantacional, asi como la creacion de embriones histocompatibles. Todo esto
es posible gracias al desarrollo y mejora de las técnicas, como la fertilizacion in vitro y la

criopreservacion.

La prevalencia de la esterilidad en Espafia es de aproximadamente un 14%. Esto supone que
1 de cada 7 parejas en edad reproductiva presentan dificultad para tener descendencia. Las
causas de esterilidad se distribuyen de la siguiente forma: un 30% por causa femenina, un
30% por causa masculina, un 25% por causa mixta y un 15% que corresponde a la esterilidad

sin causa aparente. (2)
1.1 Criopreservacién en un laboratorio de reproduccion asistida

La posibilidad de criopreservar gametos, embriones o tejido ovarico ha supuesto un gran
avance en las TRA. La criopreservacion permite la conservacion a largo plazo de células
viables y tejidos a muy bajas temperaturas en un estado de animacién suspendida (3). Tuvo
sus inicios en 1983, cuando Trounson y Mohr publican el primer embarazo a partir de un
embrion congelado, hecho que marco un antes y un después en la historia de la reproduccion.
En 1984, Zeilmarker y colaboradores consiguieron el primer nacimiento por TEC. Ambos
procedimientos utilizaron DMSO como ACP, enfriando a un ritmo aproximado de 0,5 °C/min
de -6°C a -75°C, y posterior introduccion en nitrégeno liquido a -196°C dando inicio al

desarrollo del protocolo de congelacion lenta como método de criopreservacion de embriones

(4).

Desde entonces, las técnicas de criopreservacion han mejorado mucho en eficacia y
eficiencia. En la ultima década se ha visto una mejora sustancial con la introduccion de la
vitrificacion, la cual le ha ganado terreno a la congelacion lenta por sus mejores resultados.

La vitrificacion difiere de la congelacion lenta en que evita la formacion de cristales de hielo



en el espacio intracelular y extracelular, solidificando una solucion mediante una elevacion
extrema de la viscosidad en la que se utilizan altas concentraciones de crioprotector (8 mol/L)
y tasas de enfriamiento ultrarrapido (15000-30000°C/min) (5). No precisa equipos costosos ni
largos tiempos para su aplicacion, mejorando los resultados anteriores en cuanto a la
supervivencia de los embriones (6; 7), embarazo clinico (8; 9; 10) y las tasas de nacidos vivos
(12).

Los ACP son sustancias de alto o bajo peso molecular que se agregan al medio de
congelacién con el objetivo de proteger las estructuras bioldgicas del proceso de congelacion
y descongelacion y proporcionar un ambiente favorable para la supervivencia post-
descongelacion. Se pueden dividir en dos categorias: crioprotectores penetrantes y no
penetrantes (12; 13).

Los ACP difusibles y penetrantes, como el DMSO vy el glicerol, pueden atravesar
pasivamente las membranas celulares y desplazar el agua contenida en el interior celular. Se
ha visto que el DMSO juega un papel importante en la crioproteccién de la membrana gracias
a las interacciones electrostaticas con los fosfolipidos de membrana (14). Los ACP no
penetrantes, como la trehalosa, sacarosa y dextrosa, no son difusibles y permanecen en la

solucion extracelular sin cruzar la membrana debido a un mayor peso molecular (12).

Masashige Kuwayama, pionero en la criopreservacion de embriones y ovocitos, en el 2000,
mejoré el método de criopreservacion a través del uso del método Cryotop®. Este método
requiere Unicamente de dos etapas, una en la que se deja al embrién u ovocito en una gota de
aproximadamente 50 pl en un medio equilibrado entre 6 y 10 minutos, dependiendo del
estado embrionario u ovocitario y una segunda en la que se sumerge en una gota del mismo
volumen de medio de vitrificacion durante un maximo de 1 minuto, limitando asi la toxicidad
de los ACP y reduciendo al minimo el tiempo de exposicion a la solucién. A continuacion, se
carga el embrion en microgotas sobre el soporte Cryotop® y se sumerge rapidamente en
nitrégeno liquido alcanzando una velocidad de enfriamiento de -43000°C/min; de este modo,
la formacion de hielo es virtualmente imposible, lo que elimina totalmente el riesgo de
fractura de la zona pelucida (4). EI volumen minimo utilizado para la vitrificacion disminuye
la probabilidad de nucleacién y formacion de cristales de hielo, consiguiendo un volumen
final de 0,1 pl, siendo 10 veces inferior al que utiliza el resto de los sistemas de vitrificacion

(15).



El desarrollo de la vitrificacidn, con sus excelentes tasas de supervivencia, superiores al 97 %
(16), ha permitido realizar dos tipos de estrategia de transferencia: una transferencia Gnica de
embriones frescos y, en ciclos posteriores, una 0 mas transferencias de embriones
congelados-descongelados y la estrategia freeze-all, en la que solo se transfieren embriones

congelados-descongelados.

La primera facilita varias transferencias con una sola puncion. La segunda de las estrategias
se realiza principalmente para evitar el SHO o para evitar factores endometriales negativos

inherentes a la induccion de la ovulacion (17).

Hoy en dia, el SHO ha disminuido hasta un 1-3 % (18) gracias al uso de un bolo de agonista
de la GnRH-a como farmaco de descarga ovulatoria, es decir, para la maduracion final de los
ovocitos. Se puede utilizar solamente cuando se usan antagonistas de la GnRH para la
supresion hipofisaria. Su aplicacion provoca una liberacion brusca de FSH y, sobre todo, de
LH, capaz de imitar el pico fisiol6gico e iniciar los ultimos estadios madurativos del ovocito
previo a la ovulacion. Se ha comprobado que este farmaco reduce significativamente el riesgo
de SHO, pero hay que diferir la transferencia, ya que se ha demostrado que con él la tasa de
implantacion (19) y de embarazo (20) decaen significativamente y podria ser debido a la
lutedlisis previa 0 a una accion primaria en el endometrio. La estrategia freeze-all también se
usa en los casos en los que no se obtengan espermatozoides el dia de la puncion, se detecta un
polipo endometrial o cualquier otro evento negativo intrauterino, se tenga que realizar DGP
(18) y, recientemente, se erige como pauta para evitar el efecto deletéreo sobre el endometrio
de altos niveles de E> o precozmente de P4y asi poder desvitrificar y transferir en ciclos
posteriores (21). EI nimero de ovocitos en los que la estrategia freeze-all no presentaria

ventajas se ha establecido en menos de 15 ovocitos (22).

Las numerosas ventajas que posee la criopreservacion han llevado a que la proporcion de
ciclos de TEC esté creciendo en Europa. Se estima que los ciclos criopreservados
constituyeron el 32% de las transferencias en 2011 en comparacién con el 28% en 2010 hasta
llegar a un 42% de los ciclos en 2019. Esto es posible ya que hay evidencias que muestran
que no existe diferencia en la tasa acumulada de nacidos vivos por mujer en transferencias de
embriones en un ciclo en fresco o en congelado (58 % frente a un 56-65%) (23), e incluso
otros estudios apuntan a una mejoria significativa en las tasas de nacidos vivos en ciclos con

TEC (24; 25). Esta realidad se reproduce también en nuestro medio.



Las politicas de buena praxis apuntan a realizar transferencias de un solo embrion, esto
contribuye a aumentar la realizacion de ciclos con embriones criopreservados (26). Estudios
actuales han demostrado que la criopreservacion no afecta los resultados en cuanto a tasa de
nacido vivo y peso al nacer (27). La transferencia en estadio de blastocisto aumenta la
sincronizacién del endometrio y permite una seleccién mas avanzada de aquellos embriones
gue son mas adecuados para la transferencia, en comparacién con embriones en el dia tres del
desarrollo (28).

Algunos estudios han sugerido que podrian beneficiarse de la vitrificacion aquellos
embriones que estan blastulando y que se congelan en el dia 7. Pese a que los embriones que
blastulan en el dia 5 pueden tener un mayor potencial para la implantacion, en aquellos
embriones de crecimiento mas lento mereceria la pena ampliar el cultivo y congelarlo en este
estadio para realizar posteriores transferencias, ya que el ciclo de TEC puede evitar a algunas

mujeres una estimulacion ovarica adicional y un ciclo de FIV (29).
1.2 Implantacion y receptividad endometrial

La implantacion humana representa uno de los pasos mas importantes para el éxito de las
TRA (24), ya que aproximadamente 1/3 de los blastocistos transferidos no consiguen
implantar. Requiere un diélogo sincrénico entre un embrién de buena calidad y un
endometrio receptivo (30). Su eficacia se basa en tres pardmetros principales: la calidad del
embrién, la receptividad endometrial (ER) y una interaccién embrién-endometrio bien
equilibrada (24).

Para que ocurra un embarazo, un embrion normal debe implantarse en el endometrio y, para
que esto suceda, debe estar en un estado receptivo que se conoce como "ventana de
implantacion”. Es el momento en que el endometrio estd mas preparado morfoldgica y
funcionalmente para recibir el embridn. Ocurre durante un corto periodo de tiempo, alrededor
de los dias 22-24 de un ciclo ideal de 28 dias. En las TRA, este proceso esta limitado
farmacoldgicamente por una combinacion de suplementos de E y P4, monitorizandose por
ultrasonografia del desarrollo del endometrio midiendo su grosor (aunque sigue siendo una

cuestion controvertida) y niveles de P4 en sangre (30).

En los programas de donacién de ovocitos en los que se trata de forma farmacoldgica y

controlada el endometrio por sustitucion hormonal exdgena, consiguen rutinariamente hasta



un 60% de gestaciones. Sin embargo, en FIV en la que la estimulaciéon ovarica multiplica los
niveles hormonales y altera la respuesta endometrial, no ha sido posible mejorar las tasas de
implantacién y embarazo a pesar de transferir tres (y en algunos casos cuatro) embriones de
buena calidad en algunos centros de Estados Unidos, siendo el porcentaje de gestaciones por
ciclo de 35-40% (31).

La alteracion en estos ciclos de los niveles suprafisiolégicos de E2> y P4 produce cambios
endometriales morfologicos y bioguimicos y un endometrio méas avanzado que en los ciclos
naturales (31). El efecto del nivel elevado de P4 el dia de la descarga ovulatoria en los ciclos
de fertilizacion in vitro es controvertido. Algunos estudios apuntan que parece tener un
impacto negativo en la implantacion y el embarazo al desincronizar el endometrio, mientras

que otros no encuentran diferencias significativas (32).

Varios estudios han observado el potencial de la protebmica para caracterizar los patrones de
expresion del endometrio. Algunos perfiles de expresion génica han llevado a un anélisis
diferencial de patrones receptivos y no receptivos en la sefializacion endometrial. A través del
analisis molecular extenso de estos patrones de expresién se desarrollé un ERA (33) como
método para identificar de forma precisa y reproducible el estado de receptividad endometrial
(30). Sin embargo, las anomalias genéticas y la aneuploidia de los embriones son los
principales contribuyentes en los resultados negativos de las TRA, y el cribado mediante un
screening cromosomico debe estar entre las primeras herramientas empleadas para mejorar
las tasas de embarazo en pacientes con antecedentes de fallo implantacional. Las pacientes
con embriones euploides que tienen un patron endometrial no receptivo, segun el test ERA,
se beneficiarian de la transferencia personalizada de un embridn, utilizando un ciclo de

preparacion endometrial con P4 (30).

1.3 Ciclo sustitutivo para la transferencia embrionaria y valor de la

progesterona

La P4 es una hormona esteroidea esencial para la funcion reproductiva. Tiene un papel muy
importante en la receptividad endometrial, implantacion embrionaria y mantenimiento del
embarazo (34). La administracion temprana de suplementos de P4 mejora los resultados en
ciclos de FIV (35), compensando la secrecion del cuerpo luteo. En el caso de la TEC, la P4 se
usa para inducir los cambios secretorios indispensables en un endometrio previamente

preparado con estrogenos. Desde hace muchos afios hay diferentes protocolos que imitan el



ciclo natural y se usan en los de recepcion de embriones donados. Se administra por via oral 0

vaginal, intramuscular o subcutanea, asi como en anillo o gel vaginal.

Hasta hace 3 afios se aceptaba que la dosis de P4 de 200 mg/8 horas vaginal producia niveles
adecuados en sangre para la implantacion. Sin embargo, se constata una elevada tasa de
aborto en los ciclos de TEC. Esta dosis se aceptd por los trabajos de farmacocinética que

desarroll6 el laboratorio farmacéutico cuando se introdujo el farmaco en el mercado.

A raiz de una comunicacién hecha en el Congreso de la Sociedad Americana de
Reproduccién del afio 2017, en la que se afirmaba que el 30% de la pacientes no absorbia la
P4 por via vaginal, se inician investigaciones clinicas tanto del grupo VI (36) como del grupo
Dexeus (37), que observaron que las pacientes con niveles séricos de P4 menores a 10,5
ng/ml el dia de la transferencia del embrion, tras una preparacion endometrial artificial con P4
micronizada vaginal, presentaban una tasa de embarazo en curso significativamente reducida.

El valor de corte se ha ido modificando desde 10,5 hasta 9,2 ng/ml en el caso del grupo V1.

Ademas, no se observo asociacion entre el volumen endometrial y los niveles de P4 sérica o
tasa de embarazo en curso, lo cual sugiere que, una vez alcanzado el grosor endometrial
minimo, los niveles de P4 en sangre en el dia de transferencia del embrién aportan mayor
prediccién en cuanto a la posibilidad de embarazo que la valoracién del endometrio por

ecografia.

Un estudio clasico (38) demostr6 que el rango 6ptimo de P4 era de 9,4 ng/ml en un embarazo
natural, sin embargo, se trata de una afirmacion muy cuestionada por la rapida fluctuacion
que sufren estos niveles. Por el contrario, en los ciclos artificiales, la Psalcanza la circulacion
sistémica rapidamente y logra la estabilidad en 24 horas, por lo que la medida de esta es méas
fiable.

El momento de la exposicion a la P4 también es critico para una adecuada implantacion, y el
éxito reducido de la FIV se asocia con un aumento prematuro de la hormona, aunque el

umbral requerido, la concentracion y la duracion siguen siendo inciertos (39; 40; 41).
1.4 Caracteristicas histoldgicas del ciclo endometrial

El desarrollo embrionario, una vez transferido el embrion, tiene lugar en la cavidad

endometrial. La pared uterina se compone de tres capas: endometrio, miometrio y perimetrio.



La vascularizacion de la capa basal del endometrio se debe a las arterias rectas. Son vasos
pequefios que vienen desde el miometrio como arterias radiales, surgiendo a partir de 6-10
arterias arciformes, cuyo origen es la arteria uterina. La rama principal de la arteria radial
continda su trayecto hacia la superficie del endometrio, pasando a denominarse arteria
espiral. Las arterias espirales dan lugar a arteriolas que se anastomosan formando un lecho
capilar con segmentos dilatados denominados lagunas. La porcion distal de las arterias
espirales sufre una degeneracion y regeneracién con cada ciclo menstrual debido a la

influencia de los E2 y la P4 (42).

El endometrio es la capa mucosa que tapiza la superficie luminal, junto al miometrio ambos
sufren cambios durante el ciclo menstrual. EI endometrio dispone de receptores de E2 y Pg,
entre otros, que producen la modificacion en su estructura a lo largo del ciclo. Se conoce

como ciclo endometrial que dividiéndose en fase proliferativa y fase secretora.
1.4.1 Fase proliferativa

Se encuentra regulada hormonalmente por los estrégenos, consigue el crecimiento maximo
debido a la gran actividad mitética de las células epiteliales (del estroma) y llega a tener
aproximadamente 10 mm de espesor. Esta fase coincide con el desarrollo folicular en el

ovario.

El estudio histologico de esta fase no se puede fechar por dias, como si ocurre en la fase
secretora, pues los cambios no son tan marcados, de tal manera que se diferencia en tres

etapas que suceden bajo el influjo del Ex:

Fase proliferativa temprana o inicial: el endometrio tiene aproximadamente 1 mm de espesor,
estd compuesto por una capa epitelial basal con pocas glandulas tubulares con luz recta y
estrecha, revestidas de células columnares bajas. Los nucleos son ovales y pequefios. El
estroma contiene células fusiformes laxas y hay una red reticular fina con vasos delgados

imperceptibles.

Fase proliferativa media: las glandulas aumentan su altura y se hacen tortuosas, las células se
aprecian altas, cilindricas y comprimidas. Los nucleos son grandes, con gran actividad

mitotica. El estroma es laxo y edematoso, con poco citoplasma y muchas mitosis.



Fase proliferativa tardia: Ya no se observa edema. Las células epiteliales adquieren un
aspecto de pseudoestratificacion. Los granulos PAS-positivos, debido a su contenido en
glucogeno, demuestran de forma precoz la accion de la P4 a mitad del ciclo. El estroma es
denso. Las arterias espirales tienen paredes delgadas, siendo poco aparentes.

1.4.2 Fase secretora

Se regula mediante la P4, afectando a la capa funcional del endometrio. En esta fase los
cambios histolégicos son diarios, de tal manera que se pueden fechar con mayor exactitud
que en la fase proliferativa. Se edematiza, alcanzando 5-6 mm de espesor. Las glandulas
aumentan de tamafio y adquieren forma de “serrucho o tirabuzon”, ademas, la luz crece por el
acumulo de producto secretor. En esta fase la frecuencia de la actividad mitotica desciende
(43).

En el endometrio se diferencian dos capas, que son las que sufren los cambios nombrados
anteriormente. La capa basal estd formada por células poliédricas bajas con poca actividad
mitotica, en su estroma se encuentran las arterias rectas, las cuales tienen un esfinter
contractil que da lugar a la menstruacion. La capa funcional o glandular prolifera desde la
basal debido al estimulo del E> cuando alcanza niveles por encima de 30 pg/ml. Tras la fase
proliferativa, la capa funcional se divide en capa superficial o compacta (cuellos glandulares)

y capa profunda o esponjosa (cuerpos glandulares).

El epitelio glandular consta de una capa de células columnares cuya altura varia desde 6
micras hasta las 20, segun la fase en la que se encuentre. En un primer momento las células
son cilindricas, posteriormente tiene lugar una pseudoestratificacién y, finalmente, a
consecuencia del estimulo estrogénico, se hacen columnares. En la fase proliferativa, las
células epiteliales presentan mayor actividad mitética, asi como un aumento en la sintesis de
RNA, que se acumula en el citoplasma y apreciandose multiples ribosomas al final de la fase.
Tras esto, la P4 hace que se almacene glicogeno, mucopolisacaridos, proteinas y lipidos en el
citoplasma en forma de vacuolas subnucleares. En la fase proliferativa los nucleos son
alargados con cromatina densa, luego se transforman en redondos y ovales con disminucion

del DNA en la fase secretora.

El estroma esta compuesto por células pluripotenciales del mesénquima, con forma de huso y

unidas entre si por una red. Durante la fase proliferativa, las células estromales permanecen



inactivas y las mitosis se inician en la mitad de la secretora, coincidiendo con la maxima

secrecion de P4 cuando se transforman en célula decidual o en granulocitos.

La célula decidual aparece 3-4 dias después de haber ocurrido el maximo edema; inicialmente
se ubican de forma difusa, luego perimetrando los vasos y por ultimo debajo del epitelio
columnar. Sintetiza prolactina y prostaglandinas. Los granulocitos estromales contienen en su
citoplasma vacuolas de glicogeno y glicoproteina. Se concentran en el lugar donde se

produciria la implantacién del blastocisto.
1.5 Ciclo piloto

Con este concepto se incluye lo que se podria llamar un simulacro de ciclo de transferencia
para analizar que los niveles de P4 en sangre, asi como la transformacion secretora del
endometrio, sean favorables y acordes con la “ventana de implantacion” embrionaria. Su
realizacién, que se ha postergado en la practica clinica actual, era de obligado desarrollo en
los comienzos de las transferencias de los ciclos con dvulos donados en mujeres con fallo
ovarico. De hecho, se convirtio en el modelo ideal de estudio de las transformaciones
endometriales, dado que eran pacientes sin actividad ovarica. Basandose en él, se han
desarrollado protocolos de TEC provocando una castracién quimica con el uso de analogos
de la GnRH agonistas o antagonista. Ello hace que la paciente no produzca E2 ni P4y su ciclo
pueda ser manipulado exdgenamente con farmacos sustitutivos, cuyos efectos y dosis se
conocen 0 se dan por conocidas. Sin embargo, la absorcion no es homogénea como

demuestran las Ultimas publicaciones.

Una de las pruebas que completa el estudio del ciclo piloto es la biopsia endometrial que se
realiza con canulas flexibles de plastico. Esto produce una herida en el endometrio cuya
reparacion implica aumento de los factores de crecimiento que, tedricamente, facilitan la

implantacion. Esto es lo que se conoce como efecto scratching.



2. Hipotesis de trabajo y objetivos

A pesar de las buenas tasas de gestacion en los programas de TEC, se sigue observando una
alta incidencia de abortos. Sabemos que la implantacion depende de la calidad embrionaria,
de un correcto endometrio receptivo y de la interaccion entre los dos. Se necesita profundizar
en el conocimiento de la implantacion y del mecanismo de accion de los farmacos que
utilizan P4. Dado el gasto econémico de la via subcutanea y los costes de todo tipo de los

procedimientos, consideramos que nuestro trabajo puede aportar conocimiento.

En este estudio queremos analizar si la via y distintas pautas de administracion de la Psen los
ciclos de TEC tienen alguna relacion con el valor de P4 en sangre medido el dia previo a la
transferencia en estadio de blastocisto, y determinar la relacion con el embarazo y aborto.
Secundariamente, analizar si la via y las pautas de administracion de la P4 tienen relacién con
la histologia endometrial, obteniéndose diferentes patrones histolégicos de las pacientes que,
en ciclos previos, no han conseguido gestacion, modificando en los ciclos subsiguientes, en
base a los resultados, la dosis y via de la P4, valorando si se mejoran las tasas de implantacion

y embarazo y disminuyen las de aborto.
2.1 Objetivo principal

Analizar si mejoran las tasas de implantacion y de aborto en el programa de TEC en base a

modificaciones de tratamiento en el ciclo de transferencia.
2.2 Objetivos secundarios

1. Determinar los valores medios de P4 el dia anterior a la transferencia de blastocitos.
2. Valorar si hay un patron de receptividad endometrial histologico especifico segun
cada valor de Pa.

3. Evaluar tres protocolos de sustitucién hormonal.



3. Material y métodos

3.1 Disefo del estudio

Este trabajo fue evaluado por la Agencia Espafola del Medicamento y Productos Sanitarios
(AEMPS) y clasificado como “estudio posautorizacion con otros disefios diferentes al de

seguimiento prospectivo” y aceptado por el CEI del CHUC.

La investigacion se desarrolla desde dos vertientes diferentes, una analitica y otra histoldgica,

que pretenden profundizar en el valor de la determinacién de la P4 en los ciclos de TEC.
3.1.1 Valor sérico de Progesterona

La primera parte es un estudio descriptivo retrospectivo. Se analizaron 270 ciclos en los que
se determind en sangre la P4 el dia previo a la transferencia de los embriones y se

aleatorizaron de la siguiente forma:

1) Grupo 1 o Control: se administraron 200 mg cada 8 horas de P4 vaginal
micronizada, valorando el nivel sérico de la P4 el dia +5 de la sustitucion hormonal como se

describe en la tabla 1.

2) Grupo 2: se administraron 200 mg cada 8 horas de P4 via vaginal micronizada,
determinando el nivel sérico de P4el dia +5 de suplementacion de esta, y si era inferior a 10.5
ng/ml, se afiadia desde ese dia P4 subcutéanea a dosis de 25 mg cada 24 horas, siempre a la

misma hora, como se describe en la tabla 2.

3) Grupo 3: se administraron 200 mg cada 8 horas de P4 via vaginal micronizada a lo
que se afadian 25 mg de P4 subcuténea diaria desde el primer dia de suplementacion con Pa,
como se describe en la tabla 3. Este grupo esta subdividido en dos, debido a que en algunos
ciclos la P4 sérica estaba determinada en el dia +5, siendo este el subgrupo 3A; y un subgrupo

3B en el que no se determind el nivel sérico de Pa.



Tabla 1. Protocolo sustitucion hormonal - Grupo 1

Dia del Parches 75 microgramos Progesterona vaginal
ciclo micronizada
1713 estradiol
1
2
3 2 parches
4
5
6 2 parches
7
8
9 2 parches
10 Ecografia transvaginal
11 200 mg/ 8 horas vaginal
12 2 parches 200 mg/8 horas vaginal
13 200 mg/8 horas vaginal
14 200 mg/8 horas vaginal
15 Determinacion de P4 200 mg/8 horas vaginal
2 parches
16 Transferencia de blastocisto 200 mg/8 horas vaginal



Tabla 2. Protocolo sustitucion hormonal - Grupo 2.

Dia del Parches 75 microgramos Progesterona vaginal
ciclo micronizada/subcutanea
1713 estradiol

1

2

3 2 parches

4

5

6 2 parches

7

8

9 2 parches

10 Ecografia transvaginal

11 200 mg/ 8 horas vaginal

12 2 parches 200 mg/8 horas vaginal

13 200 mg/8 horas vaginal

14 200 mg/8 horas vaginal

15 Determinacion de P4 200 mg/8 horas vaginal + 25 mg
2 parches subcutanea

16 Transferencia de blastocisto | 200 mg/8 horas vaginal + 25 mg

subcutanea




Tabla 3. Protocolo sustitucion hormonal - Grupo 3.

Dia del Parches 75 microgramos Progesterona vaginal
ciclo micronizada/subcutanea
1713 estradiol

1

2

3 2 parches

4

5

6 2 parches

7

8

9 2 parches

10 Ecografia transvaginal

11 200 mg/8 horas vaginal + 25 mg
subcutanea

12 2 parches 200 mg/8 horas vaginal + 25 mg
subcutanea

13 200 mg/8 horas vaginal + 25 mg
subcutanea

14 200 mg/8 horas vaginal + 25 mg
subcutanea

15 Determinacion de P4 200 mg/8 horas vaginal + 25 mg

2 parches subcutanea
16 Transferencia de blastocisto | 200 mg/8 horas vaginal + 25 mg

3.1.1.1 Criterios de inclusion

subcutédnea

1. Disponer de embriones en estadio de blastocisto o de dia +3 que se descongelaron y

llevaron a aquel estadio.

2. Consentimiento informado firmado de la técnica a realizar.

3. Poder acudir al hospital el dia anterior a la transferencia.



3.1.1.2 Criterios de exclusion

1. No disponer de blastocistos.
2. No firmar el consentimiento informado.

3. No poder acudir al hospital por ser de isla periférica o lejania.
3.1.2 Ciclo piloto

La segunda parte del trabajo es un estudio de cohortes observacional con un grupo de 14
muestras endometriales de pacientes con sustitucion hormonal como en el grupo control o
grupo 1 del anterior estudio, y otro grupo que quedd reducido a 3 por imposibilidad de
reclutamiento debido a la pandemia, que fueron suplementadas como las del grupo 3 anterior
(P4 vaginal y subcutanea). La poblacion incluida en esta parte de nuestra investigacion fueron
pacientes del programa de TEC de la Unidad de Reproduccién Humana a las que se les
realiz6 un ciclo que reprodujo el de la supuesta transferencia, en el dia previo se determind la

Psséricay en el dia +6 se realizo una biopsia endometrial, tal como lo muestra la tabla 4.

Las pacientes cuyo nivel de P4 en sangre fue <10,5 ng/ml, se les suplement6 la P4 en el ciclo
posterior de transferencia embrionaria con P4 en dosis de 25 mg/24 horas via subcutanea

desde el dia anterior a la transferencia embrionaria.

Tabla 4. Protocolo sustitucién hormonal - Ciclo piloto.

Dia del Parches 75 microgramos Progesterona vaginal
ciclo micronizada
1713 estradiol
1
2
3 2 parches
4
5
6 2 parches
;
8
9 2 parches




10 Ecografia transvaginal

11 200 mg/ 8 horas vaginal
12 2 parches 200 mg/8 horas vaginal
13 200 mg/8 horas vaginal
14 200 mg/8 horas vaginal
15 Determinacion de P4 200 mg/8 horas vaginal

2 parches
16 Biopsia endometrial 200 mg/8 horas vaginal

Esta segunda parte del estudio tuvo los mismos criterios de inclusion y exclusion y ademas
haber tenido 2 o més transferencias fallidas de TEC con el protocolo habitual de la Unidad y

firmar el consentimiento informado y autorizacion para la biopsia endometrial.

3.1.2.1 Criterios previstos para la retirada de los sujetos del estudio.

Las pacientes que no acudieron a las citas y, por tanto, no se realizaron las pruebas previstas,
fueron retiradas del estudio. Teniendo las pacientes la posibilidad de revocacion del

consentimiento informado en cualquier momento del estudio.

3.3 Protocolo de sustitucion hormonal

Las pacientes iniciaron en el tercer dia del ciclo menstrual la autoadministracion de Ez en
forma de parches transdérmicos para promover la preparacion endometrial. Se colocaron 2
parches de 75 microgramos cada 72 horas, es decir, 150 microgramos cada 72 horas
(Evopad®, Janssen-Cilag S.A., Espafia), situandolos en piel sana, limpia y alejadas de la

mama.

Tras la 32 tanda de parches se valord el grosor endometrial mediante ecografia por via
transvaginal. En caso de que el endometrio superase los 7 mm de grosor, se iniciaba la
administracion de P4, segn en el grupo en el que se encuentre la paciente. Esta sustitucion se
realizé con P4 natural micronizada, 200 mg cada 8 horas via vaginal (Utrogestan®, Seid,
Espafia o Progeffik®, Effik S.A, Espafia) y en aquellas pacientes que estaban incluidas en el
grupo 3 se les afiadia P4 subcutanea a dosis de 25 mg/24 horas (Prolutex®, Ibsa S.A, Italia).

El ciclo de transferencia se continta con el mismo esquema de sustitucion hormonal.



Las biopsias endometriales fueron obtenidas bajo control ecografico el dia 6 de sustitucién
hormonal, el cual se corresponderia con el hipotético dia de la transferencia de embriones. Se
Ilevé a cabo mediante una canula de Cornier (Gynetics). Este procedimiento tiene un efecto
scratching sobre el ciclo de transferencia real que se realiz6 en el siguiente ciclo y donde si se
transfirieron embriones con las modificaciones farmacoldgicas de dosis en base a la

informacién del ciclo piloto.

Las biopsias endometriales incluidas en formol eran enviadas al Departamento de Anatomia
Patologica, donde la misma especialista procedia a su interpretacion tras la fijacion y tincion,
de manera ciega. Las muestras eran incluidas en un tubo con el fijador designado (formol
tamponado al 10%), siendo la fijacibn minima de al menos 6 horas, para proceder
posteriormente a su inclusion en parafina y tincion con Hematoxilina-Eosina. El
procesamiento de las muestras era el habitual para las biopsias de endometrio, y se procedié a
analizar los cortes a medida que se tallaban, fijaban y tefiian. El analisis se llevo a cabo en un
microscopio 6ptico, siendo el observador siempre el mismo, acompafiado por los alumnos de

6° curso del grado de Medicina y autores de esta memoria.

Las caracteristicas histolégicas que valoramos, segun los criterios de Noyes, fueron el grado
de desarrollo vascular (puntuado de 0 a 3) y de transformacion deciduoide (puntuado de 0 a
3), el nimero de mitosis presentes en el estroma (puntuado de 0 a 3), la posicion basal o
apical de las vacuolas, fase del ciclo endometrial predominante y el grado de diferenciacion
hacia una u otra fase del mismo (puntuado de 1 a 3). Todos los aspectos descritos fueron
puntuados en funcién de si eran menos 0 mas prominentes, excepto el tipo de vacuolas y la
fase predominante. Una de las muestras obtenidas fue insuficiente para establecer un

diagnostico.

La medida de P4 sérica el dia +5 de su administracion se realizo en el laboratorio de hormonas
del HUC mediante ensayo inmunoenzimatico de microparticulas Axsym System (Abbott
Cientifica S.A., Madrid, Espafia). Los valores de P4 se expresan en ng/ml. La extraccion de

sangre se llevo a cabo a la misma hora (8-9 de la mafiana).

Los embriones congelados procedian de un ciclo de FIV/ICSI donde la puncién para
extraccion de los ovocitos se llevaba a cabo a las 36 horas de la descarga ovulatoria bajo guia

ecogréfica.



Tras la puncion, se procedié a la inseminacion de los ovocitos con el semen capacitado. En el
caso de la FIV, se necesitan 300.000 espermatozoides por mililitro y en el caso de la ICSI, la
microinyeccion de un unico espermatozoide por ovocito. Se realizé un seguimiento diario de
la calidad de los embriones hasta el dia de la transferencia, siguiendo el criterio de ASEBIR
(Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion), y con el criterio de Gardner
para aquellos superiores a tres dias post-fertilizacion. Tras consultar a las pacientes, se
decidid el numero de embriones a transferir (siendo el maximo 2 por politica de prevencion
del embarazo multiple de la Unidad). Los embriones no transferidos se criopreservaron
utilizando el protocolo de Irvine-vitrificacion para vitrificacion rapida en sistema Cryotop®,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Estos embriones son los que se transfieren en los

ciclos de TEC de nuestro estudio.

3.4 Analisis de datos

Para la recopilacion de los datos se ha utilizado el programa SARA 'y el SAP.

El analisis estadistico del valor sérico de P4 se realizd con el programa SPSS (“Statistical
Package for the Social Sciences”) v. 15 (Chicago, IL). Se establecio el punto de corte de los
niveles de Psen 10,5 ng/ml, segun refieren Labarta et al (36). En primer lugar, se llevé a cabo
un analisis de los datos descriptivo, incluyendo la edad de la mujer como covariante y
neutralizando su efecto en el caso de que resultase significativa y, a continuacion, se realizo
un contraste de hipotesis para las variables de interés a estudio. Las variables cuantitativas se
expresan como media y desviacion tipica. Para la comparacion de variables cualitativas se
empled la prueba de Chi-cuadrado; para una cualitativa con una cuantitativa no dicotomica, el
ANOVA,; vy, para dos cuantitativas, el coeficiente de correlacion de Pearson. Se consideraron
significativos los valores de p <0,05.

El analisis estadistico del estudio histoldgico se desarrolld con el programa SPSS (“Statistical
Package for the Social Sciences”) v. 21 (Armonk, NY). Se han realizado tablas de
contingencia para comparar la frecuencia de presentacion de diferentes variables de
naturaleza cualitativa (nominales u ordinales) en dos 0 mas grupos y poder asi determinar si
existia una asociacion entre ellas; y las medias muestrales de los diferentes datos clinicos, de
laboratorio e histologicos, con el objetivo de estimar si habia diferencias entre los grupos
anteriormente citados. Ira dirigido a determinar si existe correlacion con el valor de P4 de los

pardmetros histologicos que permiten datar el endometrio segln criterios de Noyes y que son



el grado de desarrollo vascular (puntuado de 0 a 3) y de transformacion deciduoide (puntuado
de 0 a 3), nimero de mitosis presentes en el estroma (de 0 a 3), posicion basal o apical de las
vacuolas, fase del ciclo endometrial predominante (proliferativo, intervalo, secretor inicial
(15-17 del ciclo), secretor avanzado (21-24 del ciclo). Los aspectos descritos fueron
puntuados en funcion de si eran menos 0 mas prominentes, excepto el tipo de vacuolas y la
fase predominante. Una segunda parte del estudio evaluara los resultados del ciclo de
transferencia en cuanto a tasa de implantacion, gestacion y aborto en base a las
modificaciones que los resultados del ciclo piloto permitieron implementar. Finalmente, se

podra concluir si la realizacion de éste introduce o no mejoras en los resultados.



4. Resultados

Nuestro trabajo se compone de dos vertientes. Por un lado, nos hemos centrado en el analisis
de la influencia del valor de la P4 el dia +5 de sustitucion hormonal en el ciclo de TEC y, por
otro, realizamos el analisis de la histologia endometrial en dos de los grupos del llamado ciclo

piloto.
4.1 Valor sérico de Progesterona

Se han analizado 270 ciclos de transferencias de blastocistos distribuidos de la siguiente

forma en base a la suplementacién de Pa:
Grupo 1: 200 mg/8 horas de P4 via vaginal micronizada, n= 31.

Grupo 2: 200 mg/8 horas y en el dia +5 se analizé la P4 sérica siendo <10,5 ng/ml, por lo que
se suplementd con 25 mg/24 horas por via subcutanea, n= 125.

Grupo 3: 200 mg/8 horas vaginal y 25 mg/24 horas subcutanea conjuntamente desde el dia
+0, n=114. Este grupo se subdividié en 3A, disponian de determinacion de P4 el dia +5 con
un tamafio muestral de n=45y un subgrupo 3B a las que no se le midié, n=69.

El grupo con mayor numero de ciclos es el 2, 125 ciclos, constituyendo un 46,3% del tamafio
muestral total. En la tabla 5 se puede observar la distribucién de los tamafios muestrales en
los diferentes grupos.

Tabla 5. Frecuencias.

Frecuencia Porcentaje
Grupo 1 o Control 31 11,5
Grupo 2 125 46,3
Grupo 3A 45 16,7
Grupo 3B 69 25,6
Total 270 100,0




Los tres grupos son homogéneos en cuanto a causa de esterilidad (siendo mas frecuente el
factor femenino), el nimero de ciclo de induccion de la ovulacion de FIV/ICSI de donde
proceden los embriones, indicacién de la congelacion (bolo agonista, sobrantes, P4 alta, riesgo
de hiperestimulacién ovérica). No hay diferencias estadisticamente significativas en las

indicaciones entre los grupos.
4.1.1 Tasa de embarazo

La tasa de embarazo global fue de 41,48% lo que asciende a 112 embarazos. En el grupo 1 o
control se sucedieron 13 gestaciones; en el grupo 2, 54 embarazos; en el grupo 3A, 20
embarazos y en el grupo 3B, 25. Si no tenemos en cuenta la medicion de la Psen el grupo 3y
por lo tanto la divisién en dos subgrupos, el nimero de embarazos asciende a 45. Dicha tasa
en cada grupo se describe en las tablas 6 y 7 sin que se hayan detectado diferencias

estadisticamente significativas en la prueba de y? de Pearson obteniendo una p>0,05.

Tabla 6. Tasa de embarazo.

Frecuencia | Porcentaje
Grupo Embarazo (n) (%)
Grupo 1 o control No 18 58,1
Si 13 41,9
Total 31 100,0
Grupo 2 No 71 56,8
Si 54 43,2
Total 125 100,0
Grupo 3A No 25 55,6
Si 20 444
Total 45 100,0
Grupo 3B No 44 63,8
Si 25 36,2
Total 45 100,0




Tabla 7. Tasa de embarazo con el grupo 3 unificado.

Embarazo Total
No Si
Grupo 1 o Control Recuento 18 13 31
% 58,1% 41,9% 100,0%
Grupo 2 Recuento 71 54 125
% 56,8% 43,2% 100,0%
Grupo 3 Recuento 69 45 114
% 60,5% 39,5% 100,0%
Total Recuento 158 112 270
% 58,5% 41,5% 100,0%

x> de Pearson p = 0.344

4.1.2 Tasa de aborto

La tasa de aborto global fue del 21,4%, es decir, en el total de los grupos se han producido 24
abortos de 112 embarazos, dividiéndose de la siguiente forma entre los grupos: 2 abortos en
el grupo 1 (15,4%), 13 en el grupo 2 (24,1%) y 9 en el grupo 3 (20%). Dicha tasa en cada
grupo se describe en la tabla 8 sin que se hayan detectado diferencias estadisticamente

significativas en la prueba de y* de Pearson obteniendo una p>0,05.

Tabla 8. Tasa de aborto.

Aborto
NO Si Total

Grupo 1 Recuento 11 2 13

% 84,6% 15,4% 100,0%
Grupo 2 Recuento 41 13 54

% 75,9% 24,1% 100,0%
Grupo 3 Recuento 36 9 45

% 80,0% 20,0% 100,0%
Total Recuento 88 24 112

% 58,5% 41,5% 100,0%
v*> de Pearson 0.561

V de Cramer de 0.071



4.1.3 Valor de progesterona el dia previo a la transferencia embrionaria

En cuanto a los niveles de P4 en sangre el dia antes de la transferencia embrionaria de los
diferentes grupos, dividiendo los grupos por rango de P4, <8, 8-10,5 y >10,5 ng/ml, donde el
grupo 3 incluye solo las pacientes que tenian determinacion de P4y por tanto analizando 201

ciclos, se observa lo siguiente:

- La mayor parte de los ciclos, 113, presentan P4 en el rango <8 ng/ml. Esto equivale al
56,2% de los ciclos totales. EI grupo con mayor nimero de ciclos en este rango es el
grupo 2, con 90, (72%).

- En cuanto a los otros dos rangos, empatan en nimero de ciclos y porcentaje, siendo
44 ciclos para cada rango (21,9%). El grupo con mayor namero de ciclos en el rango
de 8-10,5 ng/ml corresponde al 2, con 34 ciclos (27,2%).

- El rango >10,5 ng/ml, se presenta predominantemente en el grupo 3, 34 ciclos
(75,6%).

Tabla 9. Rango progesterona.

Rango de progesterona (ng/ml) Total
<8 8-10,5 > 10,5
Grupo Grupo 1 Recuento 17 5 9 31
% 54,8% 16,1% 29,0% |100,0%
Grupo 2 Recuento 90 34 1 125
% 72,0% 27,2% 0,8% |100,0%
Grupo 3 Recuento 6 5 34 45
% 13,3% 11,1% 75,6% |100,0%
Total Recuento 113 44 44 201
% 56,2% 21,9% 21,9% |100,0%

En la gréfica | se observa el nivel de progesterona medio el dia +5, que corresponde al dia
anterior a la transferencia embrionaria, en los tres grupos. Como es de esperar el grupo con
mayor nivel medio de progesterona en sangre es el 3 como se describié en el apartado

anterior.



Grafica I. Media de Psen el dia +5
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4.1.4 Valor de progesterona en relacion con los embarazos

Si dividimos como en el apartado anterior los niveles de P4 en tres rangos, <8, 8-10,5y >10,5

ng/ml, y relacionamos con embarazo, se observa lo siguiente:

- El rango con mayor numero de embarazos es el rango <8 ng/ml, ascendiendo a 49 de
los 87 totales y correspondiendo el 56,3% de los embarazos totales.

- En el rango >10,5 ng/ml se generan 21 embarazos, correspondiendo al 24,1% de los
embarazos totales.

- En el rango de 8-10,5 ng/ml se observan 17 embarazos, que es el 19,5% de los
embarazos totales.

- En cuanto a los no embarazos, el rango con mayor nimero se corresponde con el <8
ng/ml, con 64 no embarazos (56,1%). Le sigue el rango 8-10,5 ng/ml con 27 no
embarazos (23,7%). Y, por tltimo, el rango >10,5 con 23 no embarazos (20,2%).



Tabla 10. Rango de progesterona/embarazo.

Rango de progesterona Total
<8 8-10,5 > 10,5

Embarazo No Recuento 64 27 23 114

% 56,1% 23, 7% 20,2% 100,0%
Si Recuento 49 17 21 87

% 56,3% 19,5% 24.1% 100,0%

Total Recuento 113 44 44 201
% 56,2% 21,9% 21,9% 100,0%

La grafica II muestra la media de B-hCG que es sinonimo de gestacion. El valor de esta
hormona es mayor en el grupo 1. Podemos concluir que, aunque el valor de la progesterona
medido en sangre es mas alto en aquellas pacientes que recibieron los dos tipos de

progesterona desde el principio (vaginal y subcuténea), esto no redunda en un aumento de la

tasa de embarazo.

Media de B-hCG

Grafica I1. Media B-hCG.

5000,0

7000,04

600005

5000,0-

400001

T

Grupo 1 o control

Grupo 2
Grupos

Grupo 3



4.2 Histologia endometrial - ciclo piloto

Dos grupos configuran esta parte del estudio. Grupo 1: ciclo piloto en 14 pacientes que
recibieron 200 mg de P4 cada 8 horas via vaginal; Grupo 2: solo 3 pacientes que recibieron lo
mismo y, ademas, 25 mg de P4 subcutanea. Este grupo no pudo completarse debido a la
interrupcion de la actividad por la crisis del Covid-19. Posteriormente al ciclo piloto, se
realiza otro ciclo con transferencia embrionaria con las debidas modificaciones en dosis en
base a la informacion obtenida del ciclo piloto. A las pacientes con P4 sérica <10,5 ng/ml se

les afadid P4, 25 mg/24 horas via subcutanea junto con la vaginal.

Son pacientes con edades comprendidas entre 31-41 afios con una media de 36 afios, con
IMC inferior a 30. Tenian embriones congelados en estadio de blasto o de dia +3 que se
descongelaron y llevaron a aquel estadio, de buena calidad. Previamente habian tenido 3

transferencias fallidas.
4.2.1 Valor de la progesterona el dia previo a la biopsia endometrial

El valor medio de P4en sangre el dia +5 fue de 7.42 ng/ml, (1.61-10.9 ng/ml). Agrupando los

valores en tres rangos: 1.61, 6-8,6 y 8,6-10,9 ng/ml, observamos:
- 9de 14 pacientes (64%) presentaron P4 entre 6-8,6 ng/ml.
- 4 pacientes (29%) entre 8,6-10,9.
- 1(7%) su valor fue de 1,61 ng/ml.

Tabla 11. Rango de progesterona/Frecuencias

N° de casos / % Rango Progesterona (ng/ml)
1/7% 1,61
9/64% 6-8,6
4129% 8,6 -10,9

El grosor endometrial medio que se determiné por ecografia via transvaginal para iniciar las

terapias con progesterona fue de 9.2 mm, con un rango comprendido entre 7.3-12.7 mm.



4.2.2 Biopsias endometriales
El andlisis histologico de las muestras endometriales rebela 5 fases predominantes:

- La predominante fue la secretora inicial: 12 biopsias del grupo 1 (85,7%) y 3 biopsias
del grupo 2 (100%).

- Una paciente presentd endometrio en fase proliferativa y otra en fase secretora
avanzada (7,1%).

- Enlas fases de intervalo e intervalo - secretor inicial no se detecta ninguna biopsia.
Tabla 12. Histologia endometrial.

Fase predominante Grupo 1 Grupo 2

Progesterona vaginal | Progesterona vaginal
+ subcutanea

Proliferativo 1

Intervalo 0

Intervalo - Secretor 0

Inicial

Secretor Inicial 12 3
Secretor Avanzado 1

Segun los criterios de Noyes observamos las siguientes caracteristicas histoldgicas:

- Vacuolas: 1 paciente no las presento, 2 presentaron vacuolas apicales y 11 vacuolas
basales.

- Transformacion deciduoide: 2 presentaron dicha transformacion y 12 no.

- Desarrollo vascular: 3 muestras se clasificaron como grado 0, 8 pacientes grado 1y 3
grado 2.

- Mitosis: 10 se clasificaron como grado 0, y 4 como grado 1.



Imagen 1: Transformacién deciduoide.

Tincion hematoxilina-eosina. Aumento 10x. Mucosa endometrial con glandulas irregulares
con secrecién en la luz revestidas por células cilindricas sin actividad. Estroma con desarrollo

vascular y transformacién deciduoide perivascular. Autora: Idaira J. Expdsito Afonso.

Imagen 2: Endometrio secretor — VVacuolas basales.

Tincién hematoxilina-eosina. Aumento 10x. Mucosa endometrial con glandulas generalmente

tubulares revestidas por epitelio cilindrico con marcadas vacuolas secretoras basales.



Tincién hematoxilina-eosina. Aumento 10x. Mucosa endometrial con glandulas irregulares
revestidas por epitelio cilindrico con vacuolas mayoritariamente basales, observandose en

algunas glandulas vacuolas apicales.

Imagen 4. Desarrollo vascular.

-~ €S A & o -

Tincion hematoxilina-eosina. Aumento 20x. Mucosa endometrial con estroma que incluye

estructuras vasculares desarrolladas.
4.2.3 Tasa de embarazo y aborto

En el ciclo posterior al de la obtencion de la biopsia endometrial, se programo el ciclo de la
transferencia embrionaria. Se siguid el esquema de sustitucion descrito y se subid la dosis de

progesterona si en el piloto ésta era inferior a 10,5 ng/ml (solo a las mujeres del grupo 1):

- Al actuar aumentando la dosis de progesterona afiadiendo 25 mg via subcutanea junto

con la vaginal en los casos de endometrio con predominio de fase secretora inicial y



con un nivel de progesterona en sangre <10,5 ng/ml, se logran 5 embarazos,

correspondiendo a un 35,71% del total.

- Por tanto, el niumero de no embarazos fue de 9, lo que corresponde con el 64,28% del

total.

- De esos 5 embarazos hubo un aborto bioquimico que se corresponde con la paciente

que en el ciclo piloto obtuvo el nivel mas bajo de Ps, 1,61 ng/ml y la B-hCG fue

también la més baja: 395 mUl/ml.

- La Psen las pacientes que gestaron estuvo en el rango de 1,61-10,2 ng/ml, siendo la

media de 6,56 ng/ml.

- Todas las pacientes que se quedaron embarazadas presentaron en la biopsia

endometrial un patrén histoldgico de secretor inicial en el ciclo piloto.

La relacion de la histologia con el embarazo o el aborto no mostr6 diferencias significativas

excepto para la transformacion deciduoide donde se observa una correlacion de Pearson de
0.601 y una p de 0.023 (p <0.05)

Tabla 13. Correlacion de Pearson de la histologia endometrial/embarazo y aborto.

CORRELACIONES | Fase Vacuolas | Transformacion | Desarrollo | Mitosis
Predominante deciduoide vascular

Progesterona dia +5

Correlacion de 0.102 00.97 0.601 0.041 0.130

Pearson

Significacion 0.727 1.741 0.023 0.889 0.658




5. Discusion

En los ultimos afios se ha puesto en valor la determinacion de P4 en dos momentos clave de
los tratamientos de reproduccion asistida: el dia de la descarga ovulatoria en los ciclos de
FIV/ICSI y el dia previo a la TEC en estadio de blastocisto. Nuestro trabajo profundiza en

este segundo escenario.

Si bien es verdad que muchos grupos no utilizan su determinacion para tomar decisiones
clinicas, la mayoria deciden congelar todos los embriones si el valor el dia de la descarga
ovulatoria supera el nivel de 1,5 ng/ml. El programa de FIV/ICSI del CHUC asi lo hace y ha
concluido que debe seguir teniéndose en cuenta (44).

Sin embargo, en los programas de TEC la situacion no esté tan clara. Entre los defensores a
ultranza de que se debe determinar y actuar subiendo dosis o cambiando via de
administracion si el valor es inferior a 10,5 ng/ml (36; 41; 45) y los que no la utilizan. Hay

profesionales que solo determinan la P4 en casos especiales.

Alur-Gupta S et al (46) confirma que el hecho de determinar y conducir el ciclo en base a los
resultados de la medicion de P, aumenta la tasa de embarazo en ese ciclo significativamente.
La Unidad de Reproduccién ya la tiene incluida en sus protocolos porgue se investiga si el
hecho de determinar y actuar incide positivamente no solo en el aumento de la tasa de
embarazo sino en la disminucion de la de aborto que siempre ha sido muy alta (20%) en los
ciclos de TEC. Recientemente y tras esta investigacion se esta planteando disminuir el nivel
de corte para administrar la progesterona subcutanea a 8,5 ng/ml. Esto es asi porque se ha

ampliado el grupo control y esta en fase de analisis.

Histéricamente y basados en estudios de farmacocinética cuando se introdujo la via vaginal
con la P4 micronizada se aceptaba que la dosis de 200 mg/8 horas era suficiente para crear un
endometrio secretor adecuado para la implantacion. Sin embargo, cuando en el afio 2017 en
el Congreso de la Sociedad Americana de Reproduccidn se comunica que se ha detectado que
un 30% de mujeres presentaban niveles muy bajos de la hormona cuando se administra por

dicha via, fue cuando se inici0 la investigacion en este campo.

Factores como la edad, el IMC y el momento de la extraccion de la sangre han sido

investigados por Gonzalez-Foruria | et al (46). Nosotros tenemos una poblacion homogénea



en cuanto al peso dado que es un criterio para poder realizar los tratamientos de reproduccion.
El IMC tiene que ser inferior a 30 y una edad inferior a 45. En cuanto al momento de
extraccion de sangre para la determinacion de P4, nuestras pacientes acuden al laboratorio de

hormonas a la misma hora, de 8 a 9 de la mafana.

En la actualidad, la estrategia de congelar todos los embriones generados en los ciclos de
FIV/ICSI, en casos de P4 por encima de un valor de 1,5 ng/ml (41) el dia de la descarga
ovulatoria estd ampliamente aceptada ya que hay numerosos estudios que recogen los efectos
deletéreos que produce en el endometrio y también los resultados clinicos obtenidos en
cuanto a tasa de embarazo y aborto (43; 47). Sin embargo, el valor de corte continGia siendo
controvertido, e incluso se han llegado a sugerir otros valores dependiendo de la respuesta de
la paciente a los farmacos de estimulacion (42; 43; 48; 49). Incluso algunos de ellos
mostrarian que no hay diferencias significativas en cuanto a las tasas de embarazo clinico y
aborto con un valor de corte. La revision de la literatura constata amplias diferencias en
cuanto a este valor y al peso que sobre la tasa de embarazo en fresco pudiera tener. Esto viene
dado por la gran variabilidad existente en cuanto al método y las unidades de medida, asi

como el tipo de ciclos y de pacientes que se incluyen en los estudios.

En la Unidad de Reproduccion Humana del CHUC se tiene como protocolo congelar los
embriones que proceden de ciclos con Ps> 1,5 ng/ml. Las indicaciones de congelacién se han
ampliado a embriones de pacientes con riesgo de SHO, causas endometriales detectadas
durante la estimulacion y embriones sobrantes tras transferencias en fresco. Esto ha
aumentado el numero de ciclos y el programa de vitrificacion siendo uno de los mas
importantes, por lo que poner a punto protocolos de determinacion de la P4 con el objetivo de
aumentar las tasas de embarazo y minimizar las de abortos nos llevé a decidir realizar esta

investigacion.

Es de destacar la buena supervivencia embrionaria a la descongelacion independientemente
del tipo de ciclo donde se originaron. Es una afirmacién importante para la tranquilidad de las
pacientes y los técnicos que trabajan en reproduccion asistida cuando se informa de la
necesidad de vitrificar. Nuestros resultados coinciden con la de la mayoria de los autores (50;
51) que afirman que la opcion de vitrificar es muy eficiente y justifica el concepto de freeze-
all. En nuestro medio, se ha comprobado una mejoria tangible con la introduccion del medio

Irvine Scientific, con lo que cada vez se vitrifica mas y se han ampliado las indicaciones de



congelacién (4). Este hecho, la homogeneidad en los medios y los protocolos no solo del

laboratorio de FIV sino en el de hormonas del HUC le da valor a nuestra investigacion.

En nuestros resultados, al valor de corte de P4, parece ser inferior a 10,5 ng/ml, sin embargo,
sera necesario aumentar el tamafio muestral del grupo control para poder realizar dicha
afirmacion. Ya hay estudios que disminuyen a 8-9 ng/ml, que parece estar mas cercano a
nuestra poblacion. Dado que se han seguido recogiendo casos, no incluidos en nuestra

muestra, se analizaran con este fin.

El grupo control presenta tasas de embarazo similar a los otros grupos con progesterona
subcutanea, haciéndonos pensar que la P4 vaginal sigue siendo una opcién cdmoda, eficaz y
barata. Esto se ha visto en varios estudios que demuestran que con esta via de administracion
el nivel de P4 es bajo en sangre, pero en el Gtero alcanza rdpidamente valores elevados. En los
grupos con P4 subcutanea observamos un mayor nivel en sangre, sin embargo, esto no se
traduce en una mayor tasa de embarazos y una menor tasa de abortos. Para asegurar esta

afirmacion debemos ampliar el numero de casos.

En futuras lineas de investigacion sera necesario revisar el valor de corte de la P4 el dia previo
a la transferencia de los embriones en estadio de blastocisto independientemente del
tratamiento farmacoldgico recibido. Incorporar los microarrays DNA de receptividad
endometrial, y relacionarlos con la histologia. Analizar el valor de progesterona en ciclos de
transferencias de embriones en fresco diferenciando dos grupos de estudios: un grupo con
embriones en dia 3 y otro grupo en embriones en estadio de blastocisto (52). Nuestro trabajo

ha abierto un futuro de investigacion de la implantacion y de la principal hormona implicada.

Elena Labarta, ginecologa especializada en TRA y citada en varias ocasiones en este trabajo,
realiz6 un webinar en mayo del 2020 (53). En dicha ponencia habld sobre un estudio que
realiz6 en 2019 sobre la importancia P4 en la fase lutea. En este utilizd un valor de corte de
9,2 ng/ml y analiz6 dos tipos de estrategia de rescate: una estrategia en la que utilizd P4 via
vaginal micronizada a 400 mg/12 horas mas P4 subcutanea a 25 mg/24 horas desde el inicio
de la suplementacion de la fase lutea y una segunda estrategia en la que utilizé P4 via vaginal
a la misma dosis, pero la via subcutanea la administré desde el dia +5, es decir, desde el
mismo dia de la transferencia embrionaria. Los resultados fueron que las pacientes con una P4
<9,2 ng/ml a las que no se afadié progesterona subcutanea mostraron una tasa de embarazo

inferior al 18-20%. Cuando se afiade la via subcutanea (rescate) los resultados fueron



similares al grupo con P4 >9,2 ng/ml. Este grupo se corresponde con nuestro grupo 2 de la
primera parte del estudio, aunque en nuestra poblacion no se objetivd un aumento
significativo de la tasa de embarazo. Este estudio aporta ain més conocimiento e importancia

a la personalizacion de la progesterona en las pacientes con TEC.

Nuestro trabajo se inicid con la idea de analizar histolégicamente el endometrio y
relacionarlo con el valor de P4, la dosis y via de administracion del farmaco.
Lamentablemente no se pudo concluir por la imposibilidad de incluir pacientes en el grupo de
la P4 subcuténea. Esto ocurre por tres razones fundamentales: el abandono por parte de dos
mujeres, la falta de dosis de la P4 subcutanea y la pandemia COVID-19. En este grupo solo se

pudieron reclutar 3 casos y se pretende completar en el futuro.

Independientemente del valor de P4, en practicamente todas las variables histologicas de
Noyes no se encontraron diferencias significativas, salvo en la transformacién decidual que
fue més intensa en aquellos ciclos donde se asocio a la P4 via vaginal la dosis de 25 mg via
subcutanea. Destacamos que, de 14 pacientes con tres ciclos fallidos previos, 5 se quedaron
embarazadas después del ciclo piloto, una de ellas con un nivel de P4 muy bajo, siendo la
Unica que sufrid un aborto en el primer trimestre. Este hecho nos hizo plantearnos el efecto
scratching ya comentado en la introduccion: ;se debi6 el embarazo a este efecto o al hecho
de aumentar la dosis de P4 en el ciclo siguiente con 25 mg via subcutanea? Para poder
encontrar la respuesta a dicha pregunta, sera necesario terminar cuando sea posible el estudio
y aumentar el tamafio muestral de los diferentes grupos, siendo esto una de las debilidades de

nuestro estudio.

Olesen MS et al (54) en un estudio publicado a finales de 2019, en el que se investigo si el
scratching endometrial en la fase lGtea antes de la estimulacidn ovérica, aumentaba las tasas
de embarazo clinico en mujeres con uno o0 mas fracasos previos demostrd que no hubo
mejoria entre los grupos excepto en aquellas mujeres con tres o mas fracasos previos de
implantacion, obteniendo un aumento significativo en la tasa de embarazo clinico después de
realizar la técnica. Esta informacion es de gran valor dado que demuestra que no es de
utilidad en todas las pacientes como se habia afirmado y publicado en estudios previos, sino

que solo es beneficioso para aquellas pacientes con 3 o mas fracasos.

Nuestro trabajo tiene la oportunidad de profundizar en dicho efecto que no estaba planteado

en el disefio inicial y comprobar si es el causante del aumento de la tasa de embarazo en las



pacientes a las que se les realizo la biopsia endometrial, o si esto fue debido al cambio de
dosis y via de la Ps. Como ya se ha comentado, terminar este estudio, seguir investigando en
esta linea y aumentar los tamafios muestrales puede aportar conocimiento, eficiencia en el
sistema sanitario y mejores resultados en las TEC con mayores tasas de embarazo y menores

de aborto.



6. Conclusiones

6.1 Conclusiones valor sérico de progesterona

1. No se han observado diferencias significativas en los resultados de los ciclos de TEC
en funcidn del valor de corte de P4 de 10,5 ng/ml.

2. El grupo control que recibe solo 200 mg/8 horas vaginal presenta tasas de embarazo
similares a los otros dos grupos con P4 subcuténea.

3. El valor de P4 medido en el dia +5 en los ciclos de transferencias de blastocisto no
predice el embarazo ni el aborto.

4. La administracion desde el dia O de P4 subcutanea junto con la vaginal eleva los
niveles en sangre de P4, pero no aumenta la tasa de embarazo.

5. Seria necesario revisar el punto de corte de la P4 a partir del cual se verian
disminuidos significativamente los resultados clinicos y de laboratorio. Nuestro dintel
de P4 estd mas cerca del 8 que del 10,5 ng/ml, a expensas de ampliar el grupo control.

6. EIl programa de TEC aporta a las pacientes una solucion efectiva para aumentar su
tasa de embarazo, superando los resultados del ciclo en fresco.

6.2 Conclusiones histologia endometrial - ciclo piloto

1. El valor de Psel dia +5 de sustitucion hormonal no guarda relacion con los parametros
histol6gicos que definen la fase predominante del endometrio.

2. SOlo la reaccion decidual mostré correlacion con el valor de la progesterona. A mayor
nivel mayor reaccién decidual.

3. Hasta ahora sin realizar la determinacion de P4 se han obtenido buenas tasas de
gestacion, pero su medida puede contribuir a determinar qué pacientes son deficitarias
en su absorcion.

4. La histologia no guarda relacién con la tasa de embarazo.

Realizar el ciclo piloto permiti6 que 5 mujeres de 14 se quedaran embarazadas
después de 3 0 mas ciclos fallidos. No podemos asegurar si hubo efecto scratching o
fue el aumento de la dosis y el cambio de la via de administracion. Se precisa

aumentar el tamafio muestral para poder hacer afirmaciones en ese sentido.



7. ¢Qué hemos aprendido durante este TFG?

Con este trabajo hemos aprendido a presentar una investigacion al Comité Etico de
Investigacion Clinica (CEIC) del CHUC, realizar un protocolo, consentimientos informados
para las pacientes y la solicitud a la agencia espafiola del medicamento, requisito para

investigar con farmacos.

Hemos aprendido a trabajar en equipo con diferentes servicios y a hacerlo por via telemética

debido a la pandemia mundial COVID-19 en la que nos vimos envueltos a mitad del estudio.

Hemos mejorado nuestra capacidad, ya aprendida durante la carrera, de citar mediante las
Normas Vancouver y afianzar la importancia que tiene la investigacion médica en cuanto a

ampliar y actualizar los conocimientos.

Realizar la actividad asistencial en base al estudio de las investigaciones y las evidencias
cientificas publicadas es un valor para ofrecer la mejor calidad asistencial y actuar en base a
los principios fundamentales de la bioética con los pacientes. Esto nos lo han demostrado
tanto la tutora como las colaboradoras de este trabajo.
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