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Sitting on top of the word ....
May 1933 was a glorious month for a young Willard Myron Allen (1904-1993)

For the first time, the newly minted physician not only became a father but
successfully crystallized the corpus luteum hormone, progesterone -in his words

"My friends gave me double congratulations and | was sitting on top of the
word”

Toward the end of his scientific career, Willard Myron Allen authored a brief
career retrospective, entitled ‘Recollections of My Life with Progesterone’ (Allen
1974). Within the concluding paragraph, Allen wrote:

‘These were golden years for both of us (referring to Allen and
Corner). For a few fleeting years progesterone was ours. My
story ends on a happy note; there are still unsolved problems
relating to progesterone’. Written many decades ago, the

concluding line is prescient as it is understated.
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1.RESUMEN ESTUDIO

INTRODUCCION

La Progesterona, es una hormona imprescindible para la regulacion del ciclo
menstrual y sus fluctuaciones pueden modificar el objetivo del ciclo menstrual
gue es la gestacion, a pesar de la importancia de la Progesterona no tenemos
estudios donde detallen los niveles estandares durante el proceso, es por eso
por lo que creemos necesario determinar los niveles durante el proceso de
preparacion endometrial y relacionarlo con el momento de la receptividad del
endometrio.

El objetivo del estudio es valorar si la Progesterona tisular (Pt) y sérica (Ps) se
relaciona con la ventana de implantacién ( VDI) como un biomarcador.

MATERIAL Y METODOS

Realizamos un ensayo clinico cruzado prospectivo randomizado desde abril
hasta noviembre 2022. Participaron 22 pacientes sometidas a un ciclo de
prueba de THS donde se aleatorizé para realizar una biopsia de endometrio en
el dia 3.5 (DP3.5) de tratamiento con Progesterona, dia 5 (DP5) y dia
6.5(DP6.5) y se estudio la Pty la receptividad endometrial.

RESULTADOS

Se realizaron un total de 44 biopsias de endometrio. La media de edad de las
pacientes fue de 36.45 +/- 3.95 afos.

Evidenciamos una relacion lineal entre la Pty la VDI solo el DP3.5 (p 0.04), el
resto de los dias no existe una relacion lineal, DP5 (p 0.23) y el DP6.5 (p 0.77).

Identificamos el rango de Pt en pacientes receptivas, DP5 donde el 80% son
receptivas entre (180-80 ngP4/ml) y determinamos el punto de corte 120 ngP4/mi
con una sensibilidad de 67% y especificidad 40%.

DiISCUSION Y CONCLUSIONES

El resultado del estudio pone de manifiesto la importancia de la Progesterona
en la receptividad endometrial pero no demuestra su utilidad como biomarcador
de la receptividad endometrial.

No identificamos diferencias significativas entre la Progesterona sérica, tisular y
la linea endometrial para distinguir entre los diferentes estados de receptividad,
pero si categorizamos por grupos de receptividad se puede distinguir de manera
significativa el estado post receptivo.

En el analisis multivariante se identifica una asociacion entre la Progesterona
tisular y la sérica al inicio de la ventana de implantacién, en ese momento, la
Progesterona tisular depende de la Progesterona sérica un 94%. Por lo que
creemos que la asociacion entre progesteronas existe y que es determinante al
inicio del tratamiento.



2. ABSTRACT
INTRODUCTION

Progesterone is an essential hormone for the regulation of the menstrual cycle,
and its fluctuations can impact the goal of the cycle, which is gestation. Despite
its importance, there is a lack of detailed studies on standard progesterone levels
during the process. Therefore, it is necessary to determine these levels during
the endometrial preparation process and correlate them with endometrial
receptivity.

The objective of this study is to assess whether tissue Progesterone (Pt) and
serum Progesterone (Ps) are related to the window of implantation (VDI) as a
biomarker.

MATERIALS AND METHODS

A prospective randomized crossover clinical trial was conducted from April to
November 2022. Twenty-two patients undergoing a trial of hormone replacement
therapy (THS) were enrolled. They were randomized to undergo endometrial
biopsies on day 3.5 (DP3.5) of progesterone treatment, day 5 (DP5), and day 6.5
(DP6.5). The Pt and endometrial receptivity were studied.

RESULTS

A total of 44 endometrial biopsies were performed, and the mean age of the
patients was 36.45 +/- 3.95 years. The study revealed a linear relationship
between Pt and VDI only on DP3.5 (p 0.04), while no linear relationship was
observed on DP5 (p 0.23) and DP6.5 (p 0.77).

The study identified the Pt range in receptive patients on DP5, where 80% of
them exhibited receptivity between (180-80 ngP4/ml), and a cutoff point of 120
ngP4/ml was determined with a sensitivity of 67% and specificity of 40%.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

The study's results highlight the importance of progesterone in endometrial
receptivity but do not demonstrate its utility as a biomarker for endometrial
receptivity.

While there were no significant differences between serum progesterone, tissue
progesterone, and endometrial lining in distinguishing between different
receptivity states, categorizing patients by receptivity groups did allow for a
significant distinction of the post-receptive state.

The multivariate analysis identified an association between tissue progesterone
and serum progesterone at the beginning of the window of implantation,
indicating that tissue progesterone depends on serum progesterone by 94% at
that moment. Thus, the study suggests that there is an association between
progesterones and that it is crucial at the beginning of treatment.



3.ABREVIATURAS

FIV Fecundacion in vitro

ICSI Inyeccion intracitoplasmética de
espermatozoides

VDI Ventana de implantacién

FRI Fallo recurrente de implantacion

HCG Gonadotropina coriénica humana

P4 Progesterona

Pt Progesterona tisular

Ps Progesterona sérica

E Estradiol

D Dia

D2 Dia 2 del ciclo

D8 Dia 8 del ciclo

DP3.5 Dia 3.5 tras iniciar progesterona en el estudio

DP5 Dia 5 tras iniciar progesterona en el estudio

DP6.5 Dia 6.5 iniciar progesterona en el estudio

LH Hormona luteinizante

FSH Hormona foliculoestimulante




RT-q Reaccion cadena polimerasa a tiempo real
PCR

GnRH Hormona liberadora de gonadotropina

TRA Técnicas reproduccion asistida

THS Tratamiento hormonal substituido

TEC Transferencia embriones congelados tras
bajo Terapia hormonal sustituida

THS

CT Células de la Teca

CG Células de la Granulosa

CL Cuerpo Luateo

RFA Recuento foliculos antrales

CRD Cuaderno de recogida de datos

DGP Diagnastico preimplantacional

LE Linea endometrial

TEC Transferencia embriones congelados

hCG Gonadotropina coriénica humana

LIF Factor inhibidor de la leucemia

IL-18 Interleucina-1 beta, factores de crecimiento

similares a factores de crecimiento epidérmico

COX-2 Ciclooxigenasa-2




PGE2 Prostaglandina E2,

CSF-1, Factor 1 estimulante de colonias

NOTCH1 @ Receptor 1 Notch,

OPN Osteopontina

MUC-1 Mucina 1

MMP Metaloproteinasas

EGFL7 Dominio 7 similar al factor de crecimiento
epidérmico

MAPK Proteina quinasa activada por mitégeno

PA Activador del plasminégeno,

Células c| Células del timo con receptores de célula T es

/ d TCR| el proceso en el cual los timocitos cuyos RCT

positivas que se unen con una baja afinidad a las

activadas | moléculas del SPH expresadas sobre las
células epiteliales, son rescatadas de la
muerte celular programada y estimuladas a
sobrevivir.

PK-B Proteina quinasa B




TGFB

Factor de crecimiento transformante beta

TIMPs Inhibidor tisular de metaloproteinasas
gRT- PCR cuantitativa o PCR a tiempo real
PCR
EREG Epirregulina,

PAI-1 Inhibidor-1 del activador del plasmin6geno
AREG Anfiregulina,

uNK Células natural killer uterinas

PR Receptor de progesterona, PR -A 'y PR-B.
MEC Matriz extracelular

ETV Trofoblasto extravelloso

Sistema | Sistema apoptosis linfocitos periféricos
FASL/F

AS

LPS Soporte de la fase Iatea (luteal phase support)
iLPS Soporte de la fase latea individualizado

R Receptivo

Pre-R Pre receptivo

Post-R Post receptivo




4.INTRODUCCION

CICLO MENSTRUAL.

El ciclo menstrual, también conocido como ciclo endometrial, es el periodo
comprendido entre el primer sangrado menstrual y el inicio de la menstruacion
del siguiente ciclo. Durante este tiempo, ademas, se produce la maduracion del
ovocito, la ovulacién y su llegada al Gtero, fertilizado o no (Figura 1). La duracion
media en humanos es de 28 dias, estando la mayoria de ellos entre 25 y 30
dias (1). Casi todas estas variaciones se deben a modificaciones en la duracion

de la fase proliferativa del ciclo menstrual.

El ciclo menstrual esta definido por el ciclo ovarico como respuesta a las
hormonas esteroideas. La retroalimentacién negativa del ovario sobre la
secrecion de gonadotropinas es muy potente en los primeros afios de vida,

siendo minima después de la menopausia(2) Figura 1.

Figura 1 Ciclo menstrual
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Consta de dos fases: la fase proliferativa seguida de la fase secretora. La fase

proliferativa comienza con la menstruacion y termina con la ovulacion. La
principal caracteristica de este periodo es el desarrollo de los foliculos ovaricos.
La duracion de la fase secretora es de 14 dias en la mayoria de las mujeres.
Durante esta fase el foliculo ovulatorio se transforma en cuerpo Iateo e inicia la
secrecion de progesterona, cuya principal funcion es preparar al endometrio
para que responda a los estrogenos y se pueda producir una correcta

implantacion del 6vulo fecundado.

Las dos principales hormonas esteroideas secretadas por los ovarios son
estradiol, en la fase folicular y la progesterona en la fase latea. Sin embargo, el
papel de cada uno no se limita a ciertas etapas del ciclo menstrual, y son
importantes reguladores de la secrecion de gonadotropinas en todo el ciclo. Por
ejemplo, la progesterona, aunque en baja concentracion, también esta presente
en la circulacion durante la fase folicular del ciclo y un papel endocrino

fisiolégico importante durante el ciclo menstrual(4) Figura 2.

Figura 2: Patrén genético ciclo menstrual
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El endometrio humano experimenta cambios periédicos durante el ciclo

menstrual en respuesta a hormonas esteroideas.



La finalidad de todos estos cambios es alcanzar la receptividad endometrial y
facilitar la implantacion embrionaria. El periodo en el que el endometrio es

receptivo se denomina ventana de implantacién (VDI)) (6)(7)(8).

La VDI se define como el periodo autolimitado durante el cual el medio uterino
es favorable para la aceptacion del blastocisto para la implantacion. Suele
coincidir con el dia 20 al 24 de un ciclo menstrual regular (es decir, entre el dia 7
y el dia 11 después del aumento de LH: LH+7-LH+11) (9) sin embargo, la
duraciéon optima de la VDI es restringidamente corta y solo dura

aproximadamente 24—48 h en humanos (10)(9) Figura 3.

Figura 3 : Ventana de implantaciéon endometrial
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FIGURA 3 Diagrama que representa la duracién y el momento de la ventana de implantacion
(VDI). (11) La VDI dura aproximadamente 30— 36 horas y, dependiendo de la paciente, ocurre
entre LH+6 y LH+9 en ciclos naturales o entre P+4 y P+7 en ciclos substituido en TRA.(12)

En cualquier otro periodo del ciclo menstrual el endometrio no es receptivo y la
implantacion embrionaria no puede ocurrir con éxito (13). Durante la VDI el
epitelio endometrial adquiere un estado dependiente de hormonas esteroideas

producidas a nivel ovarico que permiten la adhesion del blastocisto (14).

En ciclos naturales el endometrio es controlado por las hormonas esteroideas
ovaricas, estradiol y progesterona mediante su unidon a receptores de alta
afinidad, desencadenando una cascada de sefales que alteran la expresion

génica endometrial (15).



De esta manera se producen una serie de cambios morfologicos, estructurales

y bioquimicos que preparan al endometrio para la implantacion embrionaria.

En los ciclos de reproduccion asistida, donde se utiliza un ciclo substituido para
la transferencia embrionaria que evita la ovulacion y por tanto la produccién del
cuerpo luteo. Los beneficios de la suplementacién con progesterona en la fase
litea ya han sido probados, y los datos sobre los beneficios de la
suplementacion adicional con estradiol aun necesitan una mejor evaluacion
para que pueda aplicarse con seguridad (16,17). Recientemente se ha sugerido
gue los beneficios de esta suplementacién adicional son mas evidentes cuando
se aplican después del uso de protocolos de inhibicion ovarica con antagonista
de GnRH (18), por lo que todavia se necesitan estudios para poder valorar la
suplementacién estandarizada de estradiol, a excepcion de los protocolos

donde no se produzca de manera endoégena cuerpo lateo (19).

IMPORTANCIA DE LA PROGESTERONA

La Progesterona, también conocida como P4 o pregn-4-en-3,20-diona, es una
hormona esteroide C-21 involucrada en el ciclo menstrual femenino, el
embarazo (promueve la gestacion) y la embriogénesis, tanto en los seres

humanos como en otras especies.

La Progesterona pertenece a una clase de hormonas llamadas progestagenos
y es el principal progestageno humano de origen natural. Sus fuentes
principales son el ovario (cuerpo lGteo) y la placenta, aunque también puede

sintetizarse en las glandulas adrenales y en el higado.

Cuatro grupos a mediados de la década de 1930, casi simultdaneamente, se
involucraron en el aislamiento de la progesterona (20). Inicialmente en 1933
Allen (21), juntamente con su profesor Corner, describié la progesterona, y
posteriormente, Butenandt en 1934 aislé la progesterona, establecido su
estructura y la sintetizé (22). En 1943, Russel Marker, trabajando en México,
pudo sintetizar (23,24) libras de progesterona utilizando la planta Dioscorea
como material de partida. Esto abrié el campo a los procedimientos sintéticos a

gran escala (20)(25).

Durante muchos afos, debido a la biodisponibilidad oral limitada, la via



intramuscular de administracion de progesterona fue la mas comun. En 1980,
una forma oral micronizada de progesterona suspendida en aceite estuvo
disponible en Francia. Ademas de la administracién de progesterona por via
oral e intramuscular, también se administra por via vaginal desde hace mas de
20 afos (26), por implante (27), por via subcutanea (28) y por via rectal (24). La
entrega transdérmica de progesterona también ha sido investigada (26).

PRINCIPAL PAPEL DE LA PROGESTERONA
La Progesterona es una hormona con efectos sobre las vias reproductivas

femeninas, glandula mamaria, sistema nervioso central e hipofisis.

La principal funcion de la Progesterona es la funcion reproductiva, es promover
la diferenciacién secretora en el endometrio después de la ovulacion y durante
la fase Iutea (29). Estos cambios tienen como objetivo preparar el Gtero para la
implantacion del évulo fecundado. Ademas de este efecto sobre el endometrio,
la progesterona disminuye la fuerza y la frecuencia de las contracciones
uterinas para evitar la expulsion del embrién recién implantado y mantiene un
entorno inactivo para el desarrollo fetal (30). Ademas, influye en la actividad del
sistema inmunitario intrauterino a través de la regulacion de la produccion de
mediadores inflamatorios a partir de las células T. Esta accion de la
progesterona también ayuda a mantener el embarazo al aumentar la proteccién

inmunoldgica contra cualquier amenaza microbiana potencial (31) (32).

PAPEL DE LA PROGESTERONA DURANTE EL CICLO MENSTRUAL

La Progesterona se libera en el cuerpo luteo ovéarico durante la segunda parte
del ciclo menstrual (fase lutea), deteniendo los cambios endometriales inducidos
por los estrogenos (accién anti estrogénica) y estimulando los cambios
madurativos, preparandolo asi para la implantacion del embrion y mantenimiento
del embarazo (accion gestagena), al disminuir la contractilidad uterina. Mediante
contra regulacion inhibe la secrecion de la gonadotropina luteo estimulante (LH).
La declinacion brusca de progesterona hacia el final del ciclo determina la

aparicion de la menstruacion. Asimismo, regula la produccion de la mucosidad



endocervical y los cambios mamarios durante el ciclo. La progesterona natural

no tiene accion androgénica pero si antialdosterona.

La Progesterona es la hormona principal en la fase lutea. Desempefia un papel
fundamental en la preparacion del Utero para un posible embarazo, y en

mantenerlo (33).

ORGANO DIANA DE LA PROGESTERONA: UTERO (ENDOMETRIO, MIOMETRIO,
CERVIX UTERINO)

En estudios in vivo con ratones, antes de la implantacién del embrién en el
raton, la proliferaciéon del epitelio luminal del endometrio se produce en
respuesta a la elevacién de los niveles de estrégeno peri ovulatorio (34,35).
Después de la ovulacion, la fecundacion y el desarrollo progresivo del cigoto a
la etapa de blastocisto activa sus dos distintos linajes celulares (la masa celular
interna y el trofectodermo externo),y van creciendo los niveles de progesterona
sistémica endogena y la secretada por el cuerpo luteo ovarico producido
durante la ovulacion, provocando la proliferacion de células del estroma
endometrial, que se potencia por un pequefio pico en la implantacién de los
niveles de estrogeno. Paralelamente, la progesterona suprime la proliferacion
inducida por estrégenos del epitelio endometrial, que resulta en la transicion del
epitelio de proliferativo a un estado diferencial para volverse temporalmente
permisivo a adhesion e invasion embrionaria. En respuesta al embridén apego
(la reaccién de apego’), las células estromales fibroblasticas subyacentes se
someten a una extensa proliferacion y diferenciacion dependiente de
progesterona para convertirse en células deciduales epitelioides poligonales,
un proceso de transformacion denominado decidualizacién. Como resultado de
la decidualizacién endometrial en el epitelio luminal, las células experimentan
entosis en el sitio de implantacién, lo que permite que las células trofoblasticas
del blastocisto rompan la lamina basal subyacente e invadan el tejido estromal

decidualizado del endometrio(21).



La decidualizacion impulsada por la progesterona se acompafa por la
angiogénesis y la entrada de leucocitos, tales como células natural killer
uterinas (UNK) y monocitos. Ademas, los estudios moleculares proporcionan
consistencia para confirmar la asociacién para la induccion de progesterona de
la interleucina (15) (y su receptor) en las células del estroma endometrial como
una representacion esencial para la sefial en la diferenciacién de células uNK

inmaduras a células maduras (36,37).

La dependencia de la receptividad uterina y de la decidualizacion de la
progesterona representa uno de los momentos reproductivos mas cruciales
para que se ejecuten los cambios celulares necesario para conseguir una
interfase fetoplacentaria exitosa (44). Las acciones de la progesterona en los
tejidos uterinos (endometrio, miometrio y cuello uterino) estan mediadas por los
efectos combinados de dos isoformas del receptor de progesterona (PR),
denominadas PR-Ay PR-B.

Ambos receptores funcionan principalmente como factores de transcripcion
activados por ligandos. La accion de la Progesterona sobre los tejidos uterinos
esta determinada cualitativa y cuantitativamente por los niveles relativos y las
actividades transcripcionales de PR-A y PR-B. La actividad transcripcional de
las isoformas de PR se ve afectada por co-reguladores transcripcionales
especificos y por modificaciones postraduccionales de PR que afectan la
orientacion del promotor génico. En este contexto, la expresion y funcion
temporal y especifica de células apropiadas de PR-A y PR-B son criticas para

la funcidn uterina normal (38) (Figura 4).



Figura 4: Senalizacion molecular decidualizacion
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Figura 4 Una propensién a la complejidad: sefializacion molecular requerida para la receptividad y
decidualizacion uterina dependiente de progesterona. (A) La via de sefializacidon progesterona-PGR-IHH-
COUP-TFII, que abarca los compartimentos celulares epiteliales y estromales del endometrio, controla
la actividad de ESR1 en el epitelio endometrial. Dicho control de ESR1 es necesario para la diferenciaciéon
epitelial y el desarrollo del endometrio receptivo para la implantacion del embrién. Para mayor claridad,
otras sefiales (es decir, Msx 1y 2), que son importantes para la receptividad uterina, no se incluyen en
este esquema. (B) Una seleccion de vias de sefializacion inducidas por progesterona requeridas para la
decidualizacién de células del estroma endometrial durante el periodo de peri-implantacion. Adaptado
con permiso en forma modificada de Wu et al. (2018) .Downloaded from Bioscientifica.com at
11/27/2022 04:31:36PMvia free access

La Progesterona afecta a las células en cada uno de los tipos de tejidos
funcionales del utero (endometrio, miometrio, cérvix uterino), y PR-A y PR-B
son detectables en células epiteliales y estromales/deciduales en el endometrio
(39), células de musculo liso en el miometrio (40) y fibroblastos del estroma en
el cuello uterino (41). Los efectos de la progesterona en estas células estan
mediados por su interaccion con receptores de progesterona (PR) especificos,
y sus acciones pleiotrépicas se deben a variaciones especificas del tipo celular

en la senalizacion de PR.

La etiologia de las patologias uterinas, incluidas la endometriosis, el leiomioma,



el cancer de endometrio, el cancer de cuello uterino y la pérdida recurrente del
embarazo, se ha asociado con una sefializacion aberrante de PR. En
consecuencia, las terapias dirigidas a corregir problemas con la sefializacion de
progesterona mediada por PR son prometedoras para el tratamiento de

multiples trastornos uterinos (38).

El endometrio es un tejido uterino extraordinariamente dinAmico que exhibe
cambios drasticos dependientes de hormonas esteroides en su morfologia y
funcién durante el ciclo menstrual y durante el embarazo. Estd compuesta por
células estromales y epiteliales dispuestas en dos zonas morfologica y
funcionalmente distintas: la basal interna, compuesta principalmente por células
estromales, y la funcional externa, que contiene células estromales y epiteliales.
La progesterona ejerce efectos especificos sobre las células epiteliales y
estromales del endometrio. Durante la fase folicular preovulatoria, la zona
funcional externa se espesa en respuesta a los estrogenos (principalmente
estradiol) por la proliferacion de células epiteliales y estromales. La proliferacién
celular es inhibida por la progesterona durante la fase lUtea post-ovulatoria y se
produce un cambio morfolégico y funcional para establecer un epitelio
endometrial secretor glandular y un estroma vascular propicio para la
implantacion del blastocisto y el establecimiento del embarazo En las células
del estroma endometrial, la progesterona aumenta la proliferacion durante la

fase folicular y durante la fase peri-implantacién (38).

El miometrio y el cuello uterino también experimentan cambios en respuesta a
los estrégenos y la progesterona durante el ciclo menstrual, aunque menos

dindmicos en comparacion con los del endometrio.

El miometrio, que forma la mayor parte del Utero, estd compuesto por células
de musculo liso miometrial dispuestas en haces entrelazados orientados al
azar. La Progesterona y el Estrogeno promueven el crecimiento miometrial
principalmente al estimular la hiperplasia y la hipertrofia de las células
miometriales. Después de la menopausia, el miometrio se vuelve atréfico y el
tamafo del Gtero se reduce a aproximadamente la mitad de su tamafio. Las
células miometriales contienen PR-A y PR-B durante todo el ciclo menstrual y

durante el embarazo. La Progesterona afecta la actividad contractil de las



células miometriales. Durante la fase proliferativa dominada por estrégenos, las
ondas peristalticas de las contracciones miometriales aumentan gradualmente
en frecuencia e intensidad y, en el momento de la ovulacion, la direccion de las
ondas es predominantemente desde el cuello uterino hasta el fondo (42,43).
Las ondas disminuyen durante la fase secretora post-ovulatoria dominada por
Progesterona, presumiblemente debido a las acciones relajantes de la
Progesterona, y las contracciones aumentan en asociacion con la disminucion
de los niveles de progesterona al final de la fase secretora y durante la
menstruacion. Estos efectos estan mediados por los PR nucleares ya que la
administracion del antagonista de PR nuclear, Mifepristona, aumenta las
contracciones uterinas durante la fase secretora (44)(45). Asimismo, durante el
embarazo, los PR nucleares expresados por las células miometriales median
las acciones relajantes de la Progesterona y la inhibicion de esta actividad por
el tratamiento con la Mifepristona aumenta la contractilidad y la excitabilidad
miometriales y, en la mayoria de los casos, induce el trabajo de parto y el parto
(46). Se cree gue la disminucion de la Progesterona en el embarazo humano
esta mediada por una mayor expresion de PR-A, posiblemente debido a una
metilacién alterada de la region promotora de PR-A (47), lo que lleva a un
cambio en larelacion PR-A: PR -B ala dominancia PR-A, que se cree que inhibe
las acciones progestacionales mediadas por PR-B (48). La retirada o
interrupcion de las acciones de progesterona mediadas por PR generalmente
conduce al vaciado uterino, es decir, medicion o parto, que implica un aumento
de la contractilidad del miometrio y la inflamacién a nivel tisular PR en la
fisiopatologia uterina, dentro del endometrio, el miometrio (49) y el cuello uterino
(50).

El cuello uterino esta compuesto de fibroblastos del estromay células epiteliales
escamosas Yy se puede dividir en tres compartimentos anatOmicamente
distintos: (i) el exocérvix que se proyecta hacia la vagina y esta revestido por
epitelio escamoso estratificado grueso, (i) el endocérvix que forma el
revestimiento del canal cervical y comprende una sola capa de células
epiteliales secretoras de moco cilindricas que forman surcos y tuneles
profundos; y el estroma que comprende la mayor parte del cuello uterino y esta

compuesto por fibroblastos cervicales que producen una matriz extracelular



(MEC) colagena resistente (51).

Los PR se localizan en el nacleo de los fibroblastos estromales y las células
epiteliales escamosas basales, pero estan ausentes en las células epiteliales
escamosas intermedias y superficiales(52) . Durante la fase proliferativa del
ciclo menstrual, el epitelio endocervical, en respuesta a los estrogenos, produce
una mucosidad fina y acuosa que favorece el paso de los espermatozoides al
utero. Por el contrario, durante la fase secretora, la Progesterona promueve la
produccion de un moco cervical viscoso, que forma un tapdn que restringe el
paso de los espermatozoides y los microorganismos de la vagina. El estrégeno
ablanda el estroma cervical al afectar la sintesis y descomposicién del colageno
y promover la absorcion de agua. Por el contrario, la Progesterona,
especialmente durante el embarazo, promueve el cierre cervical al aumentar la
produccion de colageno y la rigidez, estos efectos estan mediados por PR que,
en respuesta a la Progesterona, modulan la expresion de genes cuyos
productos promueven la sintesis de coldgeno e inhiben su descomposicion
(53,54)(55-58). La Progesterona también antagoniza la expresion de
colagenasa inducida por estrégenos (57,58) e inhibe la sintesis de hialuronato

en fibroblastos endocervicales humanos (59,60).

La Progesterona tiene un papel fundamental en la relajacion muscular una vez
conseguido el objetivo de la gestacion, para facilitar la implantacién; o en la
contraccion muscular, cuando no se ha conseguido la gestacion y se produce

la menstruacién preparando el endometrio para un nuevo ciclo menstrual.



PAPEL DE LA PROGESTERONA DURANTE LA IMPLANTACION

La comunicacién hormonal entre el hipotdlamo, la hipofisis, el ovario y el Utero
regula el ciclo reproductivo femenino para proporcionar ovocitos fecundables y
un entorno favorable para la implantacion del embrién y el crecimiento fetal. En
el ovario se produce una secuencia recurrente de desarrollo celular,
diferenciacion, supervivencia y muerte celular, mas conocida como
foliculogénesis, ovulacion, luteinizacion y lutedlisis a lo largo de la vida fértil de
la hembra. Ivell R et al describe la transformacién de las células de la teca (TC)
y de la granulosa (GC) productoras de hormonas del foliculo ovarico durante la

formacidn, el rescate o la regresion del cuerpo lateo (CL) (61) (62,63).

La Progesterona es una hormona esteroide que se produce a partir del cuerpo
liteo de los ovarios y de la placenta. La principal funcién de la Progesterona es
promover la secrecion y diferenciacion en el endometrio del Gtero. Para
mantener el embarazo, al inhibir las contracciones uterinas, la Progesterona
realiza sus acciones activando los receptores nucleares de Progesterona
clasicos que afectan a los genes transcripcidon y por la activacion no clasica de
la superficie celular receptores de membrana que explican las acciones rapidas

de Progesterona (32).

La Progesterona es critica para el establecimiento y el mantenimiento de
embarazo, tanto por sus efectos endocrinos como inmunolégicos. Las acciones
de la Progesterona estan mediadas por la progesterona intracelular, receptores;
Ay B. y a través de una proteina llamada factor de bloqueo inducido por P4
(PIBF), induce la producciéon de citoquinas dominantes TH2, que media los
efectos inmunologicos de la Progesterona. La Progesterona juega un papel en
el utero con la localizacion de las células NK y regula al alza la expresion del
gen HLA-G, el ligando para varios receptores inhibidores de NK. Estos
hallazgos indican la importancia de una inmunomodulacion dependiente de
progesterona en tolerancia materna del feto, a pesar de que las vias y los
patrones no estén bien establecidas, ni se conozcan todos los receptores

implicados (62).



El efecto de Progesterona en el sistema inmunologico, con la excepcién de los
leucocitos humanos  (HLA)-C, complejo polimérfico mayor de
histocompatibilidad (MHC) no se expresa en el trofoblasto humano, y esto crea
una situacién inmunoldgica Unica. Aunque los macréfagos deciduales y las
células dendriticas pueden presentar antigenos fetales tanto a los CD4+
deciduales como a Células CD8+, estos antigenos presentados por trofoblastos

son poco probable que sean reconocidos de una manera restringida por MHC.

En la decidua, hay un aumento significativo numero de células ¢ /d TCR
positivas activadas (63,64). Como la mayoria de las células T ¢/d son capaces
de reconocer antigenos extrafios sin restriccion MHC, podrian ser candidatos

para "ver" los antigenos presentados por el trofoblasto.

En sangre periférica de gestantes sanas, el numero de células T ¢ /d esta
significativamente aumentado, y casi todos expresan nPR, sugiriendo una
activacion previa. Estas células pueden ser de origen decidual, que, después
de la activacién por el trofoblasto los antigenos presentados, aparecen en la

circulacion periférica (65).

Las células T expresan los PR y al unirse a Progesterona, producen un
mediador llamado PIBF (66)En muestras de orina de mujeres embarazadas
sanas, concentracion de PIBF continuamente aumenta hasta la semana 37 de
gestacion, seguida de una lenta disminucion hasta el término. En embarazos
gue terminan en aborto espontaneo o parto prematuro, en orina los niveles de

PIBF no aumentan durante el embarazo (62).

El efecto de la Progesterona sobre el sistema inmunolégico de las embarazadas

podria estar parcialmente mediadas por receptores (67—70).

Hallazgos recientes sugieren que Progesterona podria actuar directamente a
través de receptores de Progesterona especificos de membrana para suprimir
la activacion de células T durante el embarazo. (71) Después reconocimiento

de antigenos fetales, c/d materno activado (62).



La Progesterona es indispensable para crear un entorno endometrial adecuado
para la implantacion, y también para el mantenimiento del embarazo. El éxito
del embarazo depende de una respuesta inmunitaria materna adecuada al feto.

Junto con sus efectos endocrinos.

La Progesterona actia como un "inmuno esteroide", contribuyendo al
establecimiento de un medio inmunitario protector del embarazo. La
progesterona juega un papel en la localizacién uterina células NK y regula al
alza la expresion del gen HLA-G, el ligando inhibidor y activador de NK

receptores.

A altas concentraciones, la progesterona es un potente inductor de tipo Th2.
citocinas, asi como la produccion de LIF y M-CSF por parte de las células T.
Una proteina llamada progesterona inducida factor de bloqueo (PIBF),
mediante la induccién de una produccion de citoquinas Th2-dominante media
los efectos inmunoldgicos de la progesterona. PIBF se une a un nuevo tipo de
receptor de IL-4 y da sefiales a través de la via Jak/STAT, para inducir una serie
de genes, que no solo afectan la respuesta inmune, pero también podria

desempefiar un papel en la invasién del trofoblasto (72) (Figura 5).



Figura 5 implantacion blastocisto
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Figura 5 Aposicién, adhesién e invasion de blastocistos. El diagrama muestra un blastocisto en
etapa de pre-implantacién (A, B) e invasor (C) (alrededor de 9 a 10 dias después de la
concepcion) y los procesos y factores necesarios para la receptividad uterina y la aposicion del
blastocisto (A), adhesion (B) e invasion ( C). hCG denota gonadotropina coriénica humana,
factor inhibidor de la leucemia LIF, IL-18 interleucina-1 beta, factores de crecimiento similares
a factores de crecimiento epidérmico, AREG anfiregulina, EREG epirregulina, PG progesterona,
COX-2 ciclooxigenasa-2, PGE2 prostaglandina E2, factor 1 estimulante de colonias CSF-1,
receptor 1 NOTCH1 Notch, osteopontina OPN, mucina 1 MUC-1, metaloproteinasas MMP,
dominio 7 similar al factor de crecimiento epidérmico EGFL7, proteina quinasa activada por
mitégeno MAPK, proteina quinasa B AKT, PA activador del plasmindgeno, factor de crecimiento
transformante beta TGFf, inhibidor tisular de metaloproteinasas TIMPs, inhibidor-1 del
activador del plasminégeno PAI-1. Int. J. Mol. Sci.2020,21,23; Doi:
10.3390/ijms21010023www.mdpi.com/journal/ijms (190) (178)

Aunque el papel fundamental de la Progesterona como vértice regulador
hormonal de la biologia preimplantacional uterina esta bien establecido, nuestra
comprension fundamental de los mecanismos de sefalizacion mediados por
receptores nucleares mediante los cuales la Progesterona ejerce su accion en
el endometrio esta en auge como estudio. Sin duda, los esfuerzos en curso para
identificar la clave mediadores moleculares y modificadores de la progesterona
uterina accion proporcionara una visibn mecanicista mas profunda en los
primeros establecimiento del embarazo y descubrir nuevas moléculas sefiales
gue pueden ser utilizadas en nuevos y mas eficientes soluciones clinicas para
abordar el fracaso preimplantacional, complicaciones gestacionales que
ocurren en trimestres posteriores, y alteraciones reproductivas comunes

derivadas de respuesta defectuosa a la Progesterona (21).



El embarazo se caracteriza por una leve inmunosupresion sistémica e
inflamacion. Tradicionalmente, la interfaz fetomaterna se compardé con una
interaccion injerto-huésped. Cada vez es mas evidente que el embarazo es
ahora una interaccion reguladora codependiente entre la madre y el feto en
desarrollo. La placenta produce y secreta activamente varios factores
inmunomoduladores para evitar el rechazo del feto por parte del sistema
inmunitario materno innato y adaptativo. De hecho, el reconocimiento
inmunolégico materno del feto se produce durante los embarazos sin
complicaciones, y las células CD8CT activadas estan presentes en la interfaz
materno-fetal. La apoptosis es inducida en estas células por las células EVT
gue expresan FASL. La tolerancia inmunoldgica en la interfaz materno-fetal
requiere una estrecha regulacion temporal entre las redes inmunitarias y
vasculares, que involucran multiples mecanismos. Estos mecanismos realizan
un acto de equilibrio para regular la invasion del trofoblasto. De hecho, la
angiogénesis y la invasion del trofoblasto son procesos inmunologicamente
activos; en lugar de "escapar" del reconocimiento materno, el feto aprovecha
los mecanismos de vigilancia inmunolégica materna para facilitar la

supervivencia y el crecimiento (73).



IMPORTANCIA DE LA PROGESTERONA DURANTE LAS TRA

La Progesterona, tiene un papel crucial durante la fase Iitea para conseguir la
implantacion del embridén a partir de cambios tanto en el endometrio, como a
nivel molecular, como inmunolégicamente para conseguir una tolerancia

fetomaterna (33) .

Durante la TRA suele haber un déficit de fase lutea porque se inhibe la
luteogénesis en muchos tratamientos y no se produce cuerpo luteo por lo que
es necesario complementar esta fase critica para conseguir el objetivo, no sélo
para la implantacion sino también para el mantenimiento del propio embarazo.
Entre todas las opciones disponibles, la administracion exdgena de
progestagenos es la méas utilizada, ya que han demostrado su eficacia y
seguridad.(33). Aun asi, permanece bajo discusion cudl seria la via 6ptima de
administracion, el tipo, la dosis y la duracién del tratamiento con progesterona
(23).

Por lo tanto, para optimizar las TRA donde se inhibe la formacion del cuerpo
liteo se debe realizar soporte de la fase lutea (luteal phase support, o LPS) que
se puede realizar mediante. la gonadotropina coridnica humana (hCG), la
gonadotropina, los agonistas de la hormona liberadora de hormonas (GnRH) o
el estradiol también se pueden usar para promover el mantenimiento del

embarazo, al igual como la Progesterona exdgena (74) .

La Progesterona exégena puede administrarse por via vaginal, oral, rectal, por
via subcutdnea o intramuscular. Segun una encuesta internacional realizada en
2014, la progesterona vaginal es la administracion mas utilizada (75). Existen

preparados de progestagenos tanto naturales como sintéticos.

La evolucion y la constante actualizacion de las TRA permite el estudio y la
optimizacion del uso de la Progesterona como soporte y tratamiento para

mejorar los resultados.



Se tiene evidencia y mucha informacién del perfil endocrino de la fase folicular
y su valor predictivo para el resultado del tratamiento durante la estimulacion
ovérica controlada. En cambio, el perfil endocrino de la fase lautea de la
estimulacion ovarica rara vez se controla, aunque se sabe que la estimulacion
ovérica interfiere de multiples formas en la fase Iutea(76). Después de la
estimulacion ovarica con gonadotropinas, las concentraciones
suprafisiolégicas de progesterona y estradiol en la fase |atea interrumpen la
secrecion hipofisaria de LH provocando la muerte del cuerpo Iuteo,
hemorragia por deprivacion y baja probabilidad de embarazo. El soporte con
progesterona es, por lo tanto, vital para cubrir la ventana desde la desaparicion
de la HCG exogena hasta el aumento de la HCG enddgena del blastocisto
implantado. Aun asi, la evidencia acerca de los niveles 6ptimos de
Progesterona en el momento adecuado de la implantacion es limitada, y son

necesarios mas estudios para poder correlacionar estos datos (13).

La creciente utilizacion de los agonistas de la hormona liberadora de
gonadotropina para desencadena la ovulacion, asi como el uso generalizado
de ciclos artificiales para la transferencia de embriones congelados,
descongelados o donados ha renovado el interés en la fase lutea en mujeres

sometidas a TRA.

El fendmeno del "defecto de la fase lutea" ahora se entiende como un continuo:
hay menos deterioro con una estimulacion mas suave que con estimulacion
ovarica mas intensa y menos deterioro después de la estimulacién ovarica
controlada y la ovulacion con gonadotropina coridénica humana que después del
agonista de la hormona liberadora de gonadotropina que desencadena la

ovulacion, esta ultima asociada con lutedlisis rapida.

Por lo tanto, la intensidad del soporte de la fase lUtea necesaria para lograr
resultados 6ptimos depende del grado de defecto de la fase litea encontrado

en diferentes protocolos de tratamiento.

En ultima instancia, la fase lutea de un ciclo artificial en el que se suprime la
ovulacién, por lo tanto, el cuerpo luteo estd ausente y el establecimiento de la
receptividad endometrial depende completamente de la progesterona exogena

orquestada a la administracion de esteroides sexuales, es la situacion de



prueba de fuego para el estudio de la eficacia de diferentes preparaciones de

apoyo a la fase lutea, dosis, regimenes y vias de la Progesterona (77).

Recapitulando, La produccion y secrecion de progesterona por el cuerpo Iuteo
es esencial para un endometrio adecuado. Si no se produce cuerpo luteo, la
transformacién del endometrio secretor a decidualizado para la implantacién se
debe realizar de manera exdégena con la administracion de progesterona y

estradiol.

Existe evidencia de que las concentraciones de Progesterona pueden variar en
funcidén el peso corporal, la edad, la hora de la muestra de sangre y la deficiencia
progesterona de base, asi como la importancia de las concentraciones séricas
de progesterona antes transferencia de embriones congelados (TEC) y ser
determinante en el éxito de la TRA (78) . Por lo que en la actualidad se esta
investigando en conseguir un soporte individualizado de la fase IUtea para tener

en cuenta todas las variables.

Del mismo grupo de investigadores, existe un estudio prospectivo donde su
objetivo es proporcionar una evaluacion personalizada de la estrategia para el
tratamiento de reemplazo de Progesterona en pacientes sometidas TEC con
nivel sérico de Progesterona bajo el dia anterior a la transferencia. Sus
resultados sugieren un umbral minimo de Progesterona para mejorar los
resultados reproductivos en TEC bajo THS con progesterona vaginal, que, si
detectado, se puede superar en la mayoria de los casos mediante la adicion de
un diario inyeccién subcutanea. Tal beneficio podria ser proporcionado no sélo
por el diferentes vias de administracion de Progesterona para garantizar una
exposicion adecuada a Progesterona para las pacientes, sino también teniendo
en cuenta la "ventana de oportunidad” relacionada a la adicién de Progesterona

antes de la transferencia de embriones (79).

Sin duda, se necesitan mas estudios prospectivos para confirmar si el iLPS es

una alternativa eficaz para mejorar los resultados para estas pacientes.



OTRAS FUNCIONES DE LA PROGESTERONA EN EL ORGANISMO

A lo largo de los afios, la Progesterona se ha estudiado o utilizado para una
variedad de indicaciones que incluyen la reproduccion asistida, la amenaza
aborto y el aborto habitual, la prevencién del parto prematuro, la insuficiencia
progestacional, el sangrado uterino disfuncional, el sindrome premenstrual, la
dismenorrea, la endometriosis, los sintomas vasomotores de la menopausia,
metabolismo 6seo, para la prevencién de la hiperplasia endometrial, como
hormonoterapia en la menopausica, y otros, por su mdultiples acciones en
diferentes 6rganos y su accion moduladora ( en funcion de la circunstancia) a
nivel de las células estromales fibroblasticas, epiteliales y musculares(25) (38)
(22).

ENDOMETRIO Y RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL

El endometrio humano es la capa interna de la cavidad uterina. Esta muy
regulado hormonalmente y experimenta severos cambios periddicos que son la
base del ciclo menstrual en humanos y en primates superiores. En el resto de
los mamiferos se produce un ciclo menstrual, que es el tiempo transcurrido
entre dos ovulaciones. Las principales diferencias en los ciclos estrales es que
el endometrio no se desprende, sino que se reabsorbe, y, ademas, no estan

regulados hormonalmente (80).

Los cambios ciclicos producidos en los seres humanos van encaminados a la
consecucion de un estado receptivo endometrial, requisito para la implantacion
embrionariay el desarrollo de la gestacion (81). Para que se produzca con éxito
la implantacion, ademas, es necesario un dialogo molecular entre el embrién en

estado de blastocisto y el endometrio receptivo (23).

ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL ENDOMETRIO

El endometrio humano es una mucosa compleja formada por dos capas
principales: una capa basal o germinal que perdura ciclo tras ciclo y llamada
capa basalis, y una capa funcional superficial transitoria, conocida como capa

funcionalis, que es eliminada y regenerada mensualmente (82).Sus



componentes tisulares estan formados por un epitelio superficial de
revestimiento y por componentes glandulares en el tejido estromal, que se
encuentra densamente irrigado por vasos sanguineos Ademas, existen otros

tipos celulares como células endoteliales o células inmunes residentes.

El epitelio luminal es cilindrico simple, estando constituido tanto por células
ciliadas como no ciliadas, incrementando su niumero durante la fase proliferativa
del ciclo menstrual. Este aumento en la proporcién de células no ciliadas y
células ciliadas asciende de 30:1 a 15:1 en esta fase, con un gran descenso a
los 20 dias de hasta 50:1 (83) (84). A mitad del ciclo endometrial las uniones
oclusivas entre estas células son mas numerosas que al final del mismo,
sugiriendo una disminucion de estas durante la implantacion embrionaria(85)
Ademas, la ratio y la distribucion de desmosomas también se encuentran

disminuidos durante este mismo periodo (86).

Una de las funciones de este epitelio es la defensa frente a patégenos externos,
aunque su funcion principal es permitir la implantacién embrionaria. En él, se
establece el primer contacto con el blastocisto, y se diferencia
considerablemente durante la fase receptiva para facilitar la union del embrion

y que tenga lugar la implantacién (86)(87)(88)(89)Figura 6.



Figura 6: Histologia del endometrio
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FIGURA 6: llustracién esquematica de los diferentes endometrios durante el ciclo menstrual a
partir de muestras de la histologia endometrio (5).

El epitelio glandular durante la fase proliferativa esta recubierto de
microvellosidades cuyo numero va aumentando progresivamente con el
desarrollo del ciclo. Ademas, las células presentan uniones laterales de
membrana, desmosomas y uniones ocluyentes (87). Existen numerosos
ribosomas y polisomas en el interior celular durante esta fase, encontrandose

disminuidos en su parte basal al final del ciclo (88).



El aparato secretor celular, incluyendo el aparato de Golgi y el reticulo
endoplasmatico liso, esta pobremente desarrollado, sin embargo, al comienzo
de la fase secretora empiezan a segregar moléculas complejas que parecen
tener una gran importancia para el trofoblasto (89) Una caracteristica propia de
la fase secretora temprana es la visualizacion de mitocondrias “gigantes”. Su
origen es debido a la fusion y reorganizacion de mitocondrias normales y

pequefias, que responden a la accién de la progesterona en el DNA (90).

El estroma endometrial es un tejido conectivo formado por células y una matriz
extracelular compleja con componentes fibrilares. Su principal componente
celular son las células estromales, de tipo fibroblasto, responsables de la
produccién de la mayor parte de la matriz extracelular (91) Estas experimentan
cambios morfolégicos a lo largo del ciclo menstrual que estan 30
correlacionados con su proliferacion, diferenciacion y maduracion (92)(93). Las
uniones entre las células estromales son de tipo gap (94) mientras que entre
las células epiteliales y estromales existe un mayor contacto entre ellas debido

a la mayor complejidad de las proyecciones epiteliales en la lamina densa (95).

Durante la fase secretora debido a la accion de la progesterona, los estrogenos
y del adenosin monofosfato ciclico (CAMP), las células estromales se
diferencian en células decidualizadas, proceso que dura, al menos, 10 dias (96).
En humanos la decidualizacion se produce cada ciclo independientemente de
si se produce o0 no embarazo. Las células decidualizadas segregan hormonas,
factores de crecimiento y citoquinas como la prolactina (PRL) (97) o el factor de
crecimiento insulinico de tipo 1 (IGFBP-1) (98) siendo estos dos ultimos

utilizados como marcadores de decidualizacion.

Estos factores segregados favorecen la implantacion embrionaria, remodelan

la matriz extracelular y protegen del dafio oxidativo (99)(100).

En cada ciclo menstrual debido al crecimiento y diferenciacién celular, asi como
a los factores secretados por estas células, se produce un nuevo sistema de
irrigacion sanguinea por angiogénesis y un reordenamiento vascular(101) La

expresion de factores angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial



vascular (VEGF) o la angiopoyetina (ANGPT), estan relacionados con la
angiogénesis y el remodelado de vasos sanguineos en el endometrio, estando
regulados por hormonas esteroideas, por células estromales decidualizadas y

por células del sistema inmunitario (102)(103)(104).

La poblacion de células inmunitarias en el endometrio es muy diversa,
encontrandose entre ellas linfocitos T, macrofagos, neutréfilos y mastocitos
(105).Cada tipo celular del sistema inmunitario tiene funciones indispensables
para que se produzca una correcta implantacién embrionaria y no haya rechazo.
Los linfocitos T representan el 40-60% de la poblacién leucocitaria del
endometrio, jugando un papel crucial en la inmunosupresion para posibilitar la
tolerancia al feto (106). Los linfocitos granulados, sin embargo, estan
relacionados con la invasion del trofoblasto y con la secrecion del factor de
crecimiento transformante (TGF) (107). Las funciones de los macréfagos son
diversas, contribuyendo a la matriz extracelular, regeneracion del tejido y
produccion de proteasas y citoquinas para la limpieza del endometrio de restos

celulares tras la menstruacion (108).

DEFINICION DE LA VENTANA DE IMPLANTACION ENDOMETRIAL (VDI)

El endometrio humano sufre cambios dinamicos en multiples niveles a lo largo
del ciclo menstrual en respuesta a las hormonas ovaricas y secreciones
paracrinas. Después de la ovulacion, el endometrio transita de una morfologia
proliferativa a una secretora y culmina en un periodo espacial y temporalmente
restringido; la VDI se define como el periodo autolimitado cuando el medio
uterino es favorable para la aceptacion del blastocisto para la implantaciéon. Suele
coincidir con el dia 20 al 24 de un ciclo menstrual regular (es decir, entre el dia 7
y el dia 11 después del Aumento de LH: LH+7-LH+11) (9) sin embargo, la
duracion optima de la VDI es restringidamente corta y solo dura

aproximadamente 24—48 h en humanos (10)(9).



Permite la receptividad endometrial el endometrio para proporcionar un entorno

optimo para el desarrollo del embrién y formacion de placenta(109)

Durante este periodo, tanto el epitelio uterino como el estroma experimentan
alteraciones orquestadas por muchos factores diferentes, como los esteroides
hormonas, citocinas y quimiocinas, moléculas de adhesion, inmune células,

factores de crecimiento y transcripcion (110) .

Las hormonas esteroideas derivadas del colesterol, estrogeno y Progesterona
son cruciales para el establecimiento de la receptividad endometrial. Estradiol
induce la proliferacion endometrial y reclutamiento de receptores Progesterona
antes a la exposicion Progesterona son pasos esenciales para lograr la
receptividad endometrial (111) (112) . Progesterona se produce en el CL y se
considera un factor critico elemento para el mantenimiento temprano del
embarazo (113) (114) Por un lado, Progesterona dirige el epitelio luminal (LE) a
un estado que promovera la adhesion e invasion embrionaria al disminuir las
uniones estrechas (115). Por otro lado, Progesterona actua sobre el epitelio
glandular para producir tejido uterino liquido que contiene factores importantes
para la supervivencia del embriéon y comunicacion con la placenta (116). Mientras
tanto, la senalizacién del receptor Progesterona impulsa la decidualizaciéon en

las células del estroma endometrial para mantener embarazo (117) Figura 7.



Figura 7: Efectos de la Progesterona
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RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL

Se conoce como receptividad endometrial al proceso biolodgico que permite al
revestimiento uterino, el endometrio, alcanzar unas caracteristicas histologicas,
celulares y moleculares Optimas para la implantacion del embrion. Para que la
implantacion embrionaria tenga éxito se necesita un endometrio receptivo, un
embrién funcional en estadio de blastocisto y un dialogo molecular entre los

tejidos maternos y embrionarios(118).

ESTUDIO GENETICO DEL ENDOMETRIO: MARCADORES DE RECEPTIVIDAD

ENDOMETRIAL

Los marcadores de receptividad endometrial son aquellos pardmetros que nos
permiten identificar y distinguir un endometrio receptivo de uno no receptivo.
Permiten clasificar el endometrio en las distintas fases del ciclo endometrial y
diferenciar si el endometrio se encuentra apto o no para la implantacion
embrionaria (119). Los marcadores de receptividad endometrial pueden ser
clasificados a partir del método de obtencién utilizado. Existen marcadores
histolégicos, moleculares, microRNAs (miRNA) y marcadores “Omicos”
(120)(121) (122) Figura 8.



Figura 8: Expresion genética endometrial
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Figura. 8 publicaciones de analisis de expresiénn génica endometrial. Los términos relacionados con
expresion génica en el endometrio que aparecen son: cancer, endometriosis, miomas, ciclos estimulados,
endometritis, fallos de implantacion, contracepcién, obesos y adenomiosis. De las 5.266 publicaciones de
expresion génica en el endometrio, 361 fueron llevadas a cabo con microarrays, un 7% del total.

Los primeros sistemas de evaluacion endometrial fueron desarrollados en los
afios 50 por Noyes y colaboradores. Estos marcadores han sido utilizados
rutinariamente durante mas de 50 afios en las clinicas de reproduccion asistida
(123)(124). Describen diferentes caracteristicas histoldgicas a lo largo del ciclo
menstrual, permitiendo datar el endometrio durante la fase latea. Estos criterios
histologicos estan basados en el grado de mitosis glandular, la pseudo-
estratificacion del nucleo, las vacuolas basales, la secrecion celular, el edema
estromal, la reaccién pseudodecidual, las mitosis del compartimento estromal y

la infiltracién leucocitaria(124).

En ensayos aleatorios controlados se ha comprobado que no pueden predecir
el estatus de receptividad endometrial con exactitud (125)(126). EI Comité de
Practica de la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (American
Society for Reproductive Medicine, ASRM) desaconseja el uso de biopsias
endometriales para el dataje endometrial, basandose en los resultados de
ensayos clinicos aleatorios, prospectivos y ciegos, ya que no permite distinguir
entre mujeres fértiles e infértiles y, ademas, es ineficaz para el diagndstico o

tratamiento del déficit de la fase litea (127). Sin embargo, se propusieron como



marcadores morfolégicos de receptividad endometrial, ademas, de la presencia
de protuberancias globulares en la superficie de la membrana apical de células
epiteliales endometriales, conocidas como pinépodos o uterodomas (128)(129).
No obstante, existe cierta controversia sobre su relevancia como marcador para

datar el tejido endometrial y para su uso clinico (130)(131)

MARCADORES MOLECULARES

Debido a la falta de precisién del dataje endometrial mediante marcadores
histoldgicos, en la década de los 90 y principios del siglo XXI, se realiz6 en el
campo de la investigacion una busqueda exhaustiva de marcadores
moleculares que permitieran conocer el estatus de receptividad endometrial.

Algunas de estas moléculas (58) como interleuquinas (132)(133).

Desafortunadamente, el endometrio humano es un sistema excesivamente
complejo como para poder ser descrito con precision por la presencia o
ausencia de una sola molécula. Debido a esta dificultad en reflejar la biologia
celular endometrial a partir de una sola molécula, el uso de paneles de

marcadores ha ido incrementandose en los ultimos afios (134).

MICRORNA

Los miRNA son pequefias moléculas de RNA (de 21 a 25 nucled6tidos) no

codificantes que fueron descubiertas en 1993 (135).

Estos MiRNA han sido utilizados en la investigacion de nuevos marcadores de
enfermedades como cancer de pulmon (136) alzhéimer (137), diabetes (138) o
enfermedades del corazon (139). Durante los ultimos afios se han desarrollado
estudios que evallan su papel en la receptividad endometrial, tanto en ciclos
naturales como ciclos estimulados, encontrandose distintos perfiles de
expresion entre endometrios receptivos y no receptivos (140) (141) o en las
distintas fases del ciclo endometrial (142) La busqueda de marcadores de
mMiRNAs también se ha utilizado en situaciones patoldgicas de la reproduccion

como en pacientes con endometriosis (143) o fallo de implantacién (144).

MARCADORES “OMICOS”

La finalizacion del Proyecto Genoma Humano en el afio 2003(145) (146)

desembocd en un gran avance tecnoldgico, lo que permitio el nacimiento de las



denominadas ciencias “Omicas”. En la ultima década se ha producido un

incremento significativo del numero de estudios “6micos” en el endometrio.
Las ramas de la ciencia de las “Omicas” mas relevantes son:

= GenoOmica: estudia los genomas y los genes que contienen. En
medicina reproductiva se han realizado numerosos estudios de
asociacion del genoma completo para asociar determinados
polimorfismos de nucledtido unico con la expresion génica (147).

» Transcriptomica o Gendmica Funcional: estudia el analisis de la
expresion génica global. Es la “Omica” mas empleada en esta area, por
ejemplo, en estudios de busqueda de marcadores de receptividad
endometrial a través de secuenciacion masiva NGS (148).

= Metabolémica o Metabondmica: indaga en estudio, a gran escala, de
los metabolitos ante una condicién fisiolégica o patologica concreta. La
lipidémica, rama de la metabolémica referente a lipidos, es, en el
endometrio, un método no invasivo para el estudio de los lipidos en el
fluido endometrial (149).

» Protedmica: estudia la coleccidn de proteinas. Un ejemplo de ello es el
patron proteico endometrial anémalo observado en mujeres obesas y
con sobrepeso que tienen fallo de implantacién(150).

» Bioinformatica: ciencia no agraciada con el sufijo “6mico” que permite,
por medio de nuevos desarrollos matematicos, analizar los datos
generados en el resto de las “Omicas”. Sin ella, la interpretacion de los

resultados conllevaria unos gastos de tiempo y personal inasumibles.



ESTUDIO DE RECEPTIVIDAD: TEST DE RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL ACTUALES

Hasta ahora, la falta de métodos utiles de evaluacion endometrial en la clinica
ha hecho que fuera raramente evaluado en la pareja infértil o antes de un ciclo
de reproduccion asistida. Sin embargo, en las ultimas dos décadas se han
desarrollado diversas pruebas de evaluacion del estatus endometrial.
Actualmente, hay cuatro pruebas que evallan la receptividad endometrial: E-
Tegrity que evalua los patrones de expresion de la B-3 integrina (151,152);EL
endometrial function test (EFT) que utiliza dos marcadores, la ciclina glandular
ey el p27 (153) y la técnica del array de receptividad endometrial (ERA) que
lleva a cabo un andlisis de la expresion de 238 genes por medio de un

microarray a la carta de expresion génica (154).

Y el utilizado en nuestro estudio, MIFERT&i, de laboratorio SINAE que es un
test que se compone de test de receptividad endometrial, estudio del estado
inmunolégico del endometrio y estudio del microbioma. La nueva prueba ER
Map®/ER Grade® puede predecir el estado de receptividad endometrial
mediante RT-gPCR usando un nuevo panel de genes implicados en la
proliferacion endometrial y la respuesta inmune materna asociada a la

implantacion embrionaria.

En 2017, el equipo liderado por Dr. Horcajadas, de la Universidad Pablo
Olavide, definieron un nuevo sistema para la evaluacion de la receptividad
endometrial humana basado en el andlisis de la expresion de genes
relacionados con la proliferacion endometrial y la respuesta inmunolégica
asociada con la implantacion embrionaria. Utilizamos una plataforma RT-gPCR
de alto rendimiento para la medicion precisa y confiable de la expresion génica
en muestras endometriales y la identificacion de perfiles transcriptémicos

especificos (155).

La correcta identificacion y prediccion del periodo de la receptividad endometrial

es esencial para maximizar la eficacia de los tratamientos de reproduccion.

La mayoria de los analisis transcriptomicos globales del endometrio que se han
realizado hasta la fecha, utilizan una fuente no seleccionada de genes
implicados especificamente con el tejido endometrial ni tampoco con genes

relacionados con el proceso de adquisicion de receptividad endometrial. El



equipo del Dr. Horcajadas se planted para elaborar la nueva técnica una
seleccion de genes, especificamente descritos para ser expresados en el
endometrio durante la VDI e involucrados en el proceso de la implantaciéon
embrionaria, porque su estrategia era definir con precisibn la firma
transcriptomica del endometrio receptivo y también a desarrollar una

herramienta de diagndstico fiable para la receptividad endometrial.

Este grupo planteé que, entre los procesos estudiados durante la implantacion,
la proliferacién endometrial y la respuesta inmune, son parte esencial para la
preparacion del endometrio y la implantacion embrionaria, por lo que, una
seleccidbn de genes involucrados en esos procesos podria proporcionar
interesantes resultados sobre el proceso de la receptividad endometrial y tener

repercusion clinica (156)(157).

Para los andlisis transcriptdmicos endometriales globales, este grupo utilizé la
técnica de microarrays de expresion génica pero debido a su rango-dinamico

limitado plantearon validar la técnica mediante RT-qPCR (158) .

PARA ENTENDER MEJOR LA TECNICA UTILIZADA EN NUESTRO ESTUDIO DE

TRANSCRIPTOMICA:

PCR CUANTITATIVA EN MICROFLUIDOS

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR de sus siglas en inglés) fue
desarrollada a principios de los afios 80 por Kary Mullis(159).Esta técnica
permite obtener millones de copias de fragmentos especificos de DNA en unas
pocas horas. Debido a que no se trataba de una técnica cuantificable, se
realizaron una serie de modificaciones para el desarrollo de lo que se conoce
como PCR cuantitativa o0 PCR a tiempo real (QRT-PCR de sus siglas en inglés).
Con la PCR cuantitativa se detecta a tiempo real la amplificacion del DNAc de
interés. Primero se aisla el RNA total de las muestras de interés, y se realiza
una transcripcion reversa del RNAmM para obtener cDNA. Para llevar a cabo la
reaccion se unen unas sondas (oligonucleétidos) complementarias al cDNA y
la polimerasa va afiadiendo nucleotidos a la cadena. Se pueden utilizar dos
tipos de moléculas para la emision y cuantificacion de la fluorescencia, estas
son las sondas Taq Man y el fluoroforo SYBR Green. Nos centraremos en este

altimo por ser el que se ha utilizado en este proyecto. EI SYBR Green es



un fluoréforo que se une de manera inespecifica a cadenas dobles de DNA,
cuantas mas cadenas dobles de DNA, mas cantidad de SYBR Green se unira
y la cantidad de fluorescencia que se emitira sera mayor de forma proporcional.
Al unirse de manera inespecifica se pueden detectar productos inespecificos y
dimeros de oligonucledtidos (122).

Para solucionar esto hay que realizar un disefio muy cuidadoso de los
oligonucledtidos y optimizar las reacciones de PCR. Ademas, al finalizar los
ciclos se realiza una curva de desnaturalizacion o disociacion para comprobar
gue solamente se ha unido a un fragmento. Al ser una PCR cuantitativa por
ciclos, la cantidad de fluorescencia emitida en cada ciclo sera mayor siendo
proporcional al nimero de moléculas de RNAm iniciales. La cuantificacién que
se realiza es relativa, ya que se compara el nivel de expresién de un gen de
interés en diferentes situaciones después de normalizar los datos con uno o
MAas genes constitutivos que no varian su expresion en las condiciones
experimentales. Al utilizar estos genes constitutivos podemos saber si las
diferencias en la cantidad de fluorescencia son debidas a cambios en la
expresion génica o a que se partié de una cantidad de RNAm inicial distinta.

El sistema de PCR cuantitativa en microfluidos combina la tecnologia de los
microarrays con la técnica PCR a tiempo real. Antes de realizar las reacciones
de PCR cuantitativa, se realiza una amplificacion selectiva de nuestros genes de
interés para que haya una gran cantidad inicial de cDNAy se alcance en unos

pocos ciclos el umbral de fluorescencia.

El soporte fisico donde se depositan y combina las muestras y oligonucleotidos
se denomina arrays dinamicos IFC, y su formato es de 48x48 o de 96x96 (48
muestras y 48 pares de oligonucledtidos, o 96 muestras y 96 pares de

oligonucleétidos).



En un solo experimento se realizan 2.304 0 9.216 reacciones de PCR a tiempo
real por array, por lo que el gasto de reactivos y de tiempo se reduce de una

manera considerable.

Se ha demostrado que RT-q PCR tiene la dinamica mas amplia rango, los
limites de cuantificacion mas bajos y los resultados menos sesgados y por lo
tanto, se considera el método estandar de oro para el analisis de la expresion
geénica. analisis. En este contexto, creemos que el uso de RT-q PCR puede ser
una técnica mas robusta y fiable para el andlisis de la expresién de genes
relevantes para el proceso de receptividad endometrial y, ademas, para el
desarrollo de herramientas de diagndstico basadas en la identificacién de firmas

especificas asociadas con diferentes estados endometriales (155).

El grupo de Horcajadas definié un nuevo sistema para evaluar la receptividad
del endometrio humano basada en el andlisis de la expresibn de genes
relacionados con la proliferacion endometrial y la respuesta inmunologica
asociada con implantacibn embrionaria. Utilizaron un RT-q PCR de alto
rendimiento plataforma para la medicién precisay fiable de la expresion génica

en muestras de endometrio e identificacion del perfil transcriptémico especifico.

Las principales caracteristicas distintivas fue la descripcion del andlisis de
expresion de un nuevo panel de genes capaces de determinar el estado de
receptividad de un endometrio. A diferencia de estudios previos destinados a
desarrollar  herramientas para evaluacion de la  receptividad
endometrial(160,161) optaron por realizar una seleccion de genes que
participan en los procesos bioldgicos que tienen lugar en el endometrio durante
la VDI y que estdn relacionados con la preparacidon endometrial para

implantacion embrionaria.



Tras la seleccion realizada con base en la literatura, para poder decidir el panel
de genes, encontraron una sobrerrepresentacion de procesos muy relevantes
para el fendbmeno de la adquisicidén de la receptividad endometrial, pero dentro
de este grupo de genes, encontramos un subconjunto de 85 especialmente
interesantes ya que mostraron diferencias significativas en la expresion entre

los proliferativos y fases secretoras (155).

El analisis de los genes Ontology GO* revelaron componentes celulares
,procesos biolégicos y funciones moleculares relacionadas con la célula
sefalizacion y respuesta, organizacion extracelular, division y proliferacion
celular, actividad inmunolégica, proliferacion vascular e implantacion

embrionaria.

GENE ONTOLOGY * ( HERRAMIENTA QUE SE UTILIZO PARA EL DISENO)

El Gene Ontology es una iniciativa bioinformatica para dotar de un
vocabulario a los genes y los productos de estos. Utiliza un lenguaje adaptado
para que los datos puedan ser leidos por los ordenadores, y hacerlo de una
manera homogénea para todas las especies.

La ontologia es una rama de la metafisica que estudia lo que hay, por lo que las
ontologias se tratan de representaciones de hechos o relaciones
detectables. La terminologia empleada en biologia respecto a los genes y sus
productos no es universal, y puede ser especifica de una especie, area de

estudio o incluso de un grupo de investigacion en particular.

Esto, crea dificultad a la hora de comunicar los resultados obtenidos en una
investigacion cientifica. El proyecto de GO ofrece una ontologia de términos
definidos que representan a los genes y sus productos. Esta ontologia se
encarga de tres ambitos, componentes celulares , funciones moleculares y

proceso biolégicos.



Curiosamente, una sobrerrepresentacion de procesos que involucran vesiculas
y también se encontraron exosomas. Estos términos coinciden con los
anteriores procesos descritos que se sabe que ocurren en el momento de la

implantacion.

Remodelacién de la matriz celular y aumento de la permeabilidad vascular y la
angiogénesis en el sitio de implantacién son uno de los primeros requisitos
previos para implantacién de embriones(162) .También intensa comunicacion a
través de la sefializacidn celular entre el embrion y las células endometriales ha
sido descrita como parte de la diafonia embrio-endometrial esencial para
implantacion embrionaria adecuada que implica, en algunos casos, extracelular
vesiculas/exosomas (163).Ademas, las respuestas inmunitarias se han se ha
demostrado que desempefia un papel importante en las primeras etapas del
embarazo (157,164).

El Analisis de competentes principales PCA, una herramienta de reduccion de
dimensiones que se puede utilizar para reducir un gran conjunto de variables a
un pequefio conjunto que todavia contiene la mayor parte de la informacién en
el conjunto grande, reveld que un subconjunto de 40 de los 85 diferencialmente
genes expresados, llamados genes ER Map®/ER Grade®, podrian diferenciar
con precision entre LH + 2 y LH + 7. Estos genes, , permiten una clasificacion
100 % correcta de las muestras endometriales de los donantes a estos dos

grupos de estatus. El ER Map®/ER Figura 9.



FIGURA 9: EXPRESION GENETICA VDI
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Figura 9 Genes expresados diferencialmente en LH + 2 y LH + 7. (a) Gréfica de volcan de las
diferencias de expresion génica para los 184 genes WOI en los dias LH + 2 y LH + 7 de los
ciclos menstruales de sujetos fértiles. El cambio log2 veces se traza en el eje x y el valor P
negativo log10 se traza en el eje y. Los puntos verdes representan sondas génicas con valor P
< 0,05 mediante prueba t pareada y cambio de plieque regulado a la baja (log2FC < -0,5). Los
puntos naranjas representan sondas génicas con valor P < 0,05 mediante prueba t pareada y
cambio de pliegue regulado al alza (log2FC > 0,5). (b) Gréafico de barras que muestra los
cambios log2 veces de los 85 ARNm expresados diferencialmente (pruebat pareada, P < 0,05)
en LH + 7 frente a LH + 2. Hubo 71 ARNm regulados al alza 'y 14 ARNm regulados a la baja en
LH + 7 en comparacion con LH + 2.(155)

El panel de genes Grade® también puede evaluar el estado de receptividad de
las muestras de pacientes infértiles obtenidos en la fase secretora, clasificando
muestras en: ‘receptivo’, esto significa que la VDI coincide con el dia en que se
tomo la biopsia; "pre-receptivo”, lo que significa que el endometrio adn no ha

alcanzado su. VDI o 'post-receptivo’, es decir, este | endometrio ya pasoé su VDI.



ESTUDIO DEL TEJIDO ENDOMETRIAL

El endometrio es un tejido adulto Unico que, en ausencia de embarazo o
enfermedad, sufre una descomposicion ciclica y vuelve a crecer
aproximadamente 400 veces durante la vida reproductiva de una mujer. Las
posibilidades de éxito reproductivo durante cada ciclo dependen de las
respuestas apropiadas y especificas de las células a los esteroides, incluida la
expresion de metaloproteinasas de matriz (MMP). La regulacién normal de las
MMP endometriales en respuesta a estrégenos 0 progesterona requiere
interacciones adicionales especificas de células mediadas por varios factores
de crecimiento y citocinas. Durante la maduracion del endometrio, la
progesterona, el acido retinoico y el TGF-beta actian de forma cooperativa,
proporcionando un notable equilibrio biol6gico para regular la expresion de las
MMP en el endometrio altamente sensible a los esteroides. La exploracion de
las acciones reguladoras de los factores de crecimiento y las citoquinas
producidos localmente en los miembros de la familia MMP y sus inhibidores
permitira una mejor comprension de la fisiologia Unica del endometrio humano

bajo la influencia de la Progesterona (165).

La Progesterona, es una hormona imprescindible para la correcta regulacion
del ciclo menstrual y sus fluctuaciones pueden modificar el objetivo principal del
ciclo menstrual que es la gestacion, a pesar de la importancia de la
progesterona no tenemos estudios donde detallen los niveles estandares de la
progesterona durante todo el proceso , es por eso que creemos necesario
determinar unos niveles durante el proceso de preparacion endometrial en
pacientes sin factores de riesgo y relacionarlo con el momento de receptividad

del endometrio.

De la escasa bibliografia que tenemos, encontramos un estudio de 1978 donde
el objetivo era valorar los niveles de progesterona y estradiol en pacientes que

estaban con anticonceptivos con las que no tomaban.

Se estudiaron un total de 134 mujeres, 75 de las cuales usaban anticonceptivos
con esteroides ciclicos (etinilestradiol, 0,05 mg mas Norgestrel, 0,5 mg) y 59 de
las cuales tenian ciclos ovulatorios normales. Mediante técnicas de

radioinmunoensayo se realizaron determinaciones simultadneas de estrégenos



totales (TE) y progesterona (P) tanto en plasma como en endometrio y de FSH
y LH en plasma, abarcando todos los dias de los ciclos pseudomenstrual y

menstrual verdadero.

Los resultados esperados eran que las mujeres que ovulaban mostraran un pico
de ET plasmatica a mitad del ciclo y un aumento de la P plasmatica
posteriormente, mientras que no esperaban cambios en las pacientes usuarias

de anticonceptivos.

Se analizaron las correlaciones de las concentraciones endometriales de TE y
P con las concentraciones plasmaticas de FSHy LH. y en 13 de las 75 mujeres
tratadas con anticonceptivos se identificaron elevaciones de las
concentraciones de P endometrial, no esperable al estar tratadas con
anticonceptivos por lo que no se pudo correlacionar de la manera que

esperaban (166).

Previamente se habian estudiado pacientes usuarias de anticonceptivos para
ver si el efecto inhibitorio en el eje hipotdlamo hipofisario era completo
monitorizando las hormonas sin éxito, ya que no conseguian una supresion

completa a pesar de que si cumplian su funcién de anticoncepcion

Durante la vida reproductiva de una mujer, las hormonas como la progesterona
y el estradiol puede cambiar patrones de produccion ovarica, dirigir un patron
predecible de crecimiento endometrial y producir la maduracién el endometrio
y si paralelamente se produce la maduracion de ovocitos, ovulacion,

fertilizacion, facilitar el transporte del embridon y su implantacion (165).

No existe informacioén cientifica descrita de la monitorizacion de la progesterona
tisular durante la preparacion del endometrio por eso queremos describir la

técnica utilizada para obtenerla (167).



5.CONTEXTO CIENTIFICO: IMPORTANCIA

La medicina personalizada en la actualidad tiene el objetivo de conseguir los

mejores resultados adaptandose a las necesidades de cada paciente.

La medicina personalizada también se ha extendido en el ambito de la Medicina
Reproductiva. Desde hace afios, las Técnicas de Reproduccién Asistida (TRA)
buscan personalizar los tratamientos de estimulacion controlada ovarica segun
las caracteristicas de cada paciente a fin de optimizar los resultados
reproductivos. Asimismo, han mejorado las técnicas de seleccién de los
espermatozoides (ICSI), de la misma manera que se ha conseguido mejoras en
la calidad ovocitaria y su congelacion-descongelacién gracias a la vitrificacion.
Todo ello ha permitido combinar diferentes estrategias durante el proceso de
FIV a fin de incrementar las tasas de éxito reproductivo para la paciente. La
tendencia no es homogenizar los tratamientos sino lo contrario, personalizar,
estudiar con mayor profundidad las diferencias entre pacientes mediante
marcadores clinicos o biolégicos que nos permitan seleccionar la estrategia que

nos ofrezca mayor potencial reproductivo (77).

Durante afos los esfuerzos se han centrado en aumentar los ovocitos
recuperados tras la estimulacién ovarica controlada (EOC), mejorar la calidad
ovocitaria, e incrementar la tasa de fertilizacion gracias a la mejor seleccion del
espermatozoide mas cualificado para ese propésito. De igual manera, la
vitrificacion de embriones ha permitido diferir las transferencias embrionarias a
fin de evitar los efectos indeseados derivados del sindrome de
hiperestimulacion, tantos las complicaciones médicas maternas como un
empeoramiento en las tasas de implantacién embrionaria derivada de la mala
preparacién del endometrio fue hasta el 2010 (13,168,169) cuando se empezd
a investigar de manera significativa el papel del endometrio en la implantacion

embrionaria.

Sabemos que el éxito de la implantacion endometrial depende de la perfecta
sincronia entre el embrion en estadio de blastocisto y la receptividad
endometrial, que ocurre en un momento determinado y limitado en el tiempo.
La ventana de implantacion (VDI) es el momento especifico donde el

endometrio esta receptivo a la implantacién embrionaria y clasicamente ocurre



a los 8 a 10 dias después de la ovulacion en un ciclo natural y esta activo y

funcional durante 2-3 dias como méaximo (169).

En 2013, en Fertility and Sterility, se destaca la necesidad de métodos para
diagnosticar objetivamente la receptividad endometrial como un factor que
contribuye a la infertilidad en pacientes femeninas. La identificacion correcta de
la ventana de implantacion adecuada en un paciente determinado, mediante el
uso de biomarcadores de receptividad endometrial, puede ayudar a prevenir la
insuficiencia reproductiva resultante de una sincronizacion incorrecta de la VDI

en el endometrio (170).

A pesar de que existe un mayor conocimiento sobre el papel del endometrio
durante el proceso de implantacion embrionaria todavia no se ha descrito
ningun marcador bioldgico especifico que determine el estado de la receptividad
endometrial (171) Existen indicios, ademas, de que una mayor proporcion de
pacientes con fallos de implantacién con embriones euploides tienen un
desplazamiento de la VDI, por lo que un marcador biolégico para detectar la

VDI seria util para evitar el desplazamiento.

Segun los estudios publicados, hasta un 25% de los fallos de implantacion son
de causa endometrial, y por tanto cabe pensar que optimizando la receptividad

endometrial mejoraria el éxito reproductivo (76) .

Existen distintas causas que se asocian a fallos recurrentes de implantacion
(FRI). Por un lado, destacan aquellas patologias que distorsionan la cavidad
endometrial (hiperplasia endometrial, miomas uterinos, sinequias, endometritis
o pdlipos endometriales), que ocurre entre el 18-27% de los casos. Asimismo,
destaca el hidrosalpinx que podria actuar como toxico directo sobre el
endometrio, asi como empeorar la calidad embrionaria, factores relacionados
con estilos de vida, asi como las trombofilias ya sean hereditarias o adquiridas
(168).



Todas estas causas se pueden corregir médicamente, pero la necesidad de
conseguir una sincronizacion perfecta entre el endometrio y el embrion persiste,

y todavia no se ha descrito ningiin marcador biolégico que lo determine.

Por ese motivo, en 2011 empezaron a aparecer métodos de estudio con
aplicacién clinica. Uno de estos métodos es el perfil transcriptomico a partir de
una muestra de tejido endometrial porque se ha demostrado, como ocurre con
la mayoria de los tejidos del organismo, que los cambios fisiologicos que tienen
lugar en el endometrio se producen como consecuencia de una transcripcion
diferencial de genes. En el transcurso del ciclo menstrual, existen ciertos genes
regulados por hormonas que se encuentran expresados al alza o a la baja, y
por tanto, la abundancia relativa y la composicion de los transcritos génicos en
un momento determinado proporcionan una firma transcriptémica especifica.
De esta forma, al estudiar la firma transcriptomica de una biopsia endometrial,
es posible estimar de forma precisa el momento fisiolégico de la ventana de

implantacion de la paciente.

Como se explico anteriormente, no existe un marcador biolégico Unico,
parametro analitico, que cuantifique el momento adecuado de la ventana de
implantacion. Y esta situacion se empeora sobre todo si hay fallos de
implantacion recurrentes, donde se han visto limitaciones de la prueba ERA

para mejorar la tasa de embarazo (172).

Se conoce que la progesterona y la gonadotropina coriénica humana ayudan al
endometrio en el momento de la implantacion en los tratamientos de
reproduccion asistida. El perfil endocrinolégico de la fase folicular y su valor
predictivo para el resultado del tratamiento durante la estimulacion ovarica
controlada esta bien establecido. En cambio, el perfil endocrinolégico de la fase
litea tras la estimulacién ovarica rara vez se controla, aun sabiendo que la
estimulacion ovarica interfiere de multiples formas con la fase latea.
(173)Después de la estimulacibn ovéarica con gonadotropinas, las
concentraciones suprafisioldgicas de progesterona y estradiol en la fase lutea
interrumpen la secrecion hipofisaria de LH provocando la muerte del cuerpo
lGteo, hemorragia por deprivacion y baja probabilidad de embarazo. El soporte

de progesterona es, por lo tanto, vital para cubrir la ventana desde la



desaparicion de la HCG exdgena hasta el aumento de la HCG enddgena del
blastocisto implantado, por lo que necesitamos mas estudios para conocer y
poder correlacionar la progesterona y sus niveles 6ptimos en el momento

adecuado de la implantacion (169).

Sabemos que el en pacientes con transferencia de embrion euploide fallida, el
22,5% tienen la VDI desplazada al realizarse el test ERA .Y que tras el
diagnostico, personalicemos el tratamiento y el tiempo de Progesterona las

tasas de embarazo puede llegar a mejorar de un 54.2% a un 73.3% (174).

De hecho, el concepto inicial de los test de transcripcidn genética era estudiar
la causa de los fallos de implantacion recurrentes (RIF) , en el 2013 se realiz6
un estudio donde se evidencid6 que el 25,9% de los pacientes con RIF
presentaban . una VDI desplazada mientras que solo el 12% de las pacientes
controles (175).

En 2021 se publicaron resultados de receptividad, a partir de un estudio
prospectivo con la técnica ERA, donde se evidencio un 40,5% de pacientes con

resultado receptivo (176).

La heterogeneidad de resultados plante6 la necesidad de analizar los niveles
de progesterona tanto sérica como tisular como un factor determinante para
constatar la apertura de la ventana de implantacion y asi tener datos reales del

porcentaje de receptividad de las pacientes.

Los niveles de progesterona tisular pueden ser un buen marcador para delimitar
la ventana de implantacion y permitir una mejor sincronia con la transferencia
embrionaria en mujeres sometidas a fecundacion in vitro. Asi como puede ser
atil conocer la correlacion entre la hormona sérica y tisular para ver la
repercusion real de los tratamiento de soporte en la fase litea de progesterona

y poder ver asi cdmo se pueden personalizar para mejorar el resultado final .



6.HIPOTESIS DEL ESTUDIO

El nivel de Progesterona tisular es un buen marcador para determinar la

ventana de implantacion.

La VDI puede relacionarse con un rango de concentraciones de Progesterona
tisular. De este modo el paso del endometrio de fase pre-receptiva a receptiva
0 post receptiva puede estar controlado por los niveles de Progesterona

acumulada en el tejido endometrial.

A su vez, identificar la correlacién entre los niveles de Progesterona sérica y
la concentracion de Progesterona tisular acumulada que permitiria tener un

método no invasivo para optimizar la preparacion endometrial.



7.0BJETIVO PRINCIPAL

El objetivo principal del trabajo de investigacion es valorar la utilidad de la
Progesterona como biomarcador de la receptividad endometrial.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

= Correlacionar los niveles de Progesterona en el tejido endometrial con
cada una de las fases de receptividad de la VDI dada por el patron
gendmico.

= Estudiar la relacion existente entre los niveles de Progesterona sérica 'y
tisular.

= Evaluar el valor de Progesterona sérica como marcador no invasivo para
el estudio y manejo de la VDI y asi optimizar la transferencia embrionaria.

» Evaluar el valor de la linea endometrial como marcador no invasivo para
el estudio y manejo de la VDI y asi optimizar la transferencia embrionaria.



8.METODOLOGIA: MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Ensayo clinico cruzado prospectivo randomizado con pacientes con
deseo genésico.

Se considera realizar estudio cruzado para evitar el sesgo de seleccion
de los controles y mantener equilibradas las variables de confusion que
puedan existir.

POBLACION DE ESTUDIO, CRITERIOS DE INCLUSION/EXCLUSION

Se propone formar parte del estudio a pacientes mayores de 18 afios, que estén
en estudio y/o tratamiento con técnicas de reproduccién asistida.

Como criterios de inclusién se consideraran:

= Mujer premenopausica, de >18

» Frotis cervical (Papanicolaou) en los 3 afios previos a la inclusion
en el estudio.

» Valor del indice de masa corporal entre 12 y 30, ambos inclusive.

= Confirmacion de ausencia de embarazo con prueba de B-HCG
(orina o plasma).

= Voluntad de ajustarse al protocolo durante toda la duracién del
estudio.

= Haber dado el consentimiento informado antes de -cualquier
procedimiento relacionado con el estudio que no forme parte de la
asistencia médica habitual.

= Ausencia de patologia endocavitaria (miomas submucosos,
polipos).



Como criterios de exclusidn se consideraran:

» Pacientes con diagnéstico previo de fallo de implantacién y/o
abortos de repeticidn, variables (definidos por la presencia de > 2
abortos espontaneos y/o 2 FIVs fallidas), asi como pacientes que
hayan realizado diagnéstico genético.

» Positividad conocida para los virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), hepatitis C o B (VHC/VHB) de la candidata o de su pareja.

» Enfermedades sistémicas de importancia clinica, tumores
hipotalamicos o hipofisiarios , cancer de ovario, Utero o mama;
anomalias hormonales y/o patologia médica, bioquimica,
hematoldgica, que a juicio del investigador pueda interferir con el
tratamiento con gonadotropinas.

= Hemorragia ginecoldgica no filiada.

= Cualquier contraindicacion para quedarse embarazada o para llevar
el embarazo a término.

= Alergia conocida a preparados de gonadotropinas o a alguno de sus
excipientes.

» Drogodependencia o historia de abuso de medicamentos o de
alcohol en los 5 afios previos.

» Inclusion previa en este estudio o participacion simultanea en un
ensayo clinico con medicamentos.

= No querer 0 no poder ajustarse al protocolo del estudio.

= Alteraciébn en el endometrio conocido previamente, hiperplasia
endometrial simple y/o compleja.

Se excluiran del estudio aquellas candidatas que presenten algun criterio.

A todas las pacientes que cumplan los criterios de inclusion se les propondra
realizar un ciclo de preparacion endometrial sustitutivo, como si fuera para una
transferencia embrionaria, excepto, que en este ciclo evaluaremos los niveles
de progesterona tisular y plasmatica durante la ventana de implantacion
endometrial.



Se dividira de manera aleatoria en dos grupos tras la primera parte del
tratamiento, inicio de la fase litea (momento que la progesterona tiene el papel
principal) y se formaran dos grupos, a los cuales se le realizaran dos biopsias
endometriales a cada grupo.

Primer grupo, realizara biopsia endometrio en el dia 3,5 post inicio de
tratamiento con progesterona para conocer el nivel de progesterona
tisular y plasmatica y poder categorizar como pre-receptivo en la
ventana de implantacion endometrial y se repetira el dia 5 el mismo
procedimiento para comparar y categorizar el periodo receptivo de la
VDI. Momento a priori idoneo para la receptividad endometrial para la
transferencia embrionaria.

Sequndo grupo, realizara biopsia endometrio en el dia 5 post inicio de
tratamiento con progesterona para conocer el nivel de progesterona
tisular y plasmatica y poder categorizar como receptivo en la ventana
de implantacion endometrial y se repetira el dia 6,5 el mismo
procedimiento para comparar y categorizar el periodo post-receptivo de
la VDI,

En ambos grupos estudiaremos mediante la prueba transcriptomica que
permite valorar mediante un panel de 48 genes la identificacion especifica del
perfil transcriptomico de la receptividad endometrial.

La aleatorizacion de pacientes en los grupos se hara por bloques para asegurar
un balance perioédico al nimero de sujetos asignados a cada grupo de estudio
(1: 2).

Asimismo, una persona asignada del equipo, que no esta involucrada en la
toma de decisiones ni actuaciones médicas procedera a la randomizacion,
proceso que se realiza mediante secuenciacion aleatoria por bloques, con
Microsoft Excel (2013).



Para la preparacion endometrial recibira:

e Estradiol oral 6mg/dia desde el dia 2 de ciclo menstrual.
Tras 8-10 dias de tratamiento se realizara ecografia transvaginal
para medir el grosor y calidad endometrial, y si supera el grosor
de 6-7mm se realizard una primer a determinacion en sangre
de estr6genos y progesterona.

e Se afadira Progesterona 200mg/8h via vaginal cuando el groso
endometrial se encuentre entre 8 y 14mm.

En el momento de iniciar tratamiento con progesterona se asignara de
forma aleatoria por bloques permutados, la paciente a un grupo:

Grupo 1. Se realizara biopsia de endometrio y analitica hormonal el dia 3.5
y el dia 5 tras inicio de la Progesterona

Grupo 2. Se realizara biopsia de endometrio y analitica hormonal el dia 5
y el dia 6.5 tras inicio de la Progesterona.

Procedimiento para la toma de muestra de biopsia endometrial:

Se introduce un especulo de forma analoga a cuando se realiza una citologia
de cribado. Posteriormente se introduce una canula semirrigida a través del
canal cervical, hasta sobrepasar el orificio cervical interno. En este momento se
realiza la toma de muestra de tejido endometrial para estudio. Es un
procedimiento que se realiza sin anestesia.



PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO Y ESQUEMA

Seleccidn de pacientes Criterios
de inclusién/ exclusién Datos
demograficos Primera visita

consentimiento informado
Exploracidn fisica

Para la preparacion endometrial recibira:

1)  Estradiol oral 6mg/dia desde el dia 2 de ciclo menstrual.

2) Tras 8-10 dias de tratamiento se realizara ecografia transvaginal para medir el
grosory calidad endometrial, y si supera el grosor de 6-7mm se realizara una
primera determinacion en sangre de estrégenosy progesterona.

3 Se afiadird Progesterona 200mg/8h via vaginal cuando el groso endometrial
se encuentre entre 8 y 14mm.

Aleatorizacion

GRUPO 1 BX GRUPO 2
ENDOMETRIO PRE-
RECEPTIVO BXENDOMETRIO
RECEPTIVO
3,5 DIA post inicio PG
5 DIA post inicio Pg.

GRUPO 1 GRUPO2
BXENDOMETRIO

BX ENDOMETRIO

RECEPTIVO POST- RECEPTIVO

5 DIA post inicio Pg. 6,5 DIA post inicio P<g




HOJA DE SEGUIMIENTO DE LAS PACIENTES

Procedimientos
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Criterios
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seleccion

Historia clinica

Medicacioén
concomitante

Exploracion fisica

Ecografia
transvaginal: grosor
endometrial

Aleatorizacion a
partir fase lutea
D14 o LE >6 mm




Estudio X X X
transcriptémico

Progesterona X X X X X
sérica

Estradiol sérico X X

Progesterona X X X
tisular Kit Elisa
deteccion P

1 Segun el grupo al que hayan sido asignado: a) Grupo 1 en dia 3.5y 5 desde
el inicio de progesterona, b) Grupo 2 en dia 5 y 6.5 desde el inicio de
progesterona




RECLUTAMIENTO DE LAS PACIENTES

El estudio se realizara de acuerdo con los principios éticos que se derivan de la
Declaracion de Helsinki (Fortaleza, Brasil, octubre de 2013). Ademas, el estudio
se realizara de acuerdo con el protocolo, buena préactica clinica (BPC) de
acuerdo con las directrices de la conferencia internacional sobre armonizacion

(ICH) y los requisitos normativos para las instituciones participantes.

El estudio se realizara segun un protocolo revisado por el CEIC Parc Salut Mar
CEIm 2021/9717 Se considera que los beneficios del estudio estan en
proporcién con los riesgos; y se respetaran los derechos y el bienestar de los

sujetos.

Ver anexo |: proyecto de investigacion CEIC PSMAR: confirmacion

aceptacion

Retirada de pacientes

Se propondra formar parte del proyecto a mujeres que cumplan los criterios de
inclusion/exclusion. En ese momento se les entregara la hoja informativa y se
procedera la firma del consentimiento informado, previamente aprobado por el
CEIC.

Los sujetos pueden retirar su consentimiento para su participacion en cualquier
momento sin perjuicio. Adicionalmente, el investigador puede retirar a un sujeto
si, segun la opinion clinica del investigador, esta en el mejor interés del sujeto o
si el sujeto no puede cumplir con los requisitos del protocolo. Asimismo, el
promotor también puede interrumpir el protocolo si se detecta una incidencia
inaceptable de acontecimientos adversos, si la inclusibn de pacientes es

inadecuada o si la recogida de datos es inadecuada o imprecisa.



VARIABLES DEL ESTUDIO
Definicion de las variables del estudio

Las variables de interés a recoger en las pacientes incluidas para el estudio
son

Variables demograficas

Datos demograficos: edad, peso y talla.
Historia médica: incluyendo constantes vitales, exploracién
fisica, tensién arterial, pulso y antecedentes médicos.

Medicacion actual: se registrara en el Cuaderno de Recogida de Datos
(CRD) cualquier medicacion que la paciente esté recibiendo en el
momento de su inclusién en el estudio.

Antecedentes obstétricos y ginecolégicos

= Variables relacionadas con los antecedentes reproductivos:

= Exploracién ginecolégica:

Ecografia transvaginal: Se registraran las dimensiones uterinas en 3
ejes, asi como el grosor endometrial. Se valoraran posibles
alteraciones en la morfologia uterina y se descartar4 patologia
anexiales. Durante el estudio, hay que descartar pacientes con
hipoplasia endometrial <6mm o hiperplasia endometrial > 12mm)

Variable principal del estudio:

Todas las variables de estudio se determinardn a nivel basal, o en dia 2 de
ciclo (D2); b) en dia 8 de ciclo (D8); c) en dia 3,5 tras el inicio de Progesterona
(DP3.5); d) en dia 5 tras el inicio de progesterona (DP5); e) y en dia 6,5 tras el
inicio de Progesterona (DP6.5).

La variable principal es la Progesterona, que se estudiara a nivel tisular y sérico
gue se determinard mediante la muestra de endometrio utilizando un kit ELISA.

Se utilizaran los niveles de la Progesterona tisular normalizada (miligramo de
progesterona por gramo de tejido endometrial).

Para conocer el nivel de Progesterona sérico (ng/ml) que se determinara los
dias especificos mediante quimioluminiscencia.

Ver ANEXO IV : kit Elisa para procesar progesterona tisular del

endometrio)




Variables secundarias:

Para conocer el nivel de Estradiol tisular plasmética (pg/mL) que se determinara

los dias D2, D8-10 y tras la administracion progesterona dia D+P 3,5 y D+P5

vs dia P+D 5y P+D 6,5 mediante quimioluminiscencia.

Para determinar la Antimulleriana plasmética se realizard& D2 mediante

guimioluminiscencia.

Hormonas

Técnica

Unidades

Valores de
referencia

Progesterona

17-beta estradiol

Hormona
antimulleriana
(HAM)

Quimioluminisce
ncia

Quimioluminisce
ncia

Técnica de
ELISA

ng/mL

pag/mL

ng/mL

Fase Folicular
0.057-0.316
Fase

Ovulacién
0.121-12.05
Fase lutea
1.841-24.01
Postmenopausia
<0.05-0.127

Fase Folicular

50-59.8

Pico ovulatorio
111-148

Fase latea
89.1-114
Postmenopausia
<7.97

Rango
deteccién 0.01-
23 ng/mL
imprecision
<5%



Para conocer el grosor de la linea endometrial que se determinara los dias
D2,(dia basal) D8-10 ( tras haber iniciado el tratamiento, o haber conseguido
una linea endometrial mayor de 6 mm) y tras la administracién progesterona dia

D+P 3,5y D+P5 vs dia P+D 5y P+D 6,5 mediante un ecégrafo via transvaginal.

MEDICACION DEL ESTUDIO

La medicacion para tomar seran dos hormonas, Estradiol y Progesterona, como
terapia hormonal substitutiva, que provocan un efecto transitorio en el
endometrio, tejido del interior de (tero, que nos ayudara a conocer la
receptividad endometrial. Terapia hormonal substitutiva se realizara mediante:
Estradiol oral 6mg/dia desde Dia 2 del ciclo y Progesterona vaginal 200mg/8h
a partir del dia 14 del ciclo. Utilizaremos la terminologia segun la dltima versiéon
de terminologia internacionalmente consensuada (5,177).

En el estudio utilizamos Progyluton ® y Progeffik ® como tratamiento para las
pacientes Progyluton® (Bayer) son comprimidos orales de Valerato de Estradiol
2mg y de Norgestrel 0,5 mg, las pacientes se tomaban solo las pastillas blancas
gue contenian Valerato de Estradiol tres veces al dia durante el todo el
protocolo del estudio.

(https://cima.aemps.es/cima/dochtml/p/53201/Prospecto_53201.html)

Como progesterona las pacientes utilizaban Progeffik ® (EFFIK) son capsulas
blandas de 100mg de Progesterona que nuestras pacientes utilizaban 2
capsulas blandas cada 8 horas
.(https://cima.aemps.es/cima/dochtml/p/60879/Prospecto _60879.html)



https://cima.aemps.es/cima/dochtml/p/60879/Prospecto_60879.html

ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Estudio del tejido endometrial: se utiliza la prueba transcriptomica que permite

valorar mediante un panel de 48 genes la identificacion especifica del perfil
transcriptomico y mediante un kit ELISA se medira el nivel de progesterona en

el tejido del endometrio.

Del estudio de transcriptoma obtendremos la expresion de los genes
individuales y mediante el algoritmo clasificador, el estatus de la ventana de
implantacion. El transcriptoma nos permite por un lado fechar la receptividad y
por otro conocer las implicaciones moleculares en cada estadio. Esta prueba se
realiza sobre ARN extraido de la biopsia de endometrio. El nivel de expresién
de los genes clave relacionados con la receptividad endometrial se analiza
utilizando la metodologia de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa y

mediante un algoritmo clasificador establecer el estado receptivo de la muestra

Se pueden analizar mediante herramientas bioinformaticas utilizando

programas estadisticos: Foldchange, DAVID, STRING.

El nivel de la progesterona en el tejido endometrial realizaremos dos kit de Elisa
para valorar correctamente la variabilidad de cada muestra realizando un
promedio y homogenizando mas los resultados por la falta es estudios previos

sobre los niveles tisulares del a progesterona en el endometrio.



GESTION DE DATOS Y DE MUESTRAS
Tras la recoleccion de las biopsias endometriales, éstas fueron depositadas

inmediatamente en criotubos con 1ml de RNAlater (un estabilizador y protector
del RNA) y guardadas a 40C durante al menos 4 h (para permitir a la solucion de

RNAlater penetrar por todo el tejido).

Las muestras se remitian, via mensajero, al laboratorio que esta situado en
Sevilla, SINAE y se almacenaban a -200C hasta su procesamiento con el test
MIFERT&i, El RNA total fue extraido mediante el RNeasy mini kit (Qiagen,
London, UK), siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, las
biopsias endometriales fueron homogenizadas utilizando 30mg de tejido en 600
pI de tampdn de lisis con perlas de vidrio (Sigma Aldrich Corp., St Louis, MO) en
el homogeneizador de muestras Ribolyser (Bio-Rad Laboratories, Madrid,
Espafia) durante 45 segundos a una intensidad de 6,5. Se pasaron las muestras
lisadas a tubos nuevos y se centrifugaron durante 3 min a 16.000xg. Los
sobrenadantes fueron transferidos a nuevos tubos eppendorfs de 1,5ml y se
mezclaron con 600 pl de etanol al 70% (v/v) en agua DEPC. Las muestras se
pasaron a través de las mini columnas RNeasy que estaban en los tubos de
coleccibn de 2 ml y se centrifugaron durante 15 segundos a 8.000xg
descartandose los sobrenadantes. Se afadié 700ul de tampdn RWI a las mini
columnas RNeasy y se volvid a centrifugar durante 15 segundos a 8.000xg
descartandose el sobrenadante. Se realiz un primer lavado afiadiéndose 500uL
de tampoén RPE a las mini columnas RNeasy, se centrifugaron durante 15
segundos a 8.000xg y se desechd el sobrenadante. El segundo lavado con el
mismo tampon se realizé durante 2 min a 8.000xg desechando el sobrenadante
tras la centrifugacion. Las columnas de RNeasy se colocaron en los tubos
colectores de 1,5 ml. A las muestras, ya sobre hielo, se le afiadieron de 30-50ul
de agua libre de RNasas directamente a la membrana de las columnas y se
centrifugé durante 1 min a 8.000xg para diluir el RNA total. La pureza y
concentracion del RNA total se confirmd por el mismo método previamente

mencionado.



EXTRACCION DE RNA PARA EL ANALISIS TRANSCRIPTOMICO

La extraccion del RNA total de las biopsias fue realizada mediante el kit
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Manchester, Reino Unido), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para ello, con ayuda de un bisturi y unas pinzas
de metal, se introducen unos 30 mg del total del tejido en tubos Eppendorf
ya preparados con 600 pl de buffer de lisis y 6 pl de 13-mercaptoetanol. Es
aconsejable quitar el exceso de RNAlater del tejido antes de introducirlo en
el tubo Eppendorf. A continuacién, se afiaden unas pocas perlas de vidrio
(Sigma Aldrich, Misuri, Estados Unidos) para favorecer la homogenizacion
en el FastPrep Ribolyser (Laboratorios Bio-Rad, Madrid, Espafia), durante
45 segundos a una intensidad de 6,5 m/s. Una vez homogeneizado el tejido,
pasar el sobrenadante a un nuevo Eppendorf, con cuidado de no coger las
perlas de vidrio del pellet y centrifugar a maxima potencia (21300 g) durante
3 minutos. Transferir de nuevo el sobrenadante resultante a un nuevo tubo
al que se anaden 600 ul de etanol al 70% (v/v) en agua DEPC para eliminar
las moléculas no nucleotidicas. Homogeneizar la mezcla con la pipeta e ir
pasando el contenido a través de la mini columna RNeasy del kit comercial.
Usar centrifugaciones cortas (15 segundos) a 8000 g para favorecer el flujo
por la columna, e ir descartando el sobrenadante. Repetir el proceso anterior
con 700 ul de tampdén RW1 para eliminar los restos celulares, junto a dos
lavados con 500 pl del tampdn RPE para quitar las sales no deseadas,

siendo el ultimo de 2 minutos en lugar de 15 segundos.

A continuacion, diluir el RNA total con 40 ul de agua libre de RNasas,
centrifugando a 8000 g durante 1 minuto. ES sumamente importante usar
RNAsa zip y hielo en todo el proceso de extraccién, para evitar la
degradacion del RNA. El siguiente paso es la medicion de la concentracion
y pureza del RNA, para la cual se empled el espectrofotdmetro Nanodrop
1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE). Por ultimo, se ajusto la
concentracion de cada muestra en el rango de 70-250 ng/ul, usando agua

libre de RNasas como diluyente.

Adjuntamos anexo Il para explicar el procesamiento RNA para la



técnica transcriptémica (122).



Técnica Elisa para procesar la progesterona tisular

Es un procedimiento r4pido y sencillo de los mas utilizado en investigacién y
diagnaostico para la monitorizacion; existencia o no de la proteina y su nivel para

poder cuantificarla (178).

La sustancia analizada debe ser de naturaleza proteica, como son las hormonas

como la progesterona

ELISAS (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY)

El ELISA es un método utilizado para detectar cuantitativamente un antigeno en
una muestra. Un antigeno es cualquier sustancia extrafia que provoca una
respuesta del sistema inmunitario en forma de anticuerpos. La diversidad de
antigenos potenciales es enorme, por lo que los ELISA se utilizan en muchas
areas de investigacion y pruebas para detectar y cuantificar antigenos en una
amplia variedad de tipos de muestra. Con los ELISA se pueden analizar
sustancias especificas de interés en lisados celulares, muestras de sangre,

fluidos corporales, alimentos y mas.

Existen cuatro tipos principales de ELISA: directo, indirecto, competitivo y tipo

sandwich.

El ELISA empleado en esta tesis para la deteccion de progesterona en tejido
endometrial es de tipo competitivo (Progesterone competitive ELISA Kit,
Invitrogen), aunque incluye algunas modificaciones a este disefio general. Se
trata de un ensayo disefiado para cuantificar el nivel de progesterona en distintos
tipos de muestras biolégicas, con independencia de la especie de origen.

Para la cuantificacion fue necesaria la elaboracion de una curva estandar, con
concentraciones de progesterona conocidas, en la que se interpolaron las
absorbancias obtenidas en las muestras, siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Las placas se adquieren ya sensibilizadas con un anticuerpo desarrollado en
cabra frente a la IgG de ratén. Entre los componentes del kit se incluye un
anticuerpo de captura sin marcar especifico de la progesterona desarrollado en

raton, antigeno (progesterona) marcado con peroxidasa, su substrato, asi como



los buffers necesarios. La competicidbn entre el antigeno presente en las
muestras con este marcado con peroxidasa, dara como resultado un porcentaje
de reduccidn en la transformacion del substrato en producto, que corresponde a
la cantidad de progesterona presente en la muestra de endometrio .

ELISA sandwich

En el ELISA tipo sdndwich se usan dos anticuerpos especificos de dos epitopos

diferentes presentes en el antigeno diana. El anticuerpo de captura se une al
fondo del pocillo de la microplaca uniéndose a uno de los epitopos del antigeno.
El anticuerpo de deteccidn se une a un epitopo diferente del antigeno y esta
conjugado a una enzima que permite su deteccién. Si el anticuerpo de deteccion
no esta conjugado, entonces se necesita un anticuerpo de deteccion secundario

conjugado con una enzima, como en el caso del ELISA indirecto.

Figura 11 En la ilustracién se muestran los pasos para un ensayo de ELISA tipo

sandwich tipico

Adjuntamos Anexo IV donde se explica el kit comercial para poder

procesar la Progesterona tisular






ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los resultados crudos de la RT-PCR son revelados par la plataforma
Biomark HD de Fluidigm en formato. bml. Para analizarlos es necesario
instalar el software "Biomark & EP1 Software" (Fluidigm, San Francisco). En
este software es posible estudiar de forma preliminar los resultados a través
de representaciones graficas que muestran la curva de melting para cada
reaccion de amplificacion. Es necesario, en primer lugar, comprobar los
resultados de estas graficas para cada muestra y gen, tanto de forma
individual, coma global, para poder detectar los posibles errores. Este
software permite exportar los datos en formato csv. De todos los valores que
nos proporciona la plataforma, seleccionamos el nombre de la muestra, el
nombre del gen y el valor de Ct de la PCR (numero de ciclos necesarios
para llegar al umbral de fluorescencia detectado para el lector). Estos
valores son ordenados y normalizados en funcién de la expresién media de

los genes housekeeping.

El software Prism version 8 es una herramienta muy atil para el analisis
elemental de los datos. Esta plataforma te ofrece generar una gran variedad
de gréaficos a la vez que te permite crear analisis estadisticos de forma clara
y sencilla. Otra herramienta mas potente y compleja para el analisis
bioinformatico de los datos es Rstudio version 3.3.3. Con esta plataforma se
realiza un Heatmap o mapa de calor con el conjunto de valores de Ct. El
Heatmap es un gréafico que representa el nivel de expresion génica en funcion
de laintensidad de una escala de colores y en base a esta intensidad realiza

una reordenacion de las muestras.

Por otro lado, se lleva a cabo un analisis de componentes principales (PCA,
de sus siglas en inglés) a través de la plataforma IBM SPSS Statistics
version.25.0. En primer lugar, se realiza un analisis discriminante, una
técnica de andlisis multivariante de dependencia que estudia la relacién entre
las variables y agrupa las muestras en funcion de aquellas variables que
permiten alcanzar la mejor clasificacion posible. Ademas, esta plataforma te

permite realizar analisis factorial de interdependencias, que sirve para reducir



el numero de variables totales a aquellas que explican el mayor porcentaje
de la varianza total del estudio, perdiendo la minima cantidad posible de

informacion.

Por otro lado, para identificar los genes expresados diferencialmente, se
calcula el Fold-Change (FC) de cada gen para determinar la tasa de
cambios de expresion transcriptomica durante el tratamiento (expresion
pos-tratamiento, expresion pre-tratamiento) y se representan en forma
logaritmica mediante un grafico de barras, a través de la plataforma Prism.
Este parametro podria definirse coma el nUmero de veces que el nivel de

sobre-expresién o represién de estos genes varia.

Por ultimo, se realiza un andlisis funcional, para determinar las principales
rutas bioldgicas implicadas con relacion al objetivo del estudio. El software
RStudio permite realizar un enriquecimiento funcional de todos estos genes
a través del paquete topGO. Este andlisis realiza la prueba de Fisher para
todos los casos y proporciona la ontologia genética mas significativa para el
conjunto de genes proporcionados. Adicionalmente, se utiliza la plataforma
STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins)
version 11.0, una herramienta capaz de representar las conexiones entre
los genes y las interacciones proteina-proteina, para proporcionar asi una

evaluacion global de los resultados.



ANALISIS ESTADISTICO

HERRAMIENTAS ESTADISTICAS

ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LA POBLACION INCLUIDA

Se realiza un analisis descriptivo de la poblacién estudio, que incluye la edad,
el IMC, los niveles de AMH asi como la presencia de antecedentes médico-
quirdrgicos de interés. Asimismo se describen la linea endometrial y los
parametros bioquimicos, que incluyen el Estradiol y la Progesterona séricos en

los siguientes momentos del ciclo.

También se analizan los niveles de Progesterona tisular y la receptividad
endometrial en las distintas ventanas tras el inicio del tratamiento con
Progesterona. Se utilizaran los niveles de la Progesterona tisular normalizada

(miligramo de progesterona por gramo de tejido endometrial)

Para las variables numéricas se comprueba la normalidad mediante el estudio
de Shapiro-Wilk y Skewness-Kurtosis (estableciendo la normalidad para valores
de p>0.05). Las variables numéricas normales se expresan en media *
desviacién estandar (DE), las numéricas que no siguen una distribucion normal
con la mediana (percentil 5, percentil 95), y las variables categoricas con

namero (porcentaje).

ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE GRUPOS DE RANDOMIZACION

Se realiza un estudio comparativo que incluye todas las variables para
comparar la homogeneidad entre los grupos en los que se analiza la
Progesterona tisular y ventana de implantacion en DP3.5 en comparacion con
DP6.5 y valorar si existe alguna variable para la cual la poblacién ha sido

randomizada de forma asimétrica.

En dicho estudio comparativo, las variables numéricas normales se analizaran
mediante la t-student, y las variables numéricas no normales mediante la
prueba de la U de Mann-Whitney o suma de los rangos de Wilcoxon. Las
variables categoricas se analizaran mediante la prueba X2, y se realizara un
analisis post-hoc de los residuales ajustados para comparar diferencias entre

subgrupos (expresado en z).



RELACION ENTRE LA PROGESTERONA TISULAR Y SERICA
Se realiza un andlisis de correlacion Pearson entre la progesterona tisular y la

sérica en las distintas ventanas de implantacion (DP3.5, DP5, DP6.5).

Se evalla una posible relacion lineal mediante la prueba de correlacion de
Spearman, y posteriormente una prueba de regresion lineal. En caso de no
existir relacion lineal entre ambas variables se evaluaran relaciones no lineales
mediante pruebas de regresion no paramétricas, en concreto la estimacion de

Spline-B cubico.

Se representard de forma grafica la relaciébn entre ambas variables en las
distintas ventanas de implantacion mediante los marginales de cada modelo de

regresion no paramétrica.

RELACION ENTRE LA LINEA ENDOMETRIAL, LA PROGESTERONA SERICA Y LA
TISULAR CON RESPECTO A LA RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL
Asimismo, se evalla la relacién que tienen la linea endometrial, la progesterona

sérica y la tisular con respecto a la receptividad endometrial.

Primero se evalGa si existen diferencias significativas en cada una de las
variables segun la receptividad endometrial mediante la prueba de Kruskal
Wallis. Posteriormente se realiza una regresion no paramétrica mediante la
estimacion de Spline-B cubico para evaluar una posible relacion entre
subgrupos para cada variable. Se evaluard tanto la linea endometrial, como la
progesterona sérica y la progesterona tisular entre endometrio receptivo vs pre-

receptivo, receptivo vs post-receptivo, pre-receptivo vs post-receptivo.

La significacion estadistica se establece para p < 0.05. Los analisis post-hoc de
residuales ajustados se expresan con la z. Residuales ajustados superiores a +
1.96 se consideran valores mas extremos de lo que se esperaria si la hipétesis
nula de independencia fuera cierta, y por tanto se consideraran

estadisticamente significativos.



Se realiza un andlisis para evaluar la capacidad tanto de la Progesterona sérica
como la Progesterona tisular para discriminar un endometrio receptivo de un no
receptivo (ya sea pre o post receptivo), mediante la curva ROC. Los resultados

del andlisis de expresar con el &rea bajo la curva y la p de significacion.

Asimismo, se realiza un analisis de regresion multivariante para evaluar como
se puede prever el nivel de la progesterona tisular a partir de la progesterona

sérica en funcién de la receptividad endometrial.

El analisis estadistico se llevara a cabo utilizando el paquete informatico STATA
version 17, 2022.



ASPECTOS ETICOS Y DE CONFIDENCIALIDAD

Este estudio se llevard a cabo de conformidad con el Reglamento General de
Proteccion de Datos 2016/679 y la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de
Proteccién de Datos Personales y garantia de los derechos digitales. Solo los
médicos e investigadores colaboradores relacionados con el proyecto
accederan a los datos con fines académicos/ de investigacion y meédicos,
utilizando bases de datos disociadas e identificando en una base de datos
separada a cada paciente con su numero de historia clinica (Unicamente
enlazable a datos de identificacion de la paciente mediante acceso a historia
clinica electronica en el Hospital). Se recogeran los datos clinicos de las
pacientes de forma prospectiva, a partir de la historia clinica y los derivados de
las visitas de control (en el caso de realizarla con modalidad telematica la
informacion quedara transcrita en la historia clinica electronica). Los datos del
estudio deben ser verificables con los datos fuente, lo que necesita el acceso a
todos los registros originales, informes de laboratorio y registros de sujetos. La
confidencialidad de los datos y la identidad de los pacientes se mantendra
durante el estudio y tras la finalizacién del mismo mediante proteccién disociada
reversible. Solo tendra acceso a estos registros confidenciales el investigador
principal y el personal autorizado del estudio. Los datos se guardaran en una
carpeta protegida dentro de la unidad “G:/” de la red de ordenadores del
hospital. Ningun dato utilizado en el andlisis y posterior divulgacion de los
resultados del estudio contendra referencia identificable alguna referente a los
nombres de pacientes. Una vez finalizado el estudio se comunicaran los
resultados a las autoridades competentes, de forma conveniente, de acuerdo
con la legislacion local. Se prevé publicacion de los resultados en revistas

cientificas internacionales del ambito de la ginecologia.

Este estudio se llevara a cabo de conformidad con el Reglamento General de
Proteccién de Datos 2016/679 y la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de

Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales.

Los datos del estudio deben ser verificables con los datos fuente, lo que
necesita el acceso a todos los registros originales, informes de laboratorio y
registros de sujetos. La confidencialidad de los datos y la identidad de los

pacientes se mantendra durante el estudio y tras la finalizacion del mismo. Solo



tendra acceso a estos registros confidenciales el investigador principal y el

personal autorizado del estudio.

Ningun dato utilizado en el andlisis y posterior divulgacion de los resultados del
estudio contendra referencia identificable alguna referente a los nombres de

pacientes.

Una vez finalizado el estudio se comunicaran los resultados a las autoridades

competentes, de forma conveniente, de acuerdo con la legislacién local.

FINANCIACION

Las pacientes no recibieron ninguna compensacién econémica por participar en
este estudio. Son pacientes que cumplen los requisitos reclutados el Parc Salud
Mar y la clinica Fertty. Asimismo, su participacion le supuso tener informacion
genética de cudél es el mejor momento para la implantacién endometrial de su
embridn, gracias al estudio genético, el test transcriptdmico que se financia
desde la empresa del Kit del estudio genético PRONACERA.



9.RESULTADOS

ANALISIS DESCRIPTIVO

Se reclutaron 26 mujeres para el estudio, 22 pacientes firmaron el
consentimiento informado y finalizaron el estudio 4 pacientes no llegaron a firmar
el consentimiento tras la explicacion del estudio y por la necesidad de realizar 2
biopsias de endometrio.

A continuacion, vamos a describir las caracteristicas basales de las pacientes
incluidas en el estudio de manera individual y al final las mostramos en la tabla
nuamero 1.

CARACTERISTICAS BASALES

EDAD

La media de edad de las pacientes es de 36.45 +/- 3.95 afios Al categorizar la
edad por grupos, se observa que el 31.82% tienen menos de 35 afos, mientras
que el 36.36% tienen entre 35 y < 38 afos, un 13.63% entre 38 y < 40 afios y
hasta un 18.18% tiene una edad > 40 afios.

IMC
Las pacientes incluidas en el estudio tienen un IMC medio de 23.21(17.93,33.35)
kg/m? .

Categorizando la poblacion segun los grupos definidos por la WHO, un 72.73%
tienen normo peso, y un 9.09% bajo peso, mientras que un 4.55y 13.64% de
pacientes tienen sobrepeso y obesidad grado I, respectivamente.

AMH
Las pacientes incluidas en el estudio tienen un nivel Hormona Antimulleriana de
1.15(0.32,4.24) ng/ml.

ANTECEDENTES MEDICO-QUIRURGICOS

El 50% de las pacientes del estudio no tienen antecedentes médico-quirlrgicos
significativos. El 18.2% de las pacientes del estudio tienen patologia tubérica,
gue incluye como principales patologias el hidrosalpinx y la gestacion ectopica.

El 18.2% de las pacientes tenian antecedentes de patologia uterina.

El 13.6% de las pacientes tenian patologia médica asociada, que en 75% de los
casos era hipotiroidismo. En las pacientes con hipotiroidismo , solo una paciente
presentaba Obesidad tipo 1 con sindrome metabdlico que correspondia al 25%
de las pacientes.

Ninguna de nuestras pacientes habia realizado ninguna técnica de reproduccion
previa ni habia sufrido abortos.



LINEA ENDOMETRIAL A NIVEL BASAL
En las pacientes incluidas en el estudio el dia 2 del ciclo tienen como media 3.97
(2.5, 7) milimetros de linea endometrial.

NIVELES PLASMATICOS BASALES
En las pacientes incluidas en el estudio el dia 2 del ciclo tienen como media
42.1(14.9,79.2) pg/ml de Estradiol sérico.

En las pacientes incluidas en el estudio el dia 2 del ciclo tienen como media
0.446 ng/m. (0.07,0.94) del nivel de Progesterona sérica.

A continuacién, describimos el resumen de las caracteristicas basales de las
pacientes del estudio, en la Tabla 1

TABLA 1: CARACTERISTICAS BASALES DE LA POBLACION

Caracteristicas basales | Media+/-DS
Mediana(p5,p95)

n(%)

N 22
Edad 36.45(3.94)
IMC 23.21(17.93,33.34)

- Bajo peso 7(31.82)

- Normo peso 13(59.1)

- Sobre_zpeso 1(4.54)

- Obesidad
AHM 1.15(0.32,4.24)
Antecedentes de interés

- Factor tubérico 4(18.2)

- Patologia uterina | 4(18.2)
- Patologia médica | 3 (13.64)

Niveles plasmaticos a

nivel basal
- LE basal 3.97 (2.5,7)
- E basal 42.1(14.9,79.18)
- Ps basal 0.45 (0.07,0.94)

DESCRIPTIVO DEL ENDOMETRIO DURANTE LA EVOLUCION DEL ESTUDIO.

EVOLUCION DE LA LINEA ENDOMETRIAL DURANTE EL PROTOCOLO DEL ESTUDIO
Se realiza una representacion gréafica de la evolucion de la linea endometrial
durante el estudio.



La evolucion de la linea endometrial no es lineal durante el estudio, se observa
como la linea endometrial va creciendo durante la fase folicular hasta que llega
a un maximo en el dia 3.5 y en la fase secretora se identifica una disminucion
progresiva de la linea endometrial, como se ve en la gréfica 1.

Grafica 1: Evolucién linea endometrial
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DESCRIPTIVO DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS DURANTE LA EVOLUCION DEL
ESTUDIO

EVOLUCION DEL ESTRADIOL SERICO DURANTE EL PROTOCOLO DEL ESTUDIO

Se realiza una representacion grafica de la evolucién de los niveles plasmaticos
de estradiol durante el estudio. Como se puede observar, los niveles de estradiol
se elevan durante la fase proliferativa del ciclo (D2 y D8) y se mantienen estables
con un ligero ascenso progresivo durante la fase secretora (DP3.5, DP5 y DP6.5)

(ver grafica 2).

Gréafica 2: Evoluciéon Estradiol sérico
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EVOLUCION DE LA PROGESTERONA SERICA DURANTE EL PROTOCOLO DEL
ESTUDIO
Se realiza una representacion grafica de los niveles de Progesterona seérica

durante el estudio, y se excluyen los outsiders* para optimizar la visualizacion de

dicha gréfica (gréfica 3).



Gréfica 3: Evolucién Progesterona sérica
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*se excluyen outsiders

* 8 pacientes tienen valores muy alejados, de 45.50 ng/m el DP3.5, hasta valores mayores de
200ng/ml el DP5 y finalmente valores mayores de 300 ng/ml en 40.40 ng/ml y 403.74 ng/ml
DP6.5.



EVOLUCION DE LA PROGESTERONA TISULAR DURANTE EL PROTOCOLO DEL ESTUDIO
La Progesterona tisular va en aumento progresivo durante el tratamiento del

estudio.

Al inicio del descriptivo, se muestran los niveles de Progesterona tisular en los
distintos momentos de la ventana de implantacion. Describimos como va
aumentando la Progesterona tisular, el DP 3.5 la mediana es de 156.7 ng P4/mg
con IC 95% (52.5,185.2), el DP5 es la mediana de 166.8 ng P4/mg con IC 95%
(68.05,188.25) y finalmente el DP6.5 la mediana es de 179.05 ng P4/mg con IC
95%( (53.6,186.2) como se puede ver en la tabla 2 y se representa graficamente

en la gréfica 4.

Gréfica 4 Evolucidon Progesterona tisular

Nivel de progesterona tisular

200
1

150
1

[ DP3.5
[ ppPs
[ DPe.5

100
1

1 — .

50
1

DESCRIPTIVO DE LA VENTANA DE IMPLANTACION ENDOMETRIAL

En dia 5 tras el inicio del tratamiento con Progesterona, el 80% de las pacientes
mostraron un endometrio receptivo, aunque el 15% de las pacientes todavia
permanecia pre-receptiva y en cambio un 5% de las pacientes eran ya post-

receptivas.

En el grupo que fue randomizado a biopsia endometrial en dia 3.5 tras el inicio
de la progesterona, se detecta un endometrio receptivo en un 54.55% de las
pacientes, un 36.36% de las pacientes presentaban endometrio pre-receptivo y

1 de ellas (9.09%) ya mostraba endometrio post-receptivo.



En el grupo que realiza la biopsia endometrial en el dia 6.5 de progesterona, un

27.27% de las pacientes tienen endometrio receptivo, el 63.64% de las pacientes

presentan el endometrio post-receptivo, y tan solo la paciente ,9.09% tiene

endometrio pre-receptivo.

Los resultados de la receptividad endometrial se muestran en la tabla 2.

Resumimos todos los datos de las variables del estudio y cdmo evolucionan

durante el estudio, .presentandolo en una tabla nimero 2

TABLA 2 RESUMEN DE LAS VARIABLES DURANTE EL ESTUDIO

N
LE mm

E pg/mL

Ps ng/mL

Pt
ngP4/mg
VDI
Pre-R

R

Pos-R

D2 D8 DP3.5 DP5 DP6.5
Media +/- DS Mediana p5-p95. n (%)
22 22 11 22 11
3.97(2.5, 8(7,14) 10 (7,18) 9.25(7,14)  8(7,12)
7)
42(14.9, 154.88(122.0 136(11.9, 147(76.5,335 163.67(66.73,4
79.18) 1,531.29) 269.0) .08) 03.74)
0.44(0.0 0.26(0.05, 11.4(5.66, 12.55(3.83,2
7,0.94) 0.78) 45.5) 70.24) 12.10(6.55,270.
24)
NA* NA* 156.7(52. 166.8(68.05, 179.05(53.6,18
5,185.2) 188.25) 6.2)
NA* NA*
4(36.36) 3(15) 1(9.09)
6(54.55) 16(80) 3(27.27)
1(9.09) 1(5) 7(63.64)

NA* no aplicable




ANALISIS COMPARATIVO SEGUN EL GRUPO DE RANDOMIZACION

Se analiza la homogeneidad de grupos tras la randomizacién para las distintas

variables del estudio.

CARACTERISTICAS BASALES

EDAD

Se compara la edad media entre los 2 grupos de randomizacion, y como se
observa en la tabla 3 no se detectan diferencias estadisticamente significativas
(p de 0.0827).

ImMC

Se compara el IMC medio de las pacientes segun el grupo de randomizacion, y
no se observan diferencias significativas (p 0.098), como se muestra en la tabla
3.

AMH
Se compara la Antimulleriana entre los grupos del estudio y como se identifica

en la tabla 3, no se observan diferencias significativas con una p de 0.342.

ANTECEDENTES MEDICO-QUIRURGICOS
Se comparan los antecedentes médico-quirdrgicos entre ambos grupos de
randomizacién. Como se observa en la tabla 3, globalmente no se detectan

diferencias estadisticamente significativas (p 0.252).

Al analizar los residuales ajustados, no se detectan diferencias significativas en
los distintos antecedentes, tanto para la patologia tubarica (z 0.000), la patologia
médica (z 1.864) ni la uterina (z -1.106).

LINEA ENDOMETRIAL EN LA FASE PROLIFERATIVA Y DiA 5 DE PROGESTERONA

Se compara el grosor endometrial en ambos grupos de randomizacion. no se
detectan diferencias significativas tanto en los D2 y D8 de la fase proliferativa (p
0.388y 0.196, respectivamente), como en D5 tras el inicio de la progesterona (p

0.691), como se observa en la tabla 3.



PATRON HORMONAL SERICO DURANTE LA FASE PROLIFERATIVA Y DIA 5 DE
PROGESTERONA

ESTRADIOL
Se comparan los dos grupos en el D2 el Estradiol sérico y no se evidencian

diferencias significativas con una p de 0.973.

Se comparan los dos grupos en el D8 el Estradiol sérico y no se evidencian

diferencias significativas con una p de 0.150.

Se compara los dos grupos en el DP5 el Estradiol sérico y existen diferencias

significativas con una p 0.019.

Todos estos resultados se detallan en la tabla 3.

PROGESTERONA SERICA
Se comparan los dos grupos en el D2 la Progesterona sérica y no se evidencian

diferencias significativas con una p de 0.178.

Se comparan los dos grupos en el D8 la Progesterona sérica y no se evidencian

diferencias significativas con una p de 0.383.

Se compara los dos grupos en el DP5 la Progesterona sérica y no existen

diferencias significativas con una p 0.250.

Todos estos resultados se detallan en la tabla 3.



PROGESTERONA TISULAR DiA 5 DE PROGESTERONA
Se comparan los niveles de progesterona tisular en DP5 entre los grupos del

estudio y no existen diferencias estadisticamente significativas con una p 0.210.

Representamos la Progesterona tisular entre los dos grupos., en la siguiente
gréfica 5.

Grafica 5: representacion Progesterona tisular entre los dos grupos
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VENTANA DE IMPLANTACION ENDOMETRIAL EN EL DP5

Se compara la receptividad endometrial el dia 5 tras el inicio de la progesterona
entre ambos grupos de randomizacion y no se detectan diferencias significativas
(p 0.497).

Se analizan los residuales ajustados por subcategorias, y no se detectan
diferencias entre grupos para el endometrio pre-receptivo (z -0.818), receptivo (z

0.225) ni post-receptivo (z 0.928), como se muestra en la tabla 3.



Representamos la comparaciéon de los dos grupos en la tabla numero 3:

TABLA 3 COMPARACION DE LOS GRUPOS EN EL ESTUDIO

Caracteristicas Grupo 1 Grupo 2 P/z*
basales

Media+/-DS Mediana (p5,p95) n (%)
N 11 11
Edad 35+/-2.89 37.90+/-4.414 0.083
IMC 23.57(17.64,33.34) 22.862(17.92,34.41) 0.098
AHM 1.77+/- 1.49 1.22+/-1.12 0.342
Factor tubéarico | 2(18.18) 2(18.18) 0.000*
Patologia 3(27.27) 0 1.864*
médica
Patologia 1(9.09) 3(27.27) -1.106*
uterina
Linea
endometrial 4(3,8) 3.95(2,7) 0.388
D2
D8 8.2(6.9,14) 8(7,13) 0.195
DP5 9(7,14) 9.5(8,14) 0.691
Estradiol
D2 42.9(14.9,79.18) 38.9(6.78,224) 0.973
D8 151.03(122.02,225) 193.97(122,67) 0.150
DP5 115.13(5,19) 190(102.14,360.30) 0.019
Ps
D2 0.37(0.05,0.94) 0.53(0.07,1.01) 0.178
D8 0.22(0.05,0.51) 0.35(0.05,0.86) 0.383
DP5 12(2.27,59.99) 13.30(4.77, 299.99) 0.250
PT
D5 108.9(61.1, 189.3) 181.4(76,187.2) 0.210
VDI DP5 0.497
Pre receptivo 1(9.09) 2(22.22) -0.818 *
Receptivo 9(81.82) 7(77.78) 0.225*
Post receptivo | 1(9.09) 0(00.0) 0.928.*

*valores expresados

con z al ajustar los valores residuales |,

estadisticamente significativos

z >1.96 se consideran




RELACION ENTRE LA PROGESTERONA SERICA Y LA PROGESTERONA TISULAR
Correlacién entre la Progesterona tisular vy la sérica

En el analisis de correlacion de Pearson en DP3.5 se evidencia un coeficiente
de correlacion de 0.328 (p 0.427) sin tener en cuenta los valores alejados de la
Progesterona sérica (= 40 ng/ml), representado en la Gréfica 6.

Gréfica 6: Correlacion Ps y Pt en DP3.5
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*se excluyen valores alejados de progesterona sérica (> 40 ng/mL)

En DP5, el coeficiente de correlacion de Pearson es de -0,21 ( p 0.417) y en
DP6.5 de -0,124 (p 0.769), sin tener el cuenta los valores alejados (Ps > 40
ng/ml), representados en la Gréfica 7 y 8, respectivamente.

Gréfica 7.: Correlacion Ps y Pt en DP5
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Gréfica 8: Correlacion Ps y Pt en DP6.5
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No se evidencia una correlacion entre la Progesterona tisular y la sérica
estadisticamente significativa en ningdn momento del estudio, como se
evidencia en la tabla 4 .

Tabla 4 Correlaciéon entre la Progesterona sérica vy tisular

Pt P
PsDP3.5 |[-1.39 0.460
PsDP5 0.11 0.382

PsDP6.5 | 0.08 0.691



VENTANA DE IMPLANTACION ENDOMETRIAL: RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL

RELACION ENTRE LA LINEA ENDOMETRIAL Y LA RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL

No se detectaron diferencias significativas en el grosor de la linea endometrial
en funcion de la receptividad endometrial para ninguna de las ventanas de
implantacion en el test de Kruskal Wallis, con una p de 0.805, 0.214 y 0.091 en
DP3.5, DP5 y DP6.5, respectivamente.

Describimos graficamente mediante una diagrama de cajas de la linea
endometrial en las distintas ventanas de implantacién segun el resultado de la
receptividad endometrial. Se observa que la mayoria de las pacientes con un
endometrio receptivo, independientemente de la ventana de implantacion, tienen
un grosor endometrial entre 8 y 10mm (como podemos ver en las gréaficas
9,10,11).

A continuacion describimos la relacion de la LE en los diferentes momentos de

la ventana de implantacion.

Se realiza un analisis de regresion no paramétrico para evaluar diferencias en la
linea endometrial segun la receptividad endometrial. En DP3.5 se detectan
diferencias estadisticamente significativas en la LE en pacientes con endometrio
post-receptivo en comparacion con uno receptivo (p 0.046). En DP5 se detectan
diferencias significativas entre mujeres con un endometrio post-receptivo en
comparacibn con un receptivo o pre-receptivo (p 0.000 y 0.070,
respectivamente). En DP6.5 se detectan diferencias significativas en el groso
endometrial en mujeres con endometrio pre-receptivo versus receptivo o post

receptivo (p 0.000 y 0.028, respectivamente).



Gréfica 9: Relacién LE y VDI DP3.5

Linea endometrial en DP3.5 segun la receptividad endometrial
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Gréafica 10: Relacion LE v VDI DP5

Linea endometrial en DP5 segln la receptividad endometrial
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Gréfica 11: Relacion LE v VDI DP6.5

Linea endometrial en DP6.5 segln la receptividad endometrial
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En la Tabla 6 se describen los coeficientes de la regresién Cubic-B spline que
comparan el grosor endometrial segun la receptividad endometrial en cada una

de las ventanas de implantacion.

Tabla 6 Regresion no lineal entre la LE vy la VD

Coeficiente * p
DP3.5
Pre-Rvs R 0.67 0.792
Pre-R vs post-R -2.37 0.246
R vs post-R -3.05 0.046
DP5 p
Pre-R vs R 1.19 0.158
Pre-R vs post-R -1.17 0.070
R vs post-R -2.35 0.000
DP6.5
Pre-R vs R -2.01 0.000
Pre-R vs post-R -1.45 0.028
R vs post-R 0.556 0.449

*Coeficiente obtenido regresién no paramétrica Cubic B Spline .



RELACION ENTRE LA PROGESTERONA SERICA Y LA RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL
No se detectaron diferencias significativas en los niveles de Progesterona sérica

en funcion de la receptividad endometrial para ninguna de las ventanas de
implantacion en el test de Kruskal Wallis, con una p de 0.637, 0.153 y 0.812 en
DP3.5, DP5y DP6.5, respectivamente.

Tras un analisis con métodos de regresion lineal no se identifica una relacién
lineal entre la Progesterona tisular y la receptividad endometrial en ninguna de
las ventanas de implantacion, con una p de significacion de 0.672 en DP3.5,

p 0.819 en DP5,y p 0.881 en DP6.5.

Se evalla mediante el test de regresion no paramétrico la relacién no lineal entre
la Progesterona sérica y la receptividad endometrial. En DP3.5 no se detecta
ninguna relacion no lineal entre ambas variables. En DP5 se detecta unos niveles
de Ps significativamente mayores entre el endometrio pre y post-receptivo
(p0.000) y entre el endometrio receptivo y post-receptivo las diferencias son
cercanas a la significacion (p 0.066).

En DP6.5 no se detectaron diferencias significativas en ninguna de las ventanas
de implantacion.

Los resultados del andlisis de regresion se describen en la tabla 6 y se
representan los margenes predictivos de la progesterona sérica con relacion a la

VDI en las distintas ventanas (ver las gréaficas 12 y13).



Gréfica 12: Relacion Ps y VDI en DP3.5

Margenes predictivos de la Progesterona sérica en relacion a
la ventana de implantacion en DP3.5 (IC 95%)
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Gréafica 13: Relacion Ps y VDI en DP5

Margenes predictivos de la Progesterona sérica en relacion a
la ventana de implantacion en DP5 (IC 95%)
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RELACION ENTRE LA PROGESTERONA TISULAR Y LA RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL
No se detectaron diferencias significativas en los niveles de Progesterona tisular

en funcion de la receptividad endometrial para ninguna de las ventanas de
implantacion en el test de Kruskal Wallis, con una p de 0.099 en DP3.5, 0.223 en
DP5y 0.952 en DP6.5, respectivamente.

Se realiza un andlisis de regresion lineal.

Realizamos la representacion grafica de los niveles de Progesterona tisular en

funcién de la receptividad endometrial en los diferentes momentos del estudio.
Identificamos los rangos de Progesterona tisular en cada momento del estudio

Evidenciamos una relacion lineal entre la Progesterona Tisular y la VDI solo el
DP3.5 (p 0.04), el resto de los dias no existe una relacion lineal estadisticamente

significativa, DP5 con una p 0.23y el DP6.5 con una p 0.77.

Al realizar el analisis en el DP3.5 en los diferentes momento de la VDI ( pre
receptivo, receptivo, post receptivo), se puede distinguir entre el endometrio pre
receptivo (p 0.03) y post receptivo (p 0.058) pero no podemos distinguir entre el

endometrio pre receptivo y receptivo.

A continuacion representamos la comparativa entre la representacion grafica de
la Progesterona tisular en los diferentes momentos de la receptividad
endometrial y el modelo de prediccion tras la regresion entre la Pt y la VDI.
Realizamos la representacion grafica de los niveles de Progesterona tisular en

funcién de la receptividad endometrial en los diferentes momentos del estudio.
Identificamos los rangos de Progesterona tisular en cada momento del estudio

(ver en grafica numero 14 Ay B)



Gréfica 14 Primera comparacion Pty VDI el DP 3,5*
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*A :Rango de Progesterona tisular DP3.5 ( 150-200 ngP4/ml),B: prediccion del modelo de
regresién



Realizamos la misma comparativa en el DP5 , describimos como es la prediccion
de la relacion entre la Pt y la VDI, donde no hay una relacién lineal
estadisticamente significativa.

Los resultados mas relevantes es que existen diferencias significativas de la Pt
entre la VDI receptiva y post receptiva, pero no con la pre receptiva

Se evidencia en la regresién una bajada clara de la Progesterona tisular en la
VDI post receptiva por lo que cuando estudias la Progesterona tisular puedes

distinguir claramente cuando es post receptiva. ( ver grafica 15 Ay B)

Gréfica 15 Seqgunda comparacion Pty VDI el DP5*
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* A :Rango de Progesterona tisular DP5 ( 180-80 ngP4/ml) B: prediccién del modelo de
regresion.



Al realizar la comparativa el DP6.5 , no podemos distinguir entre ninguno de los
grupos si son receptivos o no , no es posible realizar una prediccion con la prueba

de regresion, como se identifica en la gréfica siguiente (ver grafica 16 Ay B).

Gréfica 16 Tercera comparacion Pty VDI el DP6,5*
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* A :Rango de Progesterona tisular DP6.5 (170-180 ngP4/ml) B: prediccién del modelo de
regresion.



DISTRIBUCION GRAFICA DE LA PROGESTERONA TISULAR EN RELACION CON LA
SERICA CON LA RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL
Detallamos de manera grafica como se distribuye la Progesterona tisular con la

sérica en funcién de su receptividad endometrial, como podemos ver en las
gréficas 17,18,19.

Grafica 17: DP3.5 Pt en relacion Ps con la receptividad endometrial

Correlacion entre la Progesterona sérica y la Progesterona tisular en DP3.5
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Progesterona tisular en DP3.5

Identificamos que la mayoria de las pacientes no receptivas tienen Pt < 80
ngP4/mg con Ps >10 ng/mL y que las pacientes que son receptivas tienen Pt

> 150 ngP4/mg y vemos que la mayoria tiene Ps >10 ng/ml en el DP3.5.
El 66.66% de las pacientes son receptivas.

Durante el DP3.5 conocemos que la mediana de Pt 156.7(52.5,185.2) ngP4/mg
y lamediana de Ps 11.4(5.66,45.5) ng/mL y el coeficiente de correlacion de 0.328
(p 0.427).



Gréafica 18: DP5 Pt en relacién Ps con la receptividad endometrial

Correlacién entre la Progesterona sérica y la Progesterona tisular en DP5
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Progesterona tisular en DP5
Se evidencia que la mayoria de las pacientes receptivas tiene la Ps >10 ng/mL
y tienen un nivel muy variable de la Pt que va entre 80-190 ngP4/mg.
81.25%.de las pacientes son receptivas

Durante el DP5conocemos que la mediana de Pt 166.8 (68.05,188.25) ngP4/mg
y la mediana de Ps 12.55(3.83,270.24) ng/mL y el coeficiente de correlacién de
-0,21 (p 0.417).



Gréfica 19: DP6.5 Pt en relacidon Ps con la receptividad endometrial

Correlacién entre la Progesterona sérica y la Progesterona tisular en DP6.5
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Identificamos que la mayoria de las pacientes son no receptivas 77.8%.

Las Unicas pacientes receptivas tienen la Pt entre 180-190 ngP4/mg vy la Ps >10

ng/mil.
La variabilidad de la Pt va entre 50-190 ngP4/mg.

Durante el DP6.5 conocemos que la mediana de Pt 179.05(53.6,186.2) ngP4/mg
y la mediana de Ps 12.10(6.55,270.24) ng/ml y el coeficiente de correlacién de
-0,124 (p 0.769).

TABLA 7 RELACIONANDO RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL CON LA CORRELACION Pt/Ps

DP3.5 DP5 DP6.5
Coeficiente Coeficiente Coeficiente
correlacionPt/Ps | correlacionPt/Ps correlacionPt/Ps

Mediana (p5, p95)

n (%)
t student p
Pre-R | 36.36% 15% 9.09%
R 54.55% 80% 27.27%
0.328(p 0.427) -0,21 (p 0.417). -0,124 (0.769)
Post- R | 9.09% 5% 63.64%




VALOR DE LA PROGESTERONA SERICA EN FUNCION DE LA RECEPTIVIDAD

ENDOMETRIAL
Finalmente describimos los valores de la Progesterona sérica en funcién de la

receptividad endometrial, utilizamos el punto de corte Ps 10 ng/ml,(79,177) y

describimos los valores en los diferentes dias del estudio.
Como podemos ver en las siguientes gréficas 20,21,22.

Grafica 20: Distribucion de los valores Ps en funcidn receptividad endometrial
DP3.5*

Receptividad endometrial en dia 3.5 segun el nivell de progesterona sérica

Progesterona sérica <=10 Progesterona sérica >10
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Identificamos que cuando la Ps < 10 ng/ml hay un 40% de receptivos en DP3.5

y 60% de no receptivos

En cambio si la Ps> 10 ng/ml hay un 55% de receptivos y baja a 30% el nUmero

de no receptivos en DP3.5.



Gréafica 21: Distribucién de los valores Ps en funcién receptividad endometrial
DP5*

Receptividad endometrial en dia 5 segun el nivel de progesterona sérica
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*son porcentajes
Identificamos que cuando la Ps < 10 ng/ml hay una 90% de Receptivos en DP5

y no hay no receptivos,

En cambio si la Ps> 10 ng/ml hay un 60% de receptivos y sube a 30% el nimero

de no receptivos en DP5.



Gréfica 22: Distribucién de los valores Ps en funcién receptividad endometrial
DP6.5*

Receptividad endometrial en dia 6.5 segtn el nivel de progesterona sérica

Progesterona sérica <=10 Progesterona sérica >10
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*son porcentajes
Identificamos que cuando la Ps < 10 ng/ml hay un 20% de Receptivos en 'y 75%

de no receptivos en DP6.5

En cambio si la Ps> 10 ng/ml hay una 20% de receptivos y bajo a 55% el nimero

de no receptivos



VALOR DE LA PROGESTERONA TISULAR EN FUNCION DE LA RECEPTIVIDAD

ENDOMETRIAL
Realizamos el mismo estudio de la Progesterona Tisular en funcién de la

receptividad endometrial, utilizamos el punto de corte Pt 120 ngP4/mg y
describimos los valores en los diferentes dias del estudio. Como podemos ver

en las siguientes graficas, 23,24,25.

Hemos elegido el corte Progesterona tisular 120 ngp4/mg donde la Sensibilidad
es de 67% y la Especificidad es de 40% en nuestra curva de ROC que

describiremos a continuacion.

Gréfica 23: Distribucion de los valores Pt en funcién receptividad endometrial
DP3.5*

Receptividad endometrial en dia 3.5 segin el nivel de progesterona tisular
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Identificamos que cuando la Pt < 120 ngp4/mg hay una 20% de receptivos en y

75% de no receptivos en DP3.5.

En cambio si la Pt> 120 ngp4/mg hay una 70% de receptivos y 25% de no

receptivos.



Gréafica 24: Distribucion de los valores Pt en funcién receptividad endometrial
DP5*

Receptividad endometrial en dia 5 segun el nivel de progesterona tisular
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Identificamos que cuando la Pt < 120 ng P4/mg hay un 90% de receptivos en y

15% de no receptivos en DP5.

En cambio si la Pt> 120 ngp4/mg hay un 75% de receptivos y 25% de no

receptivos.

Gréafica 25: Distribucion de los valores Pt en funcidon receptividad endometrial
DP6.5*

Receptividad endometrial.en dia 6.5 segln el nivel de progesterona tisular

Progesterona tisular =< 120 Progesterona tisular > 120
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Identificamos que cuando la Pt < 120 ngp4/mg hay una 0% de receptivos en y

90% de no receptivos en DP6.5.

En cambio si la Pt> 120 ngp4/mg hay una 25% de receptivos y 75% de no

receptivos.



ESTUDIO MULTIVARIANTE: RELACION ENTRE LA PROGESTERONA TISULAR Y LA
SERICA EN RELACION CON LA VENTANA DE IMPLANTACION.

Larelacién entre la Progesterona tisular y sérica no es lineal por lo que decidimos
realizar una prediccion con un analisis multivariable donde estudiamos la
relacion entre la Progesterona tisular con Progesterona sérica ajustado por la
VDI.

La p global del modelo predictivo es estadisticamente significativa p 0.012 en el
DP3.5.

Y el resultado del andlisis mostr6 que el 93,86% de la Progesterona tisular en el
DP3.5 se explica con la variabilidad de los predictores, VDI y Progesterona
sérica.

Las variables Ps y VDI tiene un impacto estadisticamente significativos en la
variabilidad de la Progesterona tisular.

Por lo que para un mismo nivel de Progesterona sérica un endometrio receptivo
tendra un nivel superior de Progesterona tisular que una paciente pre receptiva
(p 0.01) En cambio entre pre receptivo y receptivo el impacto no es

estadisticamente significativo.(p 0.9).



Representamos graficamente el modelo predictor en como la Progesterona
tisular se ajusta en funcion de la receptividad endometrial y la Progesterona
sérica 26,27,28

Gréfica 26: Andalisis multivariante DP3.5 Pt con Ps y VDI *

Anélisis multivariante - Margenes predictivos de la Progesterona tisular
en relacion a la VDI en DP3.5 (IC 95%)
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*Margenes predictivos de la Progesterona tisular ajustado por la Progesterona sérica en funcion
de la receptividad endometrial en DP3.5

*ajustado por las variables independientes Ps y VDI Modelo predictor de Pt segln la
receptividad para un mismo valor Ps



Repetimos el mismo modelo en el DP5 y realizamos un analisis multivariable
donde estudiamos la relacion entre la Progesterona tisular con Progesterona
sérica ajustado por la VDI.

La p global del modelo predictivo aqui no estadisticamente significativa p 0.2.
Y el resultado del analisis demostro que solo el 21.74% de la Progesterona tisular
en el DP5 se explica con la variabilidad de los predictores, VDI y Progesterona
serica.

Como otros resultados del andlisis, no se constata la relacion significativa
ajustando por la VDI de la Progesterona sérica con la tisular con una p 0.418. Y
dentro de los diferentes momentos de receptividad endometrial no tiene impacto
entre receptivo vs pre receptivo ( p0.694) ni entre el post receptivo vs pre
receptivo ( p 0.100)

En la siguiente gréfica se identifica el modelo predictor en como la Progesterona
tisular se ajusta en funcion de la receptividad endometrial y la Progesterona

sérica.

Gréfica 27: Andlisis multivariante DP5 Pt con Ps y VDI

Analisis multivariante - Margenes predictivos de la Progesterona tisular
en relacion a la VDI en DP5 (IC 95%)
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* Margenes predictivos de la Progesterona tisular ajustado por la Progesterona sérica en funcion
de la receptividad endometrial en DP5



Repetimos el mismo modelo en el DP6.5 y realizamos un analisis multivariable
donde estudiamos la relacion entre la Progesterona tisular con Progesterona
sérica ajustado por la VDI.

La p global del modelo predictivo aqui no estadisticamente significativa p 0.736.
Y el resultado del analisis demostro que solo el 13.64% de la Progesterona tisular
en el DP6.5 se explica con la variabilidad de los predictores, VDI y Progesterona
serica.

Como otros resultados del andlisis, no se constata la relacion significativa
ajustando por la VDI de la Progesterona sérica con la tisular con una p 0.56.

En la siguiente gréfica se identifica el modelo predictor en como la Progesterona
tisular se ajusta en funcion de la receptividad endometrial y la Progesterona
sérica .

Gréfica 28: Andlisis multivariante DP6.5 Pt con Ps y VDI

Analisis multivariante - Margenes predictivos de la Progesterona tisular
en relacién a la VDI en DP6.5 (IC 95%)
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* Margenes predictivos de la Progesterona tisular ajustado por la Progesterona sérica en funcién
de la receptividad endometrial en DP6.5



ANALISIS DE LAS CURVAS ROC: RELACION DE LA PROGESTERONA SERICA Y LA
VENTANA DE IMPLANTACION.

Finalmente decidimos realizar curvas ROC para evaluar la capacidad
discriminativa de una prueba diagnostica dicotomica como es la correlacion entre
la Psy la VDI.

Y lo que descubrimos fue que, si utilizamos de Punto de corte la Ps 10 ng/mL en
DP5 (donde estan todas las pacientes y el maximo porcentaje de pacientes
receptivas) encontramos un 100% sensibilidad con 43% especificidad. En

cambio, si utilizamos de punto de corte Ps 13 ng/mL la sensibilidad es de 75% y
la especificidad 62,5% .

Globalmente se constaté una Area bajo la curva ROC de 0.797 con una p 0.105
IC 95% ( 0.591,1). Ver grafica 29.

Gréfica 29: Ps y VDI en DP5

Curva ROC de la Progesterona sérica en relacion a la VDI en DP5

Sensibilidad

0 25 5 75 1
1 - Especificidad

* Area bajo la curva = 0.799 (p 0.105)



ANALISIS DE LAS CURVAS ROC: RELACION DE LA PROGESTERONA TISULAR Y LA
VENTANA DE IMPLANTACION.

No tenemos referencias bibliograficas de ningun punto de corte de Progesterona
tisular , pero decidimos utilizar el punto de corte de 120 ngP4/mg en DP5 por ser
el punto de corte con mayor sensibilidad, una sensibilidad de 66.67 % y
especificidad de 40%.

Globalmente se constat6 un Area bajo la curva ROC 0.422 con una p 0.257 no
significativa.

IC 95% (0.00, 0.927). Ver grafica 30.

Gréafica 30: Pty VDI en DP5

Curva ROC de la Progesterona tisular en relacion a la VDI en DP5
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10.DISCUSION
El objetivo de esta tesis doctoral es valorar la utilidad de la progesterona como

biomarcador de la receptividad endometrial.

El resultado del estudio pone de manifiesto la importancia de la progesterona
en la receptividad endometrial pero no demuestra su utilidad como biomarcador

de la receptividad endometrial .
LA POBLACION ESTUDIADA

La poblacion del estudio resulté homogénea, como explicamos en el descriptivo,
los dos grupos son comparables en cuanto la edad, el IMC, la AMH, el grosor
endometrial en las fases iniciales, la progesterona sérica, estradiol sérico,
progesterona tisular, por lo que los resultados son extrapolables a la poblacién

general.

Inicialmente también se comprob6 que no se evidenciaron diferencias
significativas entre los grupos en cuanto la receptividad endometrial por lo que

los grupos se pueden comparar en el momento de implantacion.
OBJETIVO DEL ESTUDIO

Para poder contestar nuestro objetivo principal debemos valorar de manera
individual la Progesterona sérica con la receptividad endometrial, después la
progesterona tisular con la receptividad endometrial y posteriormente analizar

la relacidon entre ellas.

Empezamos con la Progesterona sérica y realizamos una correlacion con la
receptividad endometrial donde no se evidencio significacion estadistica (p 0.672
en DP3.5, p 0.819 DP5, y p 0.881 DP6.5), En cambio, al realizar una regresion,
se evidencid que si que habia asociacién, para distinguir las pacientes post
receptivas.

Unicamente la determinacién de la Progesterona sérica en DP5 nos permitiria

diferenciar las pacientes post receptivas (P 0.00).

Al realizar la monitorizacion de la Progesterona sérica se observo que el 81.25%
de las pacientes receptivas tenian un valor de Progesterona sérica medio de
12.55 (3.83,270.24) ng/ml en DP5, sin embargo el 78% de las pacientes post



receptivas tenian una valor medio de Progesterona sérico 12.10 (6.55,270.24)
ng/ml)en DP6.5.

A continuacion, comprobamos la relacion de la Progesterona tisular con la
receptividad endometrial y evidenciamos que no existen diferencias significativas
en el DP5 con una p 0.23 y DP6.5 con una p 0.77. Pero al inicio del tratamiento
con Progesterona, el DP3.5, si que existen diferencias estadisticamente

significativas p 0.04.

Al evaluar la relacion entre la Progesterona tisular y la VDI en el DP3.5 se
evidencié una relacién lineal donde se podia distinguir entre la pacientes pre

receptivas (p 0.03) y post receptivas (p 0.058).

Al realizar la monitorizacion de la Progesterona tisular constatamos valores de

referencia en cada momento de estudio.

Las pacientes que tenian una buen nivel de Pt (>120ngP4/ml) en el dia DP3.5

era un buen predictor para que el endometrio acabara siendo receptivo.

En cambio, niveles bajos de la Progesterona tisular (<80 ngP4/ml) en la VDI era

indicador de endometrio no receptivo.

Identificamos en nuestro estudio que la mayoria de las pacientes receptivas

estaban en el rango de Progesterona tisular entre 80-180 ngP4/ml.

La determinacion de la Progesterona tisular a partir del DP5 y DP6.5 no es un

buen predictor de la VDI por su variabilidad.

Unicamente los niveles de Pt bajos DP5 DP6.5 nos predicen que el endometrio

sera no receptivo.

Para conocer los objetivos secundarios estudiamos la relaciébn entre la

Progesterona sérica y tisular.



Como hemos descrito en el descriptivo de manera global existe una baja
correlacién entre la Progesterona tisular y la sérica, incluso eliminando los
valores alejados de la muestra. En el DP5 el coeficiente de correlacién es 0.21
(p0.382).

Existen poco estudios donde relacionen la progesterona, tanto sérica como
tisular, con la receptividad endometrial, el mas relevante hasta la fecha es el
realizado por Labarta et al en el 2021 donde analiza la relacion entre los niveles
de progesterona sérica y tisular y la receptividad endometrial utilizado el test
ERA. Los resultados que obtuvieron no encontraron asociacién entre las
progesterona sérica ni tisular con la receptividad endometrial pero si una
correlacién positiva entre la P4 tisular y la 17a-hidroxiprogesterona y una

relacion estadisticamente significativa con la receptividad endometrial (177).

Sabemos, que en la actualidad, el uso generalizado del estudio de receptividad
no esta abalado por la ciencia, porque no se ha demostrado que mejore las

tasas de embarazo en la poblacién estéril en general.(178) (179)(180-182).

Nuestro estudio aprovechd la precision de la expresion genética como una
medida de la VDI para poder relacionar de la manera mas objetiva la
Progesterona tisular y sérica en los diferentes momentos de receptividad

endometrial.

No hay duda de que progesterona es la hormona mas importante de la fase
lGtea para lograr y mantener el embarazo. Sin embargo, hasta la fecha, la teoria
de que puede usarse como una herramienta para la prediccion de la ventana
de la implantacion no se ha podido demostrar, como explica el articulo de
Labarta, donde no se encuentra una asociacion entre la progesterona tisular y
sérica (183)(177).

Anteriormente, se sugirié que los niveles bajos de progesterona alrededor del
dia de la transferencia del embrion podrian dar una pista sobre una reabsorcion
inadecuada de la Progesterona administrada exdgenamente y podrian permitir
el ajuste del soporte de fase lutea para mejorar el resultado(184) Finalmente
se encontrd, umbral minimo de Progesterona para mejorar los resultados

reproductivos en TEC bajo THS con progesterona vaginal, que, si se detectada



la insuficiencia, se podia modificar mediante la adicién inyeccién subcutanea

de progesterona (79).

La utilidad de la Progesterona en ciclos de reproduccion asistida esta

ampliamente establecida aunque la evidencia cientifica no sea soélida.

En las pacientes de nuestro estudio era imprescindible la utilizacién de la
Progesterona micronizada para compensar el defecto de la no existencia del
cuerpo luteo. Esta necesidad, si que esta demostrada por el grupo del IVI, en
2017 donde demostraron la relacion significativa entre la concentracion de
Progesterona en THS con la tasa embarazo (185). Posteriormente el mismo
grupo en 2021, demostré que niveles séricos Progesterona por debajo de 8,8
ng/ml tenian un 18 % menos de posibilidades de conseguir nacidos vivo que
las pacientes con niveles séricos de Progesterona por encima de este limite
a77).

En nuestro estudio, los dos grupos presentaron niveles medios mayores de
8,8ng/ml de progesterona sérica por lo que la limitaciébn de deficiencia de
progesterona en el estudio no fue una factor limitante. Tampoco presentan factor
limitante, en el inicio del estudio, porque cumplen con la minima Progesterona
enddgena , porque la mediana de estudio al inicio es de 0.44(0.07, 0.94) ng/ml

gue es <1 ng/ml para evitar pico LH y la ovulacion (79).

La administracion de PVM induce un rapido aumento de la Progesterona tisular
debido al efecto del primer paso uterino lo que sugiere una rapida absorcion de
la hormona en el Utero después de la administracion vaginal de Progesterona
(154,175,186).

Sin embargo, hasta la actualidad no se ha podido conocer cuéles son los niveles
mas importantes para determinar la receptividad endometrial, si los niveles

sistémicos o endometriales de Progesterona.

En nuestro estudio se identifica una tendencia en la correlacion entre ambas
Progesteronas, por lo que estan relacionadas. Es durante el inicio del tratamiento
(DP3.5) cuando se observa claramente la relacion y podria ser el momento mas

adecuado para una posible intervencion.



Después del inicio del tratamiento, la asociacion no se observo tan clara por lo
gue cualquier intervencion a partir del DP5, DP6.5 ya no tendria tanta

repercusion en la modificacion del a VDI.

Al conocer los resultados, y constatar la relacion entre las Progesteronas con la
receptividad endometrial, decidimos realizar una analisis multivariante donde
creamos un modelo predictor de como de variable es la Pt en relacién con la Ps

y la VDI durante el tratamiento con Progesterona vaginal

El modelo predictor concluyé de manera significativa, que la variabilidad de la
Progesterona tisular al inicio del tratamiento con PVM (DP3.5) depende de la
Progesterona sérica y la receptividad endometrial en un 94%. Y a medida que
continua el tratamiento con Progesterona la variabilidad de la Progesterona
tisular no depende tanto de la Progesterona sérica ni de la VDI bajando a 22%
en DP5 a una 13 % DP6.5.

Las dos variables independientes actlan con predictores del valor de la

Progesterona tisular en el DP3.5

La prediccion de la receptividad de la Progesterona tisular ajustada por
Progesterona sérica y la VDI nos sirve para detectar qué endometrios no seran
receptivos y asi poder actuar en el momento inicial del estudio para mejorar los

resultados.

Sabemos que la Progesterona sérica no es util para predecir la receptividad
endometrial. A pesar de eso, conocemos que hay una correlacion entre las
progesteronas. La medicion de los niveles sistémicos de Progesterona es una
herramienta mas facil que la medicién de la Progesterona tisular , por lo que sus

niveles iniciales nos podrian dar una idea de como modificar precozmente .

Sin embargo, debe plantearse la cuestion de que, si la sola medicion de los
niveles sistémicos de Progesterona refleja el estado y la receptividad
endometrial, ya que los niveles sistémicos de Progesterona no reflejan la
dindmica de los cambios endometriales, que se consideran necesarios para

preparar el endometrio para la implantacion.



Como ya se explica en el articulo de Young et al en el 2017, los resultados
respaldan la hipotesis de que la Progesterona tiene efectos dependientes de la
concentracion sobre la funcion y la estructura del endometrio secretor. Su estudio
evidencié por primera vez, que las concentraciones anormalmente bajas de
Progesterona dan como resultado un desarrollo endometrial retrasado y
patrones anormales de expresion génica. Sorprendentemente, sin embargo,
también observaron que el desarrollo endometrial histolégico puede continuar
normalmente incluso cuando las concentraciones de Progesterona estan muy
por debajo de las observadas normalmente durante la fase lutea de los ciclos

naturales.

Otra conclusién importante, encontraron que la Progesterona tenia distintos
efectos dependientes de la concentracion en la expresion génica del endometrio
y observaron patrones diferenciales de expresion al aumentar las
concentraciones de Progesterona. Finalmente concluyeron que los retrasos
observados en la maduracion endometrial histolégica no pueden atribuirse
Ganicamente a las bajas concentraciones de Progesterona en las mujeres que
ovulan. Por lo que se debe seguir investigando para identificar biomarcadores
clinicamente utiles de receptividad endometrial y proporcionar datos normativos
esenciales relacionados con las acciones de Progesterona en el endometrio
normal.(187).

Posteriormente, Labarta et al en 2021, y Lawrenz et al en 2022, se plantearon la
medicion de la Progesterona sérica como marcador prondstico en los ciclos TEC
bajo THS. Y la respuesta que obtuvieron es que los niveles séricos de
Progesterona no reflejan completamente los niveles de Progesterona
endometrial, constatando que seguimos sin conocer todo los factores implicados
en el proceso (188), (183).



En nuestro estudio, podemos concluir que si que distinguimos el estado post
receptivo mediante, tanto la progesterona sérica, como con la tisular pero la
relacion entre las progesteronas esta todavia por establecer. Sabemos que
dependen mucho una de otra inicialmente pero no conocemos su evolucion y

todos los factores implicados.

Desde el inicio de la reproduccién asistida han existido multiples marcadores que
identifican la receptividad endometrial, como son, la ecografia transvaginal
donde se valoraba el grosor endometrial y la biopsia endometrial donde valoraba
la decidualizacion del endometrio, pero ninguno de ellos ha demostrado su

eficacia ni correlacion con el momento de la implantacion.

Por ese motivo, a partir del 2010 empezaron a desarrollar las técnicas de
transcriptomica, como herramienta para el conocimiento de la ventana de
implantacion. La técnica consiste en combinar la transcriptémica de una biopsia
endometrial, con algoritmos de inteligencia artificial para datar objetivamente la

fase del ciclo menstrual del endometrio. (161,189,190).

Este enfoque se ha utilizado en la practica clinica para individualizar el dia de la
transferencia de embriones en funcion de receptividad endometrial en las
pacientes que han tendido fallos de implantacion .(175)(191)Por lo tanto, esta
tecnologia ofrece potencial para descubrir las contribuciones relativas de la

Progesterona sérica y tisular en la receptividad endometrial.

A pesar del potencial y como aborda el articulo de Rafael et al en 2021, las
técnicas transcriptomicas presentan mdltiples limitaciones, como son el
momento de la biopsia endometrio, no tienen en cuenta el efecto de embrion ni

los posibles cambios hormonales relacionado con el nivel de la Progesterona.

En nuestro estudio, constatamos la limitacion del test de receptividad, y
seguimos la tendencia que refleja el articulo de Rafael et al , donde valora que
cualquier procedimiento nuevo que se base en la expresion génica, debe

considerar el nivel de progesterona concomitante para su interpretacion (192).



En nuestro estudio, una de las fortalezas que presenta, es que no existen
diferencias significativas entre los grupos en cuanto a receptividad endometrial,
lo que implica que no existe efecto deletéreo por la biopsias de endometrio

realizada en los distintos dia del estudio en la misma paciente.

Continuamos con otro objetivo secundario de estudio, que es la utilidad de la
linea endometrial durante el protocolo del estudio como marcador de la

receptividad endometrial.

Se identificé una curva similar a la Progesterona sérica, en la evolucion de la
linea endometrial durante el protocolo de estudio, donde se observd un maximo
en el grosor del endometrio en el dia donde la ventana de implantacion
mostraba receptividad endometrial y a partir de aqui es cuando el grosor

endometrial disminuia de manera progresiva.

A pesar de eso, en nuestro estudio no se correlaciona la LE en el momento de
la receptividad de manera significativa. Esta disminucion de grosor endometrial

nos permite identificar de manera significativa los endometrios post receptivos.

La utilidad de la LE como marcador de receptividad endometrial independiente,
no se ha demostrado. Existen multiples estudios donde se ha estudiado, como
el realizado por el grupo de Griesinger donde realizaron un analisis
retrospectivo de dos estudios metodolégicamente similares prospectivos
randomizados en fase Il con Progesterona, donde concluyeron que la
variabilidad de la LE durante el tratamiento no permite utilizarla como marcador

para mejorar las tasas de embarazos(193).



Otros articulos hablan de la medida util del endometrio para que la transferencia
embrionaria sea exitosa, no hablan de la LE como marcador, sino de que la
media exitosa de la LE oscila entre 8.7- 14.5 mm(194) el dia de la transferencia.
En cambio, en nuestro estudio se acota de manera importante el grosor

endometrial de las pacientes receptivas entre 8- 10 mm.

Finalmente, la repercusion de la LE en el proceso de implantacion, es una parte
mas, que puede modificar la interaccion compleja entre el endometrio y el
blastocisto necesaria para conseguir la implantacién. Es por tanto una diana
diagnostica que todavia no hemos podido demostrar su utilidad por lo que se
necesitan mas estudio en este camino para poder demostrar su valor
independiente (195).



LIMITACION DEL ESTUDIO

Nuestro estudio era un estudio experimental no era un estudio clinico. En nuestro
estudio no era un objetivo la tasa de recién nacido vivo ni la tasa de pacientes

embarazadas.

Eticamente hacer una biopsia en el momento de transferir un embrion seria
reprobable, por eso no pudimos realizar una transferencia embrionaria durante

nuestro estudio.

No podemos asegurar la reproducibilidad en ciclos naturales porque hemos

estudiado la relacion de la progesterona sérica con la tisular en ciclos sustituidos.

Todas nuestras pacientes han utilizado progesterona vaginal por lo que los
diferentes tipos de rutas de administracion de progesterona exhibirdn patrones
distintos de liberacion de Progesterona lo que puede afectar al proceso de la

transformacioén secretora.

Y por dltimo, pero no menos importante, tampoco hemos tenido en cuenta los
factores embrionarios al no tener como objetivo el embarazo ni realizar una

transferencia embrionaria.

Ademas, debemos recordar, en los ciclos de concepcion espontanea, la
importancia del cuerpo lateo que es una fuente importante de hormonas
esteroides, vasoactivas, sustancias reguladoras génicas que juegan un papel
critico en las etapas iniciales de embarazo (196) y son deficientes en nuestras

pacientes al realizar un tratamiento sustituido.

Los estudios futuros deberian valorar no solo la Progesterona tisular y sérica, y
la receptividad endometrial sino también enfoques no invasivos, en los cuales se
evaluara el embridn y su dialogo con el endometrio para lograr una transferencia

embrionaria verdaderamente personalizada (183).

Otra de las limitaciones del estudio es la utilizacion de una procedimiento a
ciegas para conseguir la informacién de la Progesterona tisular, donde solo
tenemos una porcidbn muy pequefia del endometrio, con la limitacion que

comporta el no ver directamente el material recogido. Y ademas, no existe



evidencia de que haya un alto grado de concordancia entre la dataciéon

histologica y el analisis molecular de transcriptomica (197)(192).

A pesar de que nuestro estudio es prospectivo randomizado, y aunque,
encontramos asociaciones entre la Progesterona tisular y la sérica con la
receptividad endometrial, el nimero de pacientes incluidos no nos permite
determinar valores de corte a partir del cual se puede distinguir si el endometrio

es receptivo.



11. PRESPECTIVAS Y APLICABILIDAD
Las técnicas de reproduccion han mejorado en los ultimos 30 anos, a pesar de

eso, la eficacia de la FIV en términos absolutos sigue siendo baja en todo el
mundo, con las tasas actuales de nacidos vivos de 25-30% por ciclo iniciado
(198) Sabemos que una de las causas, puede derivar de la pérdida de sincronia
entre el endometrio y el embriéon tras la TRA. El factor endometrial, es el gran
desconocido pero imprescindible para conseguir la coordinacion y sincronia y

conseguir asi la implantacion.

Nuestro estudio plantea adelantar el momento de las modificaciones del
tratamiento substituido con Progesterona al dia 3.5 porque parece ser el
momento mas determinante para modificar la Progesterona tisular y asi

conseguir mejores tasas de embarazo y evitar abortos por fallos de implantacion.

Esta claro que el estudio de receptividad endometrial no debe generalizarse, no

mejora las tasas de embarazo ni tiene una reproducibilidad consistente.

A pesar de eso, consideramos que todavia tiene utilidad para estudiar la
Progesterona de manera basica y para ayudar a establecer su funcién en la
implantacion endometrial con estudios bien disefiados, con mas pacientes y asi
evidenciar la implicacion real de la Progesterona en el proceso, como se plantean

en el articulo de Rafael et al (192).

Quizas el paso que ha realizado el estudio de la receptividad endometrial de la
basica a la practica clinica debe retroceder, y volver a la investigacion basica
para ser el vehiculo metodolégico para seguir estudiando la implicacién de la
Progesterona y otros marcadores séricos, mas accesibles, como los lipidos (10),

para conocer mejor la fase lutea y mejorar la receptividad endometrial (199).



Existen multiples estudios buscando de qué manera la Progesterona tisular
puede mejorar la fase lutea, sobre todo para poder realizar una transferencia
embrionaria en fresco y evitar demorarla. A pesar de la bibliografia creciente en
este tema, no existe hasta la fecha unos niveles de corte de Progesterona tisular,
ni nivel minimo o maximo para optimizar su funcién en la implantacién
embrionaria. Creemos que nuestro estudio puede ser el principio para conocer
el nivel tisular de la Progesterona que descarta la posibilidad de transferencia
embrionaria (177,184,200)33).

Porque esta claro que vamos hacia una medicina mas personalizada, mas
contextualizada, intentando mejorar el conocimiento de la paciente de manera

global para optimizar su tratamiento y mejorar los resultados.

Creemos que deben realizarse mas estudios para corroborar la tendencia que
hemos encontrado entre la progesterona tisular y la sérica, con las técnicas
necesarias, la cual serviria para poder datar mejor el momento para la

transferencia embrionaria.



12.CONCLUSIONES
El objetivo principal del trabajo de investigacion es valorar la utilidad de la

Progesterona como biomarcador de la receptividad endometrial.

La Progesterona no se muestra como un biomarcador de la receptividad endometrial,
Unicamente se encuentra relacion entre la Progesterona tisular y la sérica con la

receptividad endometrial al inicio del tratamiento con Progesterona.
Objetivos secundarios

Correlacionar los niveles de Progesterona en el tejido endometrial con cada una

de las fases de receptividad de la VDI dada por el patrén genémico.

Identificamos una relacion lineal entre la Progesterona tisular y la ventana de

implantacion endometrial durante el inicio del tratamiento con Progesterona.

La Progesterona tisular, solo nos permite identificar qué pacientes serian post

receptivas.
Estudiar la relacidon existente entre los niveles de Progesterona sérica y tisular.

Se identifica una correlacion baja entre la Progesterona tisular y la sérica pero no
estadisticamente significativa. La Progesterona tisular y sérica estan relacionadas entre

si de manera estadisticamente significativa al inicio del tratamiento con Progesterona.

Evaluar el valor de Progesterona sérica como marcador no invasivo para el

estudio y manejo de la VDI y asi optimizar la transferencia embrionaria.

La Progesterona sérica no se muestra como marcador de la receptividad endometrial.

Unicamente la Progesterona sérica serviria para predecir las pacientes post receptivas.

Evaluar el valor de la linea endometrial como marcador no invasivo para el estudio

y manejo de la VDI y asi optimizar la transferencia embrionaria.

La linea endometrial no aparece como marcador pronéstico de la receptividad
endometrial. La linea endometrial solo nos permite diferenciar qué pacientes seran post

receptivas.
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ANEXO Il: HOJA INFORMATIVA Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

FerTTY

HOJA INFORMATIVA PARA PACIENTES

Titulo del estudio: Ensayo clinico piloto aleatorizado para conocer la correlacién
entre el nivel de progesterona tisular y sérica responsable de la receptividad

endometrial para la implantaciéon embrionaria

Codigo del estudio: FER2021-RECEPNDOM
Version 6.0 fecha 01/10/2021

Investigador principal: Margalida E. Sastre Cuadri
Promotor del estudio: Parc Salut Mar
Centro: Parc Salut Mar Clinica Fertty de Barcelona

Nos dirigimos a usted para invitarle a participar en un estudio clinico en el que se
evalua la receptividad endometrial (estudiar donde va a anidar el embrion) para
mejorar los resultados de la transferencia embrionaria en el Parc Salut Mar y Clinica
Fertty de Barcelona.

La doctora que lleva a cabo el estudio, Dra. Margalida E. Sastre, y el equipo del Dr.
Checay el Dr. Espinds que realizan el seguimiento, consideran que usted reune todos
los requisitos para poder participar.

Para ello, es necesario que previamente usted reciba toda la informacién correcta y
suficiente, de este modo podra valorar si desea participar en el estudio.

Por favor, lea detenidamente esta hoja informativa con atencién y no dude en ponerse
en contacto con su médico para cualquier duda que le pueda surgir acerca de este
documento y/o de la informacién sobre el estudio que le entregamos a continuacion.

Participacion en el estudio

Debe saber que su participacion en el estudio es totalmente voluntaria. Usted puede
negarse a participar antes o durante el estudio sin que ello se derive en ningun
prejuicio, ni que se vea afectada su atencion médica o que suponga pérdida de los
beneficios a los que usted tiene derecho.




Introduccion y descripcion del estudio

En las ultimas décadas, la Medicina Reproductiva ha evolucionado de manera
sustancial, y ha permitido introducir mejoras centradas en el paciente.

Por un lado, se han perfeccionado los protocolos de estimulaciéon ovarica, que
permiten recuperar un mayor ndmero de ovocitos maduros, aumentando asi las
posibilidades de embarazo. Y, por otro lado, se han introducido mejoras en el campo
del desarrollo embrionario, desde los sistemas de incubacion, como las técnicas que
permiten la deteccion de embriones que genéticamente son viables para la
transferencia. Asimismo, se han personalizado los tratamientos de preparacion
endometrial previos a la transferencia embrionaria.

Aun asi, son limitadas las técnicas que permiten sincronizar a la perfeccion la
transferencia embrionaria.

Clasicamente, el estudio de la ventana de implantacién endometrial (seleccionar el
mejor momento para transferir el embrion) se centraba en mujeres que presentaban
fallos de implantacion mediante el analisis de un grupo de genes que informan sobre
posibles desplazamientos de esta ventana de implantacion a través de un método
invasivo, una biopsia endometrial. Desafortunadamente no existe en la actualidad
ningun marcador biolégico que permita detectar el momento idéneo de la implantacion
y realizar una transferencia embrionaria personalizada de manera no invasiva.

Sabemos que la progesterona es una hormona clave tanto en la ventana de
implantacion como en el mantenimiento del embarazo, y sus niveles podrian
correlacionarse con la ventana de implantacion.

Obijetivo y procedimiento

El objetivo es correlacionar los niveles de progesterona en sangre y tejido endometrial
con el patron genémico y la clasificacion de receptividad de manera que se pueda
identificar el mecanismo de comportamiento y un posible algoritmo de diagnéstico no
invasivo, es decir, queremos encontrar una herramienta no invasiva, para poder
conseguir el mejor momento para colocar el embrién en el utero.

Si usted otorga su consentimiento para participar en el estudio, se le propondra
realizar un ciclo de preparacion endometrial sustitutivo, analogo a los que se realizan
previa transferencia embrionaria, excepto que en este ciclo evaluaremos los niveles
de progesterona en sangre y realizaremos un estudio de receptividad endometrial en
distintas fases.




Para la preparacion endometrial recibira:

= Estradiol oral 6mg/dia desde el dia 2 de ciclo menstrual.

= Tras 8-10 dias de tratamiento se realizara ecografia transvaginal
para medir el grosor y calidad endometrial, y si supera el grosor
de 6-7mm se realizara una primera determinaciéon en sangre de
estrégenos y progesterona.

= Se afadira Progesterona 200mg/8h via vaginal cuando el groso
endometrial se encuentre entre 8 y 14mm.

= En este momento se le asignara de forma aleatoria su inclusiéon
a un grupo:

Grupo 1. Se realizara biopsia de endometrio y analitica hormonal el dia 3.5 y el
dia 5 tras inicio de la Progesterona. Se realizaran dos biopsias
endometrio en total a cada grupo

Grupo 2. Se realizara biopsia de endometrio y analitica hormonal el dia 5 y el dia
6.5 tras inicio de la Progesterona Se realizaran dos biopsias endometrio
en total a cada grupo

Procedimiento para la toma de muestra de biopsia endometrial: Se introduce un
especuloscopio de forma analoga a cuando se realiza una citologia de cribado.
Posteriormente se introduce una canula semirrigida a través del canal cervical, hasta
sobrepasar el orificio cervical interno, el interior del Gtero. En este momento se realiza
la toma de muestra de tejido endometrial para estudio. Es un procedimiento que se
realiza sin anestesia.

Estudio del tejido endometrial: Se utilizara un panel de expresion de 48 genes que
permiten clasificar el estadio de la Ventana de implantacion clinica endometrial, el
mejor momento para que el embrién se anide en el utero.

Beneficios posibles por participar en el estudio

La participacion en el estudio no le ofrece ningun beneficio directo que mejore sus
posibilidades de gestacién. Aun asi, la informacién obtenida en este estudio podria
ayudar a individualizar los tratamientos de fertilidad y mejorar las tasas de embarazo
globales en un futuro.

Riesgos derivados del estudio

Participar en este estudio la somete a los riesgos derivados hacer el tratamiento
hormonal y controles ecograficos que se realizan habitualmente para un ciclo de
transferencia embrionaria. Asimismo, se somete al riesgo inherente de realizar la
biopsia endometrial, que, aunque es un procedimiento habitual en la practica clinica,
se acompafa de dolor similar a una menstruacién y sangrado escaso posterior. Los




riesgos de complicacion, tipo infeccion pélvica o perforacion son anecdéticos (<
0,7%), las complicaciones mas frecuentes suelen ser dolor momentaneo 0,7% y
mareo transitorio 0,7%, puesto que se realiza el procedimiento bajo condiciones de
asepsia y se utilizan las canulas endometriales actuales semirrigidas.

Financiacion y compensaciéon econémica

Usted no recibira ninguna compensacion econémica por participar en este estudio.
Asimismo, su participacion le supondra tener informacion genética de cual es el mejor
momento para la implantacion endometrial de su embrién, gracias al estudio genético.

Confidencialidad

Toda la informacion que se obtenga durante el estudio sera confidencial y ni usted ni
sus datos, en ningun caso estaran identificados en cualquier informe que se emita de
este estudio. Al aceptar su participacion en el estudio, se le asignara un codigo
numeérico, y la anonimizacién de sus datos se mantendra mediante proteccion
disociada reversible. Estos datos se manejaran de acuerdo con el Reglamento
General de Proteccion de Datos 2016/679 y la Ley Organica 3/2018, de 5 de
diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales,
teniendo usted los derechos que la citada ley le reconoce de acceso, rectificacion,
cancelacion y oposicion de los datos.

Si usted decide participar sus datos seran accesibles a las Autoridades Sanitarias,
Comités Eticos de Investigacién Clinica (CEICs), auditores y al Promotor, para la
verificacién de los procedimientos de ley datos obtenidos durante el estudio, sin violar
la confidencialidad de sus datos. Los datos del estudio podran ser publicados en
revistas cientificas pero su identidad permanecera confidencial

Informacién adicional y teléfono de contacto

El presente estudio y consentimiento Informado han sido aprobados por el Comité
Etico de Investigacion Clinica del Hospital del Mar de Barcelona. Su médico y/o
miembros de su equipo estan a su disposicion para atender cualquier consulta que
usted quiera realizar con relacién al procedimiento del estudio. Recibira una copia de
este documento de consentimiento informado y podra solicitar informacion adicional
contactando con el investigador principal, la Dra. Margalida Sastre, a través del
ndmero de teléfono 932483129.




FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: Ensayo clinico piloto aleatorizado para conocer la

correlacion entre el nivel de progesterona tisular y sérica responsable de la

receptividad endometrial para la implantacién embrionaria

Caodigo del estudio: FER2021-RECEPNDOM
Version 6.0, fecha 01/10/2021

Codigo del paciente I:l |:I I:l |:| [:l |:I I:] |:|

Yo, , manifiesto que
he sido informado/a del presente estudio, y:

He leido la hoja informativa que se me ha entregado

He podido hacer preguntas sobre el estudio

He recibido suficiente informacién sobre el estudio

Comprendo que mi participacion es voluntaria

Comprendo que puedo retirarme del estudio: cuando quiera, sin tener que dar
explicaciones, y sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Comprendo que mi participacion en el estudio no conlleva ningun prejuicio para mi
salud

He sido informado/a que mis datos seran protegidos, que los resultados de mi
evaluacioén seran estrictamente confidenciales

He recibido una copia firmada de este consentimiento

Teniendo esto en consideracion, OTORGO libremente mi consentimiento para
participar en el estudio, y a que mis datos puedan ser utilizados con fines de
investigacion.

DOY PERMISO para que estas personas tengan acceso a mi historia clinica. Autorizo
la utilizacion de mis datos, siguiendo el protocolo de confidencialidad pertinente, en
futuros estudios relacionados y en las posibles publicaciones cientificas que salgan
de los estudios realizados.

Fecha: / /

Firma del participante Firma del investigador




ANEXO Il PROCESAMIENTO DEL RNA PARA LA TECNICA TRANSCRIPTOMICA
Retro-transcripcion, pre-amplificacion y tratamiento con exonucleasas(179)

Una vez extraido el RNA de las biopsias endometriales, se obtiene el DNA
complementario por retro-transcripcion, ya que la estabilidad del RNA es
muy baja. Esta retro-transcripcion se consigue a través de PCR, mediante
el kit Reverse Transcription Master Mix (Fluidigm, San Francisco, Estados
Unidos). En un Eppendorf de PCR se alicuota 3 pl de Master Mix del kit, 1
ul de agua libre de RNasas por reaccion, y 1 pl del RNA dentro del rango
de concentraciones optimo (70-250 ng/upl). Una vez afnadidos todos los
reactivos, dar un breve vortex y posterior spin a los tubos, colocar en el
termociclador MyCycler Thermal Cycler 170- 9701 (Bio-Rad, Madrid,
Espafia), y correr el protocolo de la Tabla compuesto por un ciclo de 4
pasos que se repite una sola vez. Una vez finalizada la reaccion, la muestra
puede almacenarse a 4°C o -20°C hasta el momento de la pre-amplificacién
(122).

Tablal. Protocolo de PCR para retro-transcripcion con el sistema

Fluidigm (Fluidigm, San Francisco, Estados Unidos).

“Condicién Hold Hold Hold Hold

T2 (°C) 25 42 85 4

“Tiempo 5 30 5 w
(min)

El siguiente paso es la realizacion de una pre-amplificacién por PCR para
enriquecer las muestras en los genes de interés, siguiendo el protocolo
descrito en Delta Gene assays Fluidigm (Fluidigim, San Francisco, Estados
Unidos). Para ello, se afade 1 ul de cada uno de los 192 primers a una
concentracién de 100 uM (192 pul en total) y Buffer TE hasta completar los
200 ul, quedando cada primer con una concentracién final de 500 nM. Esta
mezcla de primers constituye el "Ensayo DELTAgene" y debe almacenarse
a -20°C.

La mezcla total de reaccion para la pre-amplificacibn se compone de los

siguientes reactivos (Fluidigm, San Francisco, Estados Unidos):






Tabla 2 Protocolo de mezcla de reaccidon para la pre-amplificacion
con Fluidigm (DELTAgene).

VolI. 192x (pl) + 10%

Reactivos Vol. 1x (ul) )
Agua Libre de RNAsas 2.25 375.2
PreAmp Master Mix 1 211.2
Ensayos DELTAgene (500 05 105.6
nM)

cDNA 1.25 -
Volumen Total [ =

La mezcla final de 5 pl se agita, se centrifuga brevemente y se introduce en
el termociclador MyCycler Thermal Cycler 170-9701 (Bio-Rad, Madrid,

Espafa) con el siguiente protocolo:

Tabla 3 . Protocolo de PCR para la pre-amplificacion con Fluidigm
(DELTAgene).

“Temperatura Tiempo

°C) (min) Ciclos
Hold 95 2 1
Desnaturalizacion 95 15s 10
Union/Elongacion 60 4 10
Hold 8 = =

Una vez finalizada la pre-amplificacion, se realiza un tratamiento con
exonucleasas para eliminar el exceso de primers que no hayan sido
incorporados. Para ello, se diluye la enzima Exonucleasa | a 4 U/ul coma

muestra la siguiente tabla:

Tabla 4 Mezcla de reaccion para el tratamiento con Exonucleasa de
Fluidigm (DELTAgene).

Reactivos Vol. 1x (pl)
Agua 1.4

Buffer de la reacciéon 0.2
Exonucleasa | a 20 04

U/ul

Volumen total 2.0




A continuacién, afiadir 2 ul de la dilucidon anterior a cada tuba de reaccién
pre-amplificado. Mezclar, centrifugar brevemente e incubar en el

termociclador con el siguiente protocolo.

Tabla 5. Protocolo de PCR para el tratamiento con Exonucleasa de
Fluidigm (DELTAgene).

Temperatura Tiempo .
C) P (min)p Ciclos
Digestién 37 30 1
Inactivacioén 80 15
Hold 4 %0 o0

Finalmente, diluir el producto final en buffer de lavado TE (10 mM Tris-HCI,
1.0 mM EDTA, TEKnova, PN T0221) a una dilucién 1/5, afiadiendo 18 ul de
este a cada tuba

Tecnologia Fluidigm

La tecnologia Fluidigim consiste en una PCR cuantitativa o Real-Time PCR
particular, capaz de cuantificar la emision de fluorescencia producida par el
fluor6foro EVAGreen, el cual se une a la cadena doble del DNA. Esta
tecnologia detecta la amplificacibn de DNA a tiempo real de forma
cuantitativa, en referencia a un conjunto de genes constitutivos o
housekeeping que mantienen su expresién de forma constante. La técnica
empleada se basa en un sistema de microfluidos. Se trata de un chip
denominado Circuito Fluidico Integrado (IFC, de sus siglas en inglés)
donde se depositan y combinan las muestras y primers de interés. La
master mix empleada para la PCR es la SSoFast TM EvaGreen Super Mix
con Low Rox (Laboratorios Bio-Rad, Madrid, Espafia). La plataforma
Biomark HD (Fluidigm, San Francisco) entrecruza ambos reactivos
(muestras y primers) en las celdas centrales del chip, de manera
independiente, teniendo lugar asi muchas PCR cuantitativas en el mismo
momento, en un espacio reducido y con menos cantidad de reactivo queen

una PCR cuantitativa habitual (Fluidigm, San Francisco).(201)






ANEXO

ENDOMETRIO

IV: KIT ELISA PARA PROCESAR LA PROGESTERONA TISULAR DEL

Product description
Lt Progesterone ELISA Kit iy a solid-phidse congetitive Lieyuie- Linked Innnunesorbent Assay (LLISAY Lis assay is desigied to detect
anid queantify the level of progesterone inodred Fecal extracts, urie, anul tissue calture inedia, The assay recoglices prgesterone

ndependent of species.

Contents and storage

Kit and compuonents are shipped at -20°C, Upon receipt, store the kit at—20%C, Onee vpen, store the kit ab 2°C anl wse within 2 weeks,.

invitrogen PRODUCT INFORMATION SHEET

Progesterone Competitive ELISAKit
Catalog Number EIAP4AC21 [%4 tests]
Rev 1.L

For salviyand Bwhazard guidelines, seo Lhe “Salely” appoendiv in Lhe RITSA Tedical Guide (Fub. no, MANODORZR). Read the Sarcly Trala
Shacts (515s)and lallmy the handling inslruclions. Woear appropriale proleclive cyewear, clalhing, and ploves.

Progesternne, C2TBN02, also known as 14 (pregn-d-cne-3,20-dianed is 5 C-21 stompid hormons invobved inthe fomale menstrualovels,
gestation and embryogenesis of humans and other specics.

Camponents Quantity
Frogeslercng Sla~dard; 22,000 pgfm_ pragesle one in a special slabilizing solalicn 123 pL
Ascay Buffer Concontrote [5X) 28 mL
Antibody Coatsd Wells, %é-well strip-wall plate cozted with goat anti-rnouse G 1plaze
Frogeslerang AnLibody 3ml
Frogesterane Conjugats 3mL
Wash Buller Conca-lrale [20%) I2ml
TME [Tezramethylbenzidine, Substrate 11 mL
Stas Fxlution; centains 1 M HEG., CAUSTIC SmL
Flale Sealer 1

Materials required but not supplied

Lristilled or deivrdeed water 1.

Micratiter plate mader with software capable of measarement
ator mesne 450 (poferably with cormection between 370nm
amd 390 mng,
Plate Shaker

Plate washer—autormated or ina mal (squirt bottle, mandfold
dispenser, ar equivalent)

Calibrated adjnstable precision pipellos and glass or plastic
tubes far diluting solution

Procedural guidelines

IMPORTANT!
interchanpe different reagent lots from various kit lots,

Reapenls am lot-specific. T nol ms o

Eeview the Procedural guidelines qarwd Plale washing,
directions in the ELTSA Taclmiad Guide available at
thermolisher.com

Allw reaments torench mom tanperature betore use Mix to
recissolve iy precipitated salts,

Salutions containing sodium azidewill inhibil the activity of the
perexicdase conjugale. | asue thal There is an confaminalion of
labweare or (he plalewashor with azideconlaining salulions.

For research use aonly. Nat for use in diagnostic procedures.

-

1

Prepare 1X Wash Buffer

Dilute 13 mb of Wash Solution Covwcentrate (20X) with

285 L of defonized vr distilled water, Label a= 1X Wash
Buffer.

Stone the concenlrate and 1X Wash Buller in The eligeralor
Uge the diluted buffer weithin 3 manths.

Prepare 1X Assay Buffer
1.

Dilute 13inl of Assay Dufber (33) with 56 mL of deionized or
distilled watker. Label as 1% Assay Buffer.

Slone the concent rale and 1% Assay Bullerin the relrigeralor
1% Aszay Buffois stablo at 490 fone 3 maonths.




Sample preparation guidelines
*  Refer to the ELISA Technical Guide at thermofisher.com for detailed sample preparation procedures.
e Collect samples in pyrogen/endotoxin-free tubes.

*  Freeze samples aftercollection if samples will not be tested immediately. Avoid multiple freeze-thaw cycles of frozen samples. Thaw
completely and mix well (donot vortex) prior toanalysis.

*  Avoid the useof hemolyzed or lipemic sera.

. If large amounts of particulate matter are present in the sample, centrifuge or filter sample prior to analysis.

Prepare samples
Sample concentrations should be within the range of the standard curve. Because conditions may vary, each investigator should
determine the optimal dilution for each application.

Use all samples within 2 hours of dilution, or store at -20°C or lower until ready to perform assay.

Sample type Procedure

Dried feces See detailed extraction protocol on the product page at thermofisher.com
Note: The ethanol concentration in the final diluted 1X Assay Buffer dilution added to the well should be
<5%.

Urine Dilute samples 21:4 with 1X Assay Buffer.

Note: A Urinary Creatinine Detection Kit (Cat. no. EIACUN) is available for measuring urine creatinine for
normalization of corticosterone in a random urine specimens.

Tissue culture media Perform sampledilutions with the corresponding tissue culture medium.

Dilute standards
Note: Use glass or plastic tubes for diluting standards.

Instructions are for diluting standards from 3,200 to50 pg/mL, but a curve can be obtained using a range of 1,600to 50 pg/mL. Choose
the range that fits your sample concentrations most appropriately.

The Progesterone Standard contains an organic solvent. Pipette the standard up and down several times to wet the pipet tip before
transfer to ensure that volumes are accurate.

Add 50 pL. Progesterone Standard toone tube containing 450 pL. 1X Assay Buffer and label as 3,200 pg/mL progesterone.

Lol Al

Add 250 pL Standard Diluent Buffer toeach of 7 tubes labeled as follows: 1,600, 800,400, 200,100, 50, and 0 pg/mL progesterone.
Make serial dilutions of the standard as described below in the dilution diagram. Mix thoroughly between steps.
4. Usethe standards within 2 hours of preparation.

50 pL 250l 250pL  250pL  250pL 250pL 250 pL

NN NNV NV N

B
Standard =]
AN N

Diluent
volume 450 HL 250pL  250pL  250pL  250pL 250l 250 L 250 pL
Std1 Std2 Std3 Std4 StdS Stdé 5td7 Stds
3,200 pg/mL. 1,600 pg/mL 800 pg/mL 400 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL D pg/mL
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Perform ELISA (Total assay time: 2.5 hours)

IMPORTANT!  Perform astandard curve with each assay.

Allow all components to reach room temperature before use. Mix all liquid reagents prior to use.

Determine the number of §-well strips required for the assay. Insert the strips in the frames for use. Re-bag any unused strips and frames,
and store desiccated at 2°C to 8°C for future use. The silica pack in the bag keeps the platedry, and tums from blue to pink if the bag is

not properly sealed.

Bind antigen
a. Add50pL of standards or samples (see “Prepare samples” on page 2) to the appropriate wells.

b.  Add75uL of 1X Assay Buffer into wells for detecting non-specific binding (NSB).

c.  Add 25 pL of Progesterone Conjugate to each well.

d.  Add 25 pL of Progesterone Antibody to each well except NSB wells.

e.  Tapthe side of the plateto mix. Cover the plate with plate sealer and incubate for 2 hours at room

temperature with shaking.

Note: If the plate is not shaken the bound of the signals will be ~45% lower.
f.  Thoroughly aspirate the solution and wash wells 4 times with 300 uL of 1X Wash Buffer.
Add chromogen
a. Add 100 pL TMB Substrate to each well. The substratesolution will begin to turn blue.
b.  Incubate for 30 minutes at room temperature without shaking.

Note: TMB should not touch aluminum foil or other metals.
Add stop solution

Add 50 pL Stop Solution to each well. Tap side of the plate gently to mix. The solution in the wells changes
from blue to yellow.

'x Peroxidase-conjugated
antigen

Anti-IgG Capture ¢

antlbody antbody  Antigen

Read the plate and generate the standard curve

1. Read the absorbance at 450 nm. Read the plate within 10 minutes after adding the Stop Solution.

2. Use curve-fitting software to generate the standard curve. A four parameter algorithm provides the best standard curve fit.
Optimally, the background absorbance may be subtracted from all data points, including standards, unknowns and controls, prior to

plotting.

3. Read the concentrations for unknown samples and controls from the standard curve. Multiply value(s) obtained for sample(s) by the
appropriate factor to correct for the sample dilution.
Note: Dilute samples producing signals lower than that of the highest standard in Standard Diluent Buffer and reanalyze. Multiply
the concentration by the appropriate dilution factor.

Performance characteristics Intra-assay precision
Standard curve lexample] Samples were assayed in replicates of 20 todetermine precision
The following data were obtained for the various standards over within anassay.
the range of 0-3,200 pg/mL progesterone. Parameters Sample 1 Sample 2 Sample 3
Standard Progesterone (pg/mL) Optical Density (450 nm)* Mean [pg/mL] 1,038.0 405.0 260.6
3,200 0.132 TGV 35 31 5.1
1,600 0.220 CV = Coefficient of Variation
800 0.355 Inter-assay precision
400 0.541 Samples were assayed in duplicates in 14 assay runs by four
200 0.714 operators to determine precision between assays.
100 0.827 Parameters Sample 1 Sample 2 Sample3
50 0.900 Mean [pg/mL) 1,057.0 406.0 261.9
0 0.944 FCV 4.1 5.9 7.0
Note: The NSB gave a Mean 0D value of 0.045 CV = Coefficient of Variation

ELISAKit Product Infarmation Sheet



Performance characteristics, continued

Expected values

Eight human urine samples were tested in the assay, three came
from pregnant women who were 10 weeks to7 months pregnant.
Adjusted neat concentrations of progesterone ranged from 4.041 to
164.1 ng/mL. When adjusted forurine creatinine using the Urinary
Creatinine detection kit, EIACUN, the values ranged from 3.57 to
2,240 ng/ mg creatinine.

Recovery

Recovery was determined by taking two urine samples diluted
with 1X Assay Buffer; one with a low diluted progesterone level of
4041 pg,n’mLand one with a highcr diluted level of 1,774.5 pgme,
and mixing them in the ratios given below. The measured
concentrations were compared to the expected values based on the
ratios used.

e sl Expected Conc. | Observed Conc. %
Sample | Sample
% % (pa/mL) (pg/mL) Recovery
80 20 478.2 716.3 105.6
40 40 952.3 1,012.5 106.3
40 60 1,226.4 1,245.2 101.5
20 BO 1,500.5 1,491.6 99.4

Mean Recovery  103.2%

Limited product warranty

Specificity
The following cross reactants were tested in the assay and
calculated at the 50% binding point.

Steroid Cross-reactivity %
Progesterone 100
30 -hydroxy-progesterone 172
3a-hydroxy-progesterone 188
113-hydroxy-progesterone 2.7
T1a-hydroxy-progesterone 147
5a-dihydroprogesterone 7.0
Pregnenolone 5.9
Corticosterone <0.1
Androstenedione <0.1
Sensitivity

The analytical sensitivity of progesterone is 47.9 pg/mL. This was
determined by adding two standard deviations to the mean O.D.
obtained when the zero standard was assayed 20 times, and
calculating the corresponding concentration.

Life Technologies Corporation and/or its affiliate(s) warrant their products as set forth in the Life Technologies’ General Terms and
Conditions of Sale found on Life Technologies’ website at www.thermofisher.com/us/en/home/global/terms-and-conditions.html. If you
have any questions, please contact Life Technologies at www.thermofisher.com/support.
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