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ARNM: acido ribonucleico mensajero.

BMP: bone morphogenetic protein

CEACAM: carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule
CSF: colony stimulating factor

DGP: diagndstico genético implantacional

EGF: epidermal growth factor

ELISA: enzyme —linked immunoabsorbent assay

E: especificidad

FIV: fecundacion in vitro

FSH: follicle stimulating hormone

GnRH: gonadotropin releasing hormone

HB-EGF: heparin-binding EGF like growth factor
B-hCG: p subunit of human chorionic gonadotropin
HLA: human leukocyte antigen

ICSI: intracytoplasmatic sperm injection

IGF-BP: insulin like growth factor binding protein
IL: interleuquina

kD: kiloDalton

LH: luteinizing hormone

LIF: Leukemia inhibitory factor

MALDI-TOF: matrix-assisted laser desorption ionization time of flight
mg: miligramo

MHC: major histocompatibility complex



MICA/B: major histocompatibility complex class | related change A/B
ml: mililitro

pl: microlitro

MMP-9: matrix metallopeptidase

NCAM: neural cell adhesion molecule

NK: natural killer

NKG2D: natural killer group 2D

0TP: ovine trophoblastic protein

PCAM: Platelet/endotelial cell adhesion molecule

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

pg: picogramos

RAE-1: retinoic acid early inducible-1 gene

ROC: receiver operating characteristic

S: sensibilidad

SELDI-TOF: surface enhaced laser desorption ionization time of flight
TCR: T cell receptor

TGF B: transforming Growing Factor 8

Ul: unidades internacionales

ULBP: union ligand binding protein

VPN: valor predictivo negativo

VPP: valor predictivo positivo



INTRODUCCION
A



INTRODUCION

1.1. Importancia del problema

La infertilidad es un problema creciente en nuestra sociedad. La prevalencia de la
infertilidad se sitta en torno al 14%. Ello supone que aproximadamente una de cada
siete parejas en edad de reproduccion presentara problemas para tener descendencia [1].
En el mundo, més de 70 millones de parejas sufren problemas de infertilidad [2]. Esto
es asi porque la especie humana es poco fertil. En parejas fértiles, incluso en
condiciones clinicas éptimas, la posibilidad de un embarazo clinico por ciclo se sitla
entre el 30 y 40%. En casos de inseminaciones de mujeres jovenes con semen de
donante, la tasa de gestacion no supera el 40%. Cada vez se sefiala mas la pérdida
gestacional preclinica como causa de esta baja fertilidad observada en humanos. Se
estima que un 30% de las gestaciones espontaneas se pierde preimplantacionalmente y
otro 30% postimplantacion. Parece que esto es debido a una importante seleccién
natural ya que el 91% de los embriones tienen alteraciones cromosémicas en el
momento de la concepcion, mientras que so6lo el 0,6% de los recién nacidos las
presentan. Sin embargo, en las gestaciones conseguidas por FIV se observa un 50% de
fallo preimplantacional y un 15% de postimplantacional. Se desconoce si esto es debido
a un defecto de la seleccion embrionaria o a la transferencia embrionaria, pero entre el
65-70% de los embriones transferidos no se implantan, constatandose un deficit de

técnicas para detectar las causas [3].

El objetivo de los tratamientos de reproduccion se define, parafraseando el vocablo
anglosajon”BESST” (Birth Emphazasing a Succesfull Singleton at Term), que enfatiza

como objetivo primario «el nacido a termino procedente de un embarazo Unico obtenido
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por cada ciclo de reproduccion asistida» [4]. Pero para conseguir un recién nacido sano,
es necesario seleccionar aquellos ovocitos y sobre todo aquellos embriones con mas
posibilidades de implantacién, para de esta manera intentar evitar en la medida de lo
posible el fallo implantacional, las gestaciones multiples y los embriones sobrantes. Sin
embargo, los criterios de seleccion embrionaria que se vienen utilizando hasta el
momento son fundamentalmente morfoldgicos y aunque exhaustivos, resultan
insuficientes a la hora de determinar qué embrion va a dar lugar a un recién nacido en
casa. En segundo lugar, el Diagnostico Genético Preimplantacional (DGP) tiene
fundamentalmente dos inconvenientes. Por una parte es una técnica muy invasiva, y por
la gran frecuencia de mosaicismos que detecta hace que su fiabilidad no sea suficiente
para su aplicacion clinica sistematica. Parece por tanto necesario buscar nuevos metodos
de screening preimplantacional no invasivos. Por otra parte, los principales mecanismos
inmunoldgicos implicados en la implantacion son ain motivo de investigacion. Las
células embrionarias, al poseer HLA paterno son semialogénicas y deberian
desencadenar una respuesta inmune de rechazo. Esto no sélo no es asi, si no que la
madre prepara un lugar con un perfecto equilibrio inmunolégico que es imprescindible
para el establecimiento de la gestacion [5]. La mejor comprension de estos mecanismos
de tolerancia inmunoldgica, que con frecuencia han sido infraestimados en los
problemas de infertilidad, podria ayudar a mejorar el rendimiento de las Técnicas de

Reproduccién Asistida.
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1.2. Antecedentes de investigacion

Hasta el momento, ha habido muchas moléculas que se han intentado relacionar con la
implantacion embrionaria y los resultados de FIV. Entre ellas tenemos: diversas
citoquinas, interferon y, serpinas, VEGF y TNF. Algunas como el HLA-G soluble
incluso se han relacionado con las tasas de implantacion y la calidad embrionaria [6].
Sin embargo, y a pesar de las mas de 2000 muestras analizadas, los resultados contintan
siendo controvertidos, y ninguna molécula ha demostrado utilidad clinica a la hora de

seleccionar ovocitos, embriones o de predecir resultados de FIV.

MIC o MICA/B (Major histocompatibility complex | change related molecules A/B)
son proteinas altamente polimdrficas de unos 62KDalton cuyos genes se encuentran
dentro del Complejo Mayor de Histocompatibilidad en el cromosoma 6. Al contrario
que otras moléculas de histocompatibilidad, MIC no se unen a péptidos ni a la p2-
microglobulina [7]. MIC se expresa de forma constitutiva en endotelio, fibroblastos [8],
epitelio intestinal [9] [10] y linfocitos [11], pero puede ser sobre-expresada por el estrés
[12], como ocurre en el dafio o shock térmico [13], infecciones virales [14] y bacterianas
[15], tumores, enfermedades autoinmunes e inflamatorias. La expresion de MIC se ha
descrito en células infectadas por el VHC [16], enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa
[17], mieloma multiple [18], leucemia [19], melanoma y carcinomas epiteliales como el

de pulmén, mama, rifién, ovario, préstata y colon [20].

La unién del MIC de membrana a su receptor el NKG2D en presencia de la proteina
DAP-10 desencadena una respuesta citolitica y la secrecion de citoquinas [21]. Sin

embargo, la forma soluble de MIC induce la endocitosis de NKG2D bloqueando la
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respuesta inmunoldgica. Esto ha sido propuesto como un mecanismo que usan los
tumores de evadir el sistema inmunoldgico [22]. Se ha discutido mucho cual era el
origen del MIC soluble, pero parece claro que se produce por liberacion proteolitica del

MIC de membrana por las enzimas metaloproteasas [23].

Un mecanismo similar ha sido descrito para la inmunotolerancia maternofetal. Se ha
encontrado MIC en el sincitiotrofoblasto desde el primer trimestre [24]. MIC se libera en
microvesiculas llamadas exosomas [25] desde la superficie apical al espacio intercelular.
Mincheva-Nilson [24] observé que los niveles de MIC son significativamente mas altos
en mujeres gestantes. También encontré que los NKG2D de células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) estan disminuidos en la gestacion y que en cultivos celulares,
el suero de mujer gestante es capaz de inhibir la actividad citolitica de las Natural Killer.
Sin embargo, este efecto se contrarresta cuando al suero se le afiaden anticuerpos anti-
MIC [24]. Por todo lo expuesto parece que MIC podria jugar un importante papel en la
invasion trofoblastica y en el establecimiento de la immunotolerancia materno fetal. Sin
embargo, una reciente publicacién pone de manifiesto que la elevacion de los niveles de
MIC previos a la estimulacion ovérica, se relacionan con fallos implantacionales y
mayor tasa de abortos [26]. Estos resultados resultan inesperados tras las aportaciones de

Mincheva-Nilson [24], y dejan el papel de MIC en la implantacion bajo controversia.
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1.3. Definiciones:

1. MICA. Cuando hablamos de MICA nos referimos realmente a MICA/B o
simplemente MIC. MICA/B representa las siglas del inglés: major histocompatibility
complex class | Change related molecules A/B [27]. EI MHC o Complejo Mayor de
Histocompatibilidad es una regién gendmica que se encuentra en la mayor parte de lo
vertebrados [28]. Las proteinas codificadas por el MHC se sitdan en la superficie de la
membrana celular y son tanto proteinas propias que sirven para el reconocimiento de
células propias por el sistema inmune o para la deteccion de proteinas extrafias que son
presentadas a las células T y a otras células inmunes desencadenando el rechazo
inmunologico frente a células extrafas, alteradas o infectadas por microorganismos [27].
En el ser humano el MHC se encuentra en el cromosoma 6 [28] y esta formado por tres

regiones:

a) MHC clase I: codifica proteinas que se expresan en casi todas las células. Contiene
una cadena alfa compuesta por 3 dominios: alfa 1, alfa 2 y alfa 3 que se unen de
forma no covalente a la beta2microglobulina (figura 1). Presentan antigenos a los
linfocitos T CD8 y a las Natural Killer. También codifican proteinas relacionadas

con el procesamiento antigénico como TAP y tapasina.
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Figura 1 [29]: estructura terciaria de las moléculas de MHC I. Esta formada por 3 cadenas a que se
unen de forma no covalente a la B2microglobulina. Entre ol y o2 se sitiia el lugar de unién a péptidos.
MIC seria similar pero sin unién las B2microglobulina ni a péptidos. MHC de clase tendria 2
dominios oy 2
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b) MHC clase II: codifica proteinas que se expresan fundamentalmente en las células
inmunes, especialmente en las células presentadoras de antigenos o APC (Antigen
Presenting Cells). Presentan antigenos a los linfocitos T CD8. Se las relaciona con
la enfermedad de injerto contra huesped [30]. Su estructura es similar a MHC clase

| pero presenta dos dominios alfa y dos dominios beta.

c¢) MHC clase IlI: codifica algunos componentes del complemento, algunas

citoquinas y HSP (proteinas de dafio térmico o heat shock proteins) [29].

MIC es por tanto, una molécula relacionada con las proteinas codificadas por el
MHC clase I, pero a diferencia de estas, no se une a péptidos ni a la p2-
microglobulina [31]. MIC serian por tanto moléculas de HLA no cl&sico. Ambas se
codifican dentro del Complejo Mayor de Histocompatibilidad en el cromosoma 6
(figura 2). MICA/B o MIC es una proteina de 62KDa. MICA y MICB comparten el
84,3% de la secuencia de aminoéacidos y son altamente polimérficas. Los anticuerpos
utilizados para su deteccion reconocen un epitopo comin MICA/B [32] y por ELISA
no se puede distinguir MICA de MICB [24]. De este modo, de forma general, cuando
nos referimos a MICA en realidad nos referimos a MICs, incluyendo MICA, MICB y

todas las isoformas de estos.
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Figura 2. [20][21]: MICA y MICB se sintetizan dentro del complejo mayor de histocompatibilidad en el

cromosoma 6.

2. NKG2D: Receptor transmembrana situado en células Natural Killer (NK) y otras

células inmunes. En la respuesta inmune innata mediada por las Natural Killer, actia

como el primer receptor activador y la union de sus ligandos desencadena una

respuesta citolitica y la liberacidn de citoguinas. Este receptor también es expresado

en las células T CD8. Proporciona importantes sefiales coestimuladoras en la

respuesta immune adaptativa mediada por las células T amplificando la proliferacion

de células T y la produccion de citoquinas [33].

Entre los ligandos capaces de activar el NKG2D se encuentran: MICA/B, Proteinas

de unién a UL (UL binding proteins o ULBP), RAE-1 y H60. El homodimero de

NKG2D se une MICA/B con orientacion diagonal sobre los dominios al y a2 del

MICA/B. De este modo cada mondmero contacta con una alfa hélice. Este tipo de
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orientacion no se produce con el resto de los ligandos [34]. Para que el receptor
NKG2D pueda desencadenar una sefial es necesaria su asociacion a la proteina DAP-
10. Esta es un dimero (unido por un puente disulfuro) con un par de residuos de
acido aspartico proximo a los dominios transmembrana que se une a la arginina del
dominio transmembrana de NKG2D [35]. Cuando cada mondmero de NKG2D se une
al dimero de DAP-10 se forma una estructura hexagonal que recuerda al complejo
formado por el receptor de las células T TCR y las CD3 (figura 3). Cuando se forma
este complejo hexagonal, dominios intracitoplasmaticos de DAP-10 se unen a la
fosfatidilinositol kinasa 3 desencadenando la estimulacion de células T y la

liberacion de citoquinas (figura 4) [36, 37].
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G TCR-CD3

Figura 3. [35]: Cuando el receptor NKG2D se une a DAP-10, forma una estructura hexagonal similar a la
del TCR con las CD3
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Figura 4 [36]: MIC al unirse a su receptor NKG2D en presencia de la proteina DAP-10, desencadena una
respuesta inmune citolitica y la liberacién de citoquinas.

3. Pindpodos: Son pequefias profusiones digitiformes del endometrio (figura 5)

inducidos por el aumento de los niveles de estrégenos que aparecen a los 5-7 dias
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postfertilizacion, s6lo duran 2 o 3 dias, durante la ventana implantacional y son

fundamentales en la aposicién embrionaria [37].

Figura 5 [37]: los pindpodos son protusiones digitiformes del endometrio que aparecen durante la
ventana implantacional

4. Ventana Implantacional. Para que se produzca la implantacion debe existir una

perfecta sincronizacion entre la receptividad uterina y el embrién. La implantacion
solo puede producirse en un periodo muy concreto llamado, ventana implantacional.

Fuera de esta el embrion es rechazado [39]. Paraddjicamente, las gestaciones
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extrauterinas pueden ocurrir practicamente en cualquier sitio, 1o que pone en duda
que existan unos requerimientos inmunoldgicos especificos de ningin 6rgano para la
implantacion embrionaria fuera del Utero. Segln esto, el Utero seria el Gnico 6rgano
refractario a la implantacion embrionaria fuera de esta ventana implantacional. Sin

embargo, estudios recientes sugieren lo contrario.

5. Immunologia de la gestacion extrauterina. Se ha sugerido que los procesos

inflamatorios de las trompas, bien por infecciones cronicas o por transferencia
inadecuada en el caso de las Técnicas de Reproduccion Asistida alteraria el patron de
secrecion de citoquinas de modo que el epitelio tubarico competiria con el uterino en
cuanto a secrecién de citoquinas y moléculas de adhesion, y el embrion migraria a las
trompas [40]. Otros estudios sugieren que en las trompas de Falopio también existiria
una ventana implantacional. Se ha visto que el sistema de la IL-1 varia a lo largo del
ciclo. IL-1B y IL-1Rt se expresan tanto en epitelio proliferativo como en el secretor
aunque en mayor medida en el epitelio secretor. IL-1Rt s6lo se expresa en el epitelio
secretor. IL-1P no se expresa en el epitelio tubdrico de mujeres postmenopausicas.
Sin embargo, esta diferencia temporal en la secrecion de citoquinas no se acomparia
de una diferenciacion espacial y no se han encontrado diferencias en el sistema de la
IL-1 entre las porciones fimbrica, istmica o ampular de la trompa [41]. Esto sugiere
una influencia hormonal sobre la receptividad de los tejidos donde se puede implantar
el embrién tanto dentro como fuera del Utero. Tradicionalmente existia consenso
respecto a que la migracioén y acumulacion de células Natural Killer en el periodo
peri-implantacional era una condicion sine qua non para la adhesion e implantacion
embrionaria y que este patron de NK se encontraba alterado en las gestaciones
extrauterinas y en fallos implantacionales [42]. Sin embargo, otros estudios no

encuentran diferencias en cuanto al recuento de Natural Killer entre gestaciones que
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llegan a término, fallos implantacionales, abortos o gestaciones extrauterinas [43].

Tambien se ha visto que este reclutamiento decidual de NK se produce tanto en
gestaciones intrauterinas como extrauterinas y que depende méas de factores

hormonales que de la presencia de un embrion implantacional [44].

6. Etapas de la implantacion embrionaria: El embrién esta en la cavidad uterina

aproximadamente 72 horas antes de implantarse. Parece que esto se debe a la accion de
la glicoproteina de membrana MUC-1 que impide la implantacion antes,
relacionandose con la receptividad endometrial y la ventana de implantacion [45]. La

implantacion se produce 7 dias postfertilizacion y consta de las siguientes etapas:

I. Eclosion: por lisis de la membrana pelicida en el polo embrionario que se va a

implantar. En esta parece jugar un papel fundamental la plasmina uterina [46].

Il. Aposicion: del polo méas celular del embrion en zonas cripticas del endometrio
buscando la mayor superficie de contacto (figura 6). Los pindpodos al ser proyecciones

digitiformes, aumentarian también la superficie de contacto [37].
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Figura 6 [46]: moléculas implicadas en la aposicion embrionaria

I11. Adhesion: el embrion se fija al Gtero a través de las siguientes moléculas de adhesién:

a) Proteoglicanos: como perlecan y sydecan-1 del blastocisto que se fijan a

receptores especificos en el endometrio [47].

b) Integrinas af: son glicoproteinas heterodiméricas transmembrana del trofoblasto
gue actian como receptores especificos de moléculas de adhesion en el
endometrio. Entre estas estarian las cadherinas y selectinas y otras proteinas de la
matriz extracelular como: colageno, fibronectina, laminina y vitronectina. Parece,
por ejemplo, que el embridn se une selectivamente a la E-selectina presente en la

superficie de los pin6podos [48].
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IV. Invasion: cuando el sinciotrofoblasto entra en contacto con la sangre materna forma

las vellosidades corionicas (figura 7) que son precursoras de la placenta. Para esto es

necesario separacion de células deciduales y lisis del material extracelular [46].
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Figura 10 [46]: las vellosidades coridnicas del sinciotrofoblasto entran en contacto con la sangre materna

durante la invasién embrionaria

En este proceso intervienen:
a. Proteasas que lisan material extracelular: endopeptidasas y metaloproteasas

como colagenasas, gelatinazas y estromelisina MMPs [49].

b. Sustancias inmunosupresoras que eviten el rechazo del embrién por el sistema

immune materno como el Factor Activador de Plaquetas, hCG, EPF,
prostaglandina E2, interleuquina 1 (IL-1), interleuquina 6 (IL-6), interferon alfa
(INF-a), Factor Inhibidor de Leucemia (LIF). Aqui también se encontrarian MIC

y HLA-G.
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c. Factores troficos que faciliten la proliferacion de células embrionarias. Algunas

de las anteriores y factores de crecimiento como IGF-I, IGFBP, Factor

Estimulador de Colonias (CSF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor

de crecimiento similar al epidérmico fijador de heparina (HB-EGF) [51].

d. Factores angiogénicos que aumenta la vascularizacion a ese nivel: VCAM,

PECAM, NCAM, CEACAM [52].

e. Factores hormonales: hCG, progesterona, hormona liberadora de corticotropina

(CRH) [53] (figura 8).
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1.4. Estado actual del problema:

a) Disciplinas Relacionadas: Otros intentos de screening

bioguimico preimplantacional:

Los espectaculares resultados con el empleo de évulos de donantes dan al embrién un
papel protagonista en la implantacion embrionaria. En el dialogo embrién-endometrio y
el desarrollo de inmunotolerancia maternofetal parece fundamental la capacidad
inmunomoduladora del embriéon. Por ello se han investigado un sin fin de moléculas
que, sintetizadas por el embridn, fuesen capaces de silenciar el sistema inmunoldgico de
la madre permitiendo la implantacion embrionaria y el posterior mantenimiento del
embarazo. Los primeros intentos se llevaron a cabo con citoquinas como el LIF [50],
que producido por el sinciotrofoblasto, inhibirian la actividad de enzimas endometriales

protegiendo al embrion de ser destruido en su implantacion.

Puesto que el supuesto rechazo inmune del embrién se deberia en principio a la
expresion de MHC (Complejo mayor de Histocompatibilidad) paterno y por tanto
distinto al de la madre, se investigaron en segundo lugar moléculas relacionadas con el
MHC. Algunos autores encontraron que la expresién de HLA-G en el sobrenadante de
cultivo embrionario se relacionaba con las tasas de implantacion y sugirieron que el
HLA-G podria ser un marcador no invasivo de calidad embrionaria [54]. Sin embargo
estos resultados no han sido reproducibles por muchos autores [55]. Entre las causas de

esta discrepancia se aduce el gran polimorfismo de HLA- G [56] y la escasa sensibilidad
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de las técnicas de deteccion. En este contexto, surge una nueva molécula, MICA/B 0
MIC que influye en la invasividad tumoral y en el rechazo a transplantes por
desencadenar la actividad citolitica de las Natural Killer al unirse a su receptor NKG2D
[57]. Su descripcion en sinciotrofoblasto y sus niveles elevados en mujeres gestantes [24]
abren paso a nuevas posibles hipotesis que ayuden a entender el complejo proceso de la

inmunotolerancia maternofetal.

Con el fin de mejorar el rendimiento de las Técnicas de Reproduccion Asistida, se han
buscado numerosas moléculas que pudieran tener relacion con los resultados de FIV y
servir como screening bioquimico preimplantacional. Entre ellas destacan las citoquinas
embrionarias. Desde el EPF (Early Pregnancy Factor) [58], se han descrito multiples
moléculas tedricamente secretadas por el embrién con capacidades inmunosupresoras,
pero el papel de ninguna de estas ha sido confirmado. Sin embargo, la produccion de
citoquinas por el embrion esta bien documentada desde la etapa de pronucleo. En este
sentido, las mas importantes son la IL-1 y el LIF. En ratas cuyo sistema implantatorio
estd retardado se ha podido estudiar la influencia hormonal sobre esta produccion de
citoguinas, y se ha comprobado que hasta que no se produce elevacion en los niveles de

progesterona, el embridn no comienza a expresarlas.

I. LIF es expresado por el endometrio, pero ademas, tanto LIF como su receptor son
secretados por el sinciotrofoblasto y por el embridn preimplantacional. La sintesis de
LIF estaria estimulada por la hCG a través de la prokineticina-1[59]. Existen tres
isoformas de LIF, pero solo la soluble parece estar implicada en la implantacion. En
el citotrofoblasto, LIF inhibe la actividad gelatinasa con lo que aumenta la
invasividad del mismo. Favorece el desarrollo de células embrionarias y la

supervivencia de células endometriales. También se ha relacionado con la creacion de
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inmunotolerancia mediante la regulacion de HLA-G [47]. Parece que LIF es secretado
por células de la granulosa, células estromales y células immunes. En la fase litea
favorece la produccion de foliculos primarios a partir de primordiales. En secreciones
uterinas la cantidad de LIF es mayor en mujeres féertiles que en las infértiles o con
fallos implantacionales. Sin embargo, la administracion de LIF en mujeres con fallos
implantacionales no ha conseguido aumentar las tasas de implantacién [60]. La
concentracion de LIF en el liquido folicular se ha relacionado la calidad ovocitaria y
embrionaria encontrdndose en menores cantidades en el ovario poliquistico. Sin
embargo, la mayoria de los estudios no han podido relacionar los niveles de LIF con
las tasas de embarazo. Sin embargo, Serafin si encontr6 que las pacientes con la
proteina claudina 4 negativa y LIF positivo presentaban mayores tasas de

implantacion (p=0,003) [61].

I. La IL-1 y su receptor también son expresados por el blastocisto y el sinciotrofoblasto

ademéas de por el endometrio. Parece que es una de las primeras sefiales del
blastocisto sobre el endometrio. In Vitro, la IL-1 aumenta la secrecién endometrial de
prostaglandina E2, LIF y la subunidad o3 de integrinas. En ratones, la administracion
de antagonistas del receptor de IL-1 disminuye significativamente el nimero de
embriones implantados. La IL-1 también puede estimular la actividad MMP-9 del
trofoblasto y su expresion en células del estroma endometrial, induciendo asi la
invasion trofoblastica [47]. Parece que existe una asociacion positiva entre los niveles
de estradiol y los de IL-1, pero aqui los resultados también son paradojicos: se asocia
con mayor tasa de fertilizacion de los ovocitos pero no con la calidad embrionaria o

con tasas de implantacion [62].

I11. Interferon t. EI mantenimiento del cuerpo lGteo se produce en primates por la

secrecion de gonadotropina coridnica humana (hCG) que bloguea la luteolisis, sin
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embargo, en especies ovinas y bovinas no existe secrecion de hCG y se encontro
que existia una molécula equivalente: la Proteina Trofoblastica ovina (0TP). Al
secuenciar la molécula se vio que estaba muy relacionada con el interferon o y se
la denomind interferon t, molécula muy conservada entre especies, y que a
diferencia del interferon y que es abortivo a altas dosis, este no tiene propiedades
citotoxicas ni citostaticas para el trofoblasto que de hecho lo sintetiza. A
diferencia del interferon y ¢ incluso del interferon a, que requieren activacion
celular, la secrecion del interferon t estda programada durante el periodo
periimplantacional de desarrollo embrionario [63]. En cuanto a sus propiedades
inmunorreguladoras, en modelos murinos se ha visto que previene el aborto y
aumenta las tasas de implantacion a través de sefiales a los linfocitos Th2 a
quienes induce a la secrecion de citoquinas. También se ha comprobado que su
administracion oral resulta beneficiosa en el tratamiento de la encefalopatia
autoinmune y que posee propiedades antivirales excelentes incluso frente al HIV
[64]. Sin embargo, en humanos, aunque se han descrito moléculas equivalentes,

no se ha confirmado [48].
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b. Moléculas relacionadas con MHC: HLA-G.

La estructura molecular de HLA-G es similar a otras moléculas de MHC y esta
formada por una cadena pesada que comprende 3 dominios: al, a2 y a3 que esta unida
de forma no covalente a la B2 microglobulina [65]. Parece que la funcion de los
dominios al y a2 es unirse a antigenos peptidicos, mientras que a3 se uniria a
correceptores. HLA-G es capaz de unirse a través de la B2microglobulina y del dominio
a3 al receptor leucocitario LIR-1 y LIR- 2 y parece que también a receptores
inhibidores de los NK como el NKAT-3, evitando la activacion del sistema
inmunolodgico [66]. Distintos estudios han propuesto la produccion de sHLA-G
embrionaria como un indicador de las posibilidades de éxito de FIV [67]. Desde las
primeras investigaciones en el afio 2002, se han analizado més de 2000 sobrenadantes
de cultivo embrionario con resultados contradictorios. En los afios 80 se creia que solo
las células de la granulosa eran capaces de sintetizar HLA-I. La primera evidencia de la
expresion de HLA-G embrionaria y preimplantacional fue de Jurisicova en 1996 [68].
Segun este autor, los embriones con mMRNA de HLA-G detectable presentaban mayor
numero de blastomeras y mayores tasas de implantacion. EI primer estudio no invasivo
fue realizado en 1999 por Meniccuci, quien encontr0 HLA-I en el 90% de los
sobrenadantes de cultivo de morula [69]. Fuzzi fue el primero en detectar HLA-G en
sobrenadante de cultivo embrionario. En una muestra de 285 sobrenadantes encontro
que solo se producia implantacion cuando el ELISA con el anticuerpo MEM-G9/anti
B2microglobulina MoAb detectaba HLA-G1 o 5 [54]. Mas importante aun fueron los

estudios prospectivos Noci con 66 mujeres (figura 9) [70] y sobre todo de Sher con 482
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mujeres, quienes también utilizando este anticuerpo llegaron a similares conclusiones

[71].
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Figura 9 [70]: Las pacientes con HLA-G en al menos un sobrenadante de cultivo embrionario tuvieron

mayores tasas de implantacion y gestacion.

Posteriormente comenzaron a aparecer trabajos de otros grupos, como el de van Lierop,
en el que no se detectaba HLA-G en el sobrenadante de cultivo embrionario iniciandose
la controversia [55]. El escaso volumen de las muestras y la heterogeneidad de las
técnicas de ELISA empleadas suponia un problema. En este sentido, parece que el
anticuerpo monoclonal MEM-G9/anti beta2microglobulina era el més sensible. Van
Lierop utilizé el anticuerpo monoclonal G233 y 56B por lo que podria sugerirse que con
estos anticuerpos no se detectaba HLA-G. Sagheshima realizé un nuevo estudio en el
que utilizo distintos anticuerpos incluido el MEM-G9 y tampoco encontr6 HLA-G en
ellos [72]. Sin embargo, utilizé volumenes de aproximadamente 200ul de sobrenadante
de cultivo embrionario por embrién, por lo que podria pensarse que las muestras
estaban muy diluidas para la escasa cantidad de HLA-G que es esperable encontrar. Los

resultados en cualquier caso reactivaban la controversia.
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El problema de la escasa sensibilidad del ELISA en la deteccion de HLA-G es
apararentemente solventada por Rebman a través de la tecnologia de Luminex, que
mediante amplificacién con microesferas permite detectar HLA-G en muestras de tan
s6lo 10ul en 1,5 horas. En 2007 Rizzo vuelve a asegurar que existe HLA-G, no solo en
el sobrenadante de cultivo embrionario, sino también en el liquido folicular y describe
una relacion entre ellos [74]. EI HLA-G del liquido folicular es el doble que en plasma.
Distintos estudios han demostrado que en estadios iniciales del ovocito fecundado, la
transcripcion esta silenciada y que la activacion del genoma embrionario empieza en el embrion
entre 4 y 8 células a las 70 horas postfecundacién [75]. Esto hace pensar que la sintesis de HLA-
G ovocitaria resulta muy importante en el sobrenadante de cultivo embrionario y que la
deteccion de HLA-G soluble en el liquido folicular podria ser una alternativa interesante para la
seleccién ovocitaria [74]. La seleccidén ovocitaria supone una alternativa prometedora ya que
ayudaria a solventar el problema ético del exceso de embriones y la seleccion embrionaria. No
podemos olvidar que en paises como Italia y Alemania la legislacion es mas restrictiva a este
respecto. Sin embargo, en la reunién organizada por EMBIC en Junio de 2008 sobre HLA-G y

en la que tuve el honor de participar, la controversia continua, y tampoco HLA-G parece tener

utilidad clinica a la hora de seleccionar embriones u ovocitos.
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c. Disciplina inmediata: Inmunologia de MIC. ;Tiene valor

pronéstico en FIV?

1. Natural Killer e implantacion. La accion de MIC se debe a la union de esta a su

receptor NKG2D presente fundamentalmente en células Natural Killer (NK) y en algunos
linfocitos T [22]. Las células Natural Killer son fundamentales para la implantacién
embrionaria. Son capaces de sintetizar citoquinas necesarias para la angiogénesis, el
desarrollo placentario y el establecimiento de la gestacion. Sin embargo un nimero elevado
de células natural Kkiller uterinas se relaciona con fallos implantacionales [76]. Las células
Natural Killer uterinas tienen un patrén fenotipico especial: CD56brightCD16dim (CD56
fuerte y CD16débil) [77]. Durante la implantacion embrionaria y las primeras fases de la
placentacion existe un aumento de las mismas que esta inducido por la hCG a través del

receptor de manosa MR, CD206 [78].

2. Requlacion de la expresion de MIC. MIC se expresa de forma constitutiva en

células endoteliales, fibroblastos, epitelio intestinal y células dendriticas y especialmente en
la serie mielomonaocitica, sobre todo linfocitos. Las células Natural Killer poseen dos tipos de
receptores: activadores e inhibidores [18]. Los KIR son receptores que se inhiben cuando se
les une una célula con la molécula MHC-I porque se reconoce como célula propia. Si la
célula no presenta MHC-I propio se desencadena la respuesta inmune. El propio receptor

desencadena esta respuesta inmune [79]. El receptor NKG2D sin embargo, es un
receptor activador que se activa con la unién de sus ligandos. Se ha descrito que los
ligandos de NKG2D, incluido MIC, surgen de células dafiadas y desencadenan una

respuesta inmune frente a dichas células, pero curiosamente también se expresan de



INTRODUCION

forma constitutiva en las células previamente mencionadas: linfocitos, fibroblastos,
epitelio digestivo...etc [80]. Parece que en estos casos la activacion del sistema
inmune estaria controlada porque existe una importante regulacion de su expresion.
Tantos factores transcripcionales como el ORF como microRNA se unirian a
determinadas secuencias conservadas de MIC reduciendo su expresion. Esto evitaria
el desencadenamiento de la respuesta inmune frente a células sanas. Parece que este
mecanismo de autocontrol se perderia en células tumorales o dafiadas [81]. MIC se
sobre expresa en condiciones de estrés celular como el dafio térmico, infecciones
virales, tumores, enfermedades inflamatorias y autoinmunes. La alteracion del
complejo mayor de histocompatibilidad | en la alopecia areata estd descrita desde
1994 [82]. Se ha descrito expresion de MIC en células infectada por el virus de la
hepatitis C [16], en la enfermedad de Crohn [83], en la colitis ulcerosa [17, 80],
mieloma multiple [18], leucemias [19], melanoma, cancer de pulmén, de mama,
ovario, prostata y cancer de colon [20]. En estos casos, la expresion de MIC supone un
mecanismo de defensa de modo que el sistema inmune eliminaria células dafiadas.
Sin embargo, expresion de determinadas isoformas de MIC por parte de las células
infectadas por el citomegalovirus, seria uno de los factores que cronificarian la

infeccion [85]. Por tanto, la expresién de MIC no siempre alerta el sistema immune.

3. Escape inmunoldgico: La unién del MIC de membrana a su receptor el NKG2D

en presencia de la proteina DAP 10, desencadena actividad citolitica y secrecion de
citoquinas [86]. Sin embargo, la union de MIC soluble silenciaria el sistema
inmunoldgico. Parece que esta forma soluble produce una regulacion a la baja de los
receptores NKG2D y que este seria un mecanismo que algunos tumores utilizan para
escapar del sistema inmunoldgico del huésped [22]. Al unirse MIC soluble a NKG2D

se produciria una endocitosis de estos receptores [24].
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Tamaki encontr6 que en aquellos pacientes con carcinoma oral escamocelular que
presentaban niveles de MIC <50 pg/ml presentaban una supervivencia
significativamente mayor que cuando MIC fué > de 50 pg/ml [22]. Se ha discutido
mucho cual era el origen de esta forma soluble, pero segin las dltimas
investigaciones realizadas por Waldhauer, el MIC soluble procede de la liberacion del
MIC de membrana por enzimas metaloproteasas [23]. Por otra parte se ha visto que la
produccién de proteasas es muy importante en la implantacion embrionaria. El
citotrofoblasto secreta una increible cantidad de metaloproteasas. Algunas son
especificas del primer trimestre y otras se secretan durante todo el embarazo. En
concreto MMP-2, MT2-MMP, TIMP-2 y TIMP-3 se asocian a un fenotipo
especialmente invasivo y a su vez las metaloproteasas secretadas por el trofoblasto
regulan la secrecion de las metaloproteasas deciduales [87]. Parece por tanto, que la
secrecion de metaloproteasas por parte del embridn no sélo contribuye a la lisis de la

matriz extracelular sino también a la inmunomodulacion de MIC en la implantacién.

4. MIC embrionario. Al igual que MIC soluble parece contribuir a la invasion

tumoral [22], MIC embrionario ayudaria a la invasion trofoblastica contribuyendo a la
inmunotolerancia maternofetal [24]. Se ha descrito MIC en el sinciotrofoblasto desde
el primer trimestre. Por microscopia electrénica se observé que MIC se sitla en
vacuolas citoplasmicas de unas 2um que a su vez contienen pequefias microvesiculas
granulares de MIC de 60 nm que se distribuyen fundamentalmente a nivel apical,
basal y en el Golgi. Las vacuolas de MIC migrarian desde la parte basal de la célula
al polo apical donde al fusionarse con la membrana celular liberarian las

microvesiculas de MIC al espacio maternofetal (figura 10) [24]
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Figura 10 [24]: MIC se expresa en microvesiculas en la superficie apical del sinciotrofoblasto.

Estudios posteriores no han podido confirmar la existencia de MIC trofobléastica [65],
pero Mincheva-Nilson observé que los niveles plasmaticos de MIC eran
significativamente mayores en mujeres embarazadas y que en estas los receptores
NKG2D de los PBMC (Células Mononucleares de Sangre Periférica) estaban
disminuidos. También observo que en cultivos celulares con suero de mujer gestante
la actividad citolitica de las Natural Killer estaba inhibida y que esta actividad
citolitica se recuperaba afiadiendo anticuerpos anti-MIC (figura 11). De acuerdo con
estos datos, MIC juega un papel fundamental en invasion trofoblastica y previene el

rechazo inmunolégico de la madre hacia el feto [24].
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Figura 11: los anticuerpos anti-MIC bloquean el efecto inmunosupresor del suero de mujer gestante

5. Valor predictivo en la implantacion. Parece l6gico pensar que si MIC es

importante en la implantacion embrionaria, su determinacion tenga un valor
prondstico de los resultados de FIV. También parece evidente que si MIC contribuye
a la inmunotolerancia maternofetal, mayores niveles de MIC se asocien a mayores
tasas de gestacion. Sin embargo, en el estudio de Porcu-Buisson se describe todo lo
contrario. Los niveles de MIC en plasma en mujeres que posteriormente conseguian
gestacion era significativamente mas bajo (2,5ng/ml frente a 12ng/ml) que en
aquellas que no lo conseguian. A su vez, en las mujeres que conseguian gestacion, los
niveles de MIC fueron significativamente mas altos (11,12ng/ml versus 2,18 ng/ml)
en aquellas en las que se produjeron abortos (figura 12). Es importante sefialar que
las determinaciones de MIC en este estudio se hicieron antes de empezar la
estimulacion ovérica de las pacientes [26]. Estos resultados, aunque paradojicos, son
los dnicos que sepamos se han publicado relacionando niveles de MIC vy la

implantacion y al igual que ha sucedido con otras moléculas con las que se ha
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intentado el diagnostico bioquimico preimplantacional, sitdan el papel de MIC en la

implantacion bajo controversia.
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Figura 12: las pacientes con mayores niveles de MIC presentaron menores tasas de implantacion vy

mayores tasas de abortos.
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Hipotesis y Objetivos

a) Hipodtesis de trabajo

En el disefio de este estudio partimos de la siguiente hipotesis. MIC es secretado por el
embrion preimplantacional [24] y por tanto deberia ser detectado por ELISA en el
sobrenadante de cultivo embrionario. EI MIC de las primeras etapas embrionarias
proviene del RNA mensajero ovocitario ya que en las primeras etapas embrionarias el
genoma esta silenciado por mecanismos epigenéticos [88]. EI MIC ovocitario deberia ser

detectado en los liquidos foliculares.

Al igual ocurre en algunos tumores, el MIC soluble silenciaria el sistema inmunolégico
del huesped, en este caso la madre, de modo que su expresion se asociaria a mayores
tasas implantacionales y menores tasas de aborto en contra de lo que describe Porcu-

Bouisson [26].

La sintesis embrionaria de MIC deberia contribuir a los niveles plasmaticos de modo

que estos serian mayores en mujeres con prueba de embarazo positiva.

Si el ovocito es capaz de secretar MIC, la estimulacion ovarica con gonadotropinas
deberia asociarse a mayor liberacion de MIC puesto que hay un mayor desarrollo
ovocitario y probablemente también por una mayor actividad MAPK del cimulo [89]. A
su vez, la expresion de MIC plasmatica y folicular deberia ser proporcional a la

respuesta ovarica y al nimero de ovocitos obtenidos.

La respuesta ovarica se asocia a parametros de buena reserva ovarica como el recuento
de foliculos antrales o los niveles de FSH [90]. Por tanto, las pacientes con mayor

recuento de foliculos antrales y menores niveles de FSH deberian expresar MIC con
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mayor frecuencia. Si MIC juega un papel favorable en la inmunologia de la
implantacion, seria esperable que se asocie también a una mejor calidad embrionaria, y
si es proporcional al nimero de ovocitos se asociaria también a mayor nimero de

embriones obtenidos.

Puesto que la edad de la mujer continla siendo fundamental e influye en otros
marcadores de respuesta ovarica [91], también seria esperable que la expresion de MIC

sea mayor en mujeres mas jovenes.

Si MIC se relaciona con la respuesta ovéarica y con las tasas de implantacion, podria
tener un valor predictivo importante en los ciclos de FIV y servir de marcador
bioquimico preimplantacional no invasivo a la hora de seleccionar ovocitos y sobretodo

embriones.

En el complejo equilibrio que lleva a la inmunotolerancia maternofetal, es esperable que
méas moléculas estén implicadas y que a su vez estas se relacionen con MIC. El hecho
de que MIC sea una molécula muy polimoérfica [92] nos hace pensar que debe haber
isoformas implicadas en la estimulacion de la ovulacién, no detectables por ELISA. Por
ello seria necesario el analisis protedmico de los liquidos foliculares para detectar otras

proteinas relacionadas con MIC e incluso isoformas de estas.
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b) Objetivos:

Para mejorar el rendimiento de las técnicas de reproduccion asistida es necesario
seleccionar aquel embrién con mayor potencial implantatorio. Sin embargo, los criterios
de seleccion embrionaria, fundamentalmente morfoldgicos, aunque exhaustivos resultan
insuficientes [93]. En este sentido, el mejor conocimiento de los mecanismos de
tolerancia inmunoldgica implicados en la implantacion, con frecuencia infraestimados,
podria aportar nuevos parametros bioquimicos para evaluar las posibilidades de éxito en
técnicas de reproduccion asistida. El descubrimiento de nuevos métodos de screening
bioguimico ademas de ayudar a una clasificacion embrionaria mas completa y

exhaustiva, presenta la ventaja frente al screening genético, de no ser invasiva [94].

Aunque el embrion posee HLA de origen paterno y seria esperable una reaccién de
rechazo inmunoldgico en la madre, esto no s6lo no ocurre, sino que la madre desarrolla
un ambiente de perfecto equilibrio inmunoldgico para la implantacién embrionaria [95].
Numerosas moléculas implicadas en la respuesta inmunologica se han intentado
relacionar con la respuesta a los tratamientos de FIV e incluso con la calidad
embrionaria [50, 51, 54, 60]. Sin embargo, ninguna ha demostrado utilidad clinica para
seleccionar ovocitos o embriones. Se ha propuesto que la molécula MICA/B ¢ MIC esta
involucrada con la invasion trofoblastica [24]. La unién de MIC de membrana
desencadena una respuesta inmunolégica por la activacion de los linfocitos T y la
liberacion de citoquinas. Sin embargo, cuando MIC es liberado en su forma soluble,

parece tener un efecto contrario y bloquea la respuesta inmunolégica. Esto ha sido
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propuesto como un mecanismo de evasion inmune en algunos tumores [22]. MIC

también se ha involucrado en el rechazo a trasplantes [96], eliminacion de células
infectadas por el virus de la hepatitis C [16] y en enfermedades autoinmunes como la
enfermedad de Crohn [83] y la Colitis Ulcerosa [17, 80]. En la implantacion embrionaria
parece también que MIC es liberado por el sincitiotrofoblasto ya en el primer trimestre y
que bloquea la actividad citolitica de las Natural Killer. En este sentido parece que la
produccién de MIC seria beneficiosa para la inmunotolerancia maternofetal [24]. Sin
embargo, un estudio posterior asocia mayores niveles de MIC con peores tasas de
implantacion y mayores tasas de abortos [26]. El objetivo de nuestro estudio es aclarar
esta controversia y profundizar en el papel que cumple MICA en la implantacién
embrionaria. De esta manera esperamos encontrar nuevos marcadores bioquimicos de
aplicabilidad clinica en los tratamientos de reproduccion asistida. Para ello realizaremos
mediciones de MIC por ELISA en el liquido folicular, sobrenadante de cultivo
embrionario, suero sanguineo y sobrenadante de cultivo de las células de la granulosa.
Para evaluar la relacion de MIC y los tratamientos de reproduccién se compararan
distintos tratamientos entre si y para estudiar su relacion con la reserva ovérica se
estudiaran distintos grupos etioldgicos. De esta manera, buscaremos posible
asociaciones entre los niveles de MIC y parametros clinicos, fundamentalmente: reserva
y respuesta ovarica, calidad ovocitaria y embrionaria, tasas de implantacion y niveles de

estradiol.
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Por tanto los objetivos de este estudio son:

1. Ver si existe secrecion de MICA/B o MIC en el embridn preimplantacional detectable

por ELISA.

2. Determinar si exite MIC en el liquido folicular.

3. Estudiar como afecta la estimulacion ovarica y la gestacion en estadios incipientes

sobre los niveles séricos de MIC.

4. Valorar la posible asociacion entre la expresion de MIC y la respuesta a la
estimulacién con gonadotropinas en cuanto al numero de ovocitos y numero de

embriones obtenido.

5. Comparar la expresién de MIC en pacientes con distinta etiologias de infertilidad y

distinta reserva ovaérica.

6. Comprobar si la expresion de MIC se asocia con las tasas de implantacion

7. Relacionar la expresion de MIC con la calidad embrionaria valorada segun criterios

morfoldgicos

8. Buscar mediante estudio proteomico de los liquidos foliculares otras posible
isoformas de MIC no detectadas por ELISA y otras proteinas relacionadas con su

expresion.

9. Buscar otras proteinas relacionadas con MIC en la inmunologia folicular.

10. Analizar si la expresion de MICA tanto en el sobrenadante de cultivo embrionario,
en el liquido folicular o en el suero tienen un valor predictivo en los resultados de

FIV.
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Material y Métodos

3.1. Problemas de investigacion:

Si realmente MIC juega un papel immunomodulador en la implantacion embrionaria
seria esperable que mayores niveles de MIC se asociaran con mejores resultados

implantatorios.

|. El hecho de que estudios posteriores indiquen lo contrario sugiere:

a) Otros factores. Los niveles de MIC podrian depender de algun otro factor que no se

haya tenido en cuenta.

b) Momento implantacional. Los niveles de MIC influyen en la implantacion
embrionaria de distinta manera segin el momento del ciclo o si es pre o
postimplantacién. En este sentido, los niveles de MIC previos al inicio de

estimulacidn ovarica podrian variar tras el tratamiento con gonadotropinas.

¢) Rango de concentraciones. Existe un rango en las concentraciones de MIC aun no
establecido que favorecen la implantacion embrionaria y que por encima o por debajo
de estas el efecto sea negativo. En cualquier caso, la mejor forma de establecer la
posible asociacion entre la expresion de una molécula y la capacidad implantatoria de

un embrion seria lo que se expone a continuacion.



Material y Métodos

1. Analisis de Células Embrionarias.

a) PCR. Determinar mediante PCR si la presencia de ARN mensajero (ARNm) de MIC
en células embrionarias se relaciona con mejores tasas de implantacion. Esto
supondria la destruccion de las células embrionarias por lo que este procedimiento es
inviable. No sélo no es factible por motivos éticos, sino que si se destruyen las
células embrionarias tampoco se puede estudiar la capacidad implantatoria posterior
del embrién. Unicamente cabria la posibilidad de hacer PCR de s6lo una o dos
células, como cuando se realiza Diagnostico Genético Preimplantacional (DGP), pero
esto aparte de envidentes problemas técnicos, plantea el problema ético de realizar
una biopsia embrionaria, que es una técnica altamente invasiva, con fines puramente

cientificos.

b) Citometria de flujo. Medicion del MIC de superficie por citometria de flujo. Esta

posibilidad plantea varios problemas. Hacer citometria de flujo de un nimero de
celulas tan escaso como el que puede tener un embrion preimplantacional presenta
claros problemas técnicos. Aunque las células no se destruyen, la pérdida de células
embrionarias supone los mismos problemas éticos que en el caso de la PCR. Sélo
permite estudiar el MIC de membrana, y los estudios parecen apuntar que el MIC

soluble tiene una funcion distinta del MIC de membrana.



Material y Métodos

I11. Medicion de MIC soluble en el sobrenadante de cultivo

embrionario.

a) Mediante ELISA. Esto se ha intentado hacer con el HLA-G soluble con resultados

muy dispares. Entre las causas de esta controversia se encuentran las siguientes.

1. Las cantidades que se espera detectar son infimas y estan en el limite de deteccion

de la mayor parte de los ELISA.

2. La heterogeneidad de los medios de cultivo utilizados podrian influir en la

disparidad de los resultados obtenidos.

3. Los distintos voliumenes de medio de cultivo empleado y la propia técnica de

cultivo pueden hacer variar los resultados.

4. Muestras mayores aumentan la dilucién de la molécula y con ello disminuyen las

probabilidades de deteccion.

5. Muestras menores a 100 pl, aunque estén mas concentradas no alcanzan el

volumen minimo necesario para la mayor parte de los ELISAS.

6. La pelicula de aceite con que se suele cubrir las microgotas para evitar la

evaporacion del medio de cultivo podria alterar la deteccion de la molécula.

En cualquier caso, el analisis de la mezcla de varios sobrenadantes de escaso volumen
(mayor concentracion) podria ser bastante orientativo, de modo que si se detecta MIC
sabremos que el embridn lo expresa en fase preimplantacional, y aunque la cantidad no
se pueda asociar con la capacidad de implantacion de un determinado embrion, si se

puede buscar asociacion con el resultado global.
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b) Estudio del sobrenadante de cultivo embrionario mediante protedmica. Presenta el

problema que la mayor parte de los medios de cultivo poseen importantes cantidades
de albumina. Puesto que el peso molecular de MIC y el de la albimina son similares,
presentan reactividad cruzada. Ademas, la gran cantidad de proteinas del medio de
cultivo da una importante sefial de fondo que hace dificil discriminar las proteinas del
sobrenadante. Los métodos protedmicos mas modernos y sensibles como el SELDI-
TOF presentan el inconveniente de separar pesos moleculares, pero no identifican las

proteinas

¢) Estudio del sobrenadante de cultivo embrionario mediante la tecnologia Luminex. Ha

dado buenos resultados con HLA-G pero en el caso de MIC no parece viable debido

al gran polimorfismo de la molécula.

1V. Estudio de liquidos Foliculares.

Puesto que existe un periodo de entre 48 y 72 horas durante el cual el genoma
embrionario esta silenciado [88], cabe la posibilidad que MIC tuviese un origen
ovocitario y se pudiese medir en el liquido folicular [97], pero esto también plantea las
siguientes dificultades. Para asociar la secrecién de MIC con la capacidad implantatoria
del embrion al que dara lugar el ovocito seria necesario aislar el liquido de cada foliculo
lo que complicaria, enlenteceria la labor clinica y aumentaria el riesgo para la paciente
al aumentar el tiempo de sedacion. Aln en el caso de poder hacerse, la secrecion de
MIC de un unico ovocito seria muy baja y dificil de detectar. EI MIC detectado en el
liquido folicular no se puede asegurar que provenga del ovocito, ya que existen también
las células de la granulosa. Algunos autores incluso admiten la presencia de células

inmunes en el foliculo ovarico [77]. En cualquier caso, siempre puede provenir de
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contaminacion sanguinea aunque no sea macroscopicamente apreciable. Sin embargo, la
medicién de MIC en el liquido folicular puede aportar bastante informacién. Si es

positivo pueden existir las siguientes posibilidades.

a) Que esté en cantidades inferiores al MIC en suero. Esto podria deberse a

contaminacion sanguinea.

b) Que esté en cantidades iguales o superiores, con muestras sin aparente contaminacion
macroscopica, sugeriria sintesis por parte del ovocito, células immunes foliculares o
de las células de la granulosa. Si este fuese el caso, se podria proceder al cultivo de
células de la granulosa. Si MIC no se detecta en el sobrenadante de dicho cultivo,
cabria considerar la sintesis ovocitaria o de las células immunes foliculares si es que

admitimos su existencia.

La presencia de MIC en suero ya ha sido descrita, probablemente por secrecion
endotelial y linfocitaria. Sin embargo, la relacion entre la expresion de MIC vy los
resultados de FIV resultan contradictorios con los conocimientos previos. En el estudio
de Porcu-Buisson [26], las determinaciones de MIC se realizan antes de la estimulacion
ovocitaria por lo que seria interesante ver como son los niveles de MIC después de la
misma y si guardan relacion con algun otro parametro clinico a parte de las tasas de
implantacion o de abortos. Segun los estudios de Mincheva-Nilson [24] el
sincitiotrofoblasto es capaz de sintetizar MIC ya en el primer trimestre del embarazo,
pero no especifica en qué momento. La medicion de MIC a los 15 dias de la
transferencia embrionaria junto con la prueba de embarazo, podria ayudar a establecer a
partir de qué momento comienza MIC a tener un papel relevante en la immunologia de
la gestacion. Si la expresion de MIC en pacientes con prueba de embarazo positiva
fuese significativamente mayor que en aquellas con prueba de embarazo negativa, se

podria sugerir una sintesis muy precoz e incluso periimplantacional.
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3.2. Justificacion de la investigacion y Metodologia:

a) Parece por tanto razonable para conocer mejor el papel de MIC en la inmunologia de
la implantacion y su medicion por ELISA en el sobrenadante de cultivo embrionario.
Si MIC es detectable por ELISA en el sobrenadante de cultivo embrionario de
embriones de 72 horas, se puede buscar asociacién entre su presencia, la calidad
embrionaria y las tasas de implantacion. La busqueda de marcadores bioquimicos de
calidad embrionaria ayudaria a una mejor seleccion de los mismos y podria disminuir
la necesidad de andlisis invasivos como el Diagnostico Genetico Preimplantacional

(DGP).

Para una primera aproximacion habria que mezclar varios sobrenadantes para intentar

alcanzar los limites de deteccion de la técnica.

b) En segundo lugar seria interesante medir MIC en el liquido folicular. No se ha descrito
la presencia de MIC en el liquido folicular. Su presencia, excluyendo contaminacion
sanguinea, sugeriria sintesis ovocitaria, por las células de la granulosa o por células
inmunes foliculares. En cualquier caso podria aportar informacion sobre calidad
ovocitaria y respuesta ovarica. Si el andlisis del liquido en conjunto se relaciona con
calidad ovocitaria, el hallazgo de nuevos parametros que ayuden a la seleccién

ovocitaria permitiria disminuir el problema ético de los embriones sobrantes.

c) El estudio de sobrenadante de cultivo de celulas de la granulosa ayudaria a dilucidar el

origen del MIC encontrado el liquido folicular.

d) Suero: Este estudio ya ha sido realizado previo a la estimulacién ovarica [26], pero
seria de gran interés conocer la expresion de MIC tras la estimulacion ovarica, y en

concreto, a los 15 dias de la transferencia embrionaria. Esto permitird ver si la
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expresion de MIC se ve alterada por la estimulacion ovérica con gonadotropinas y si

en estadios precoces del embarazo se altera la cantidad de MIC plasmatico.

e) Analisis protedmico de los liquidos foliculares. Si existe distinta expresion de MIC en
el liquido folicular en funcién de la calidad ovocitaria y la respuesta ovarica esto se
traducird en distinta expresion protedmica de los liquidos foliculares. El analisis
protedmico puede sugerir la presencia de nuevas proteinas relacionadas con MIC que
influyan en la respuesta a los tratamientos estimuladores de la ovulacion. No se puede
olvidar que dado el gran polimorfismo de MIC, el andlisis exclusivo por ELISA

podria no detectar isoformas de MIC con relevancia clinica.
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3.3. Protocolo de Investigacion.

Este es un estudio prospectivo realizado en 364 mujeres sometidas a Técnicas de
Reproduccién Asistida. Se incluyeron 92 pacientes del Hospital Universitario Madrid
Monteprincipe y 272 de GINEFIV. Cada paciente dio consentimiento informado por
escrito del procedimiento a realizar como parte del tratamiento de rutina (apéndices pgs
141-143). El protocolo fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Universitario La
Paz (apéndices pg 144-145). El estudio se financid gracias a una beca para proyectos de
aplicacion clinica concedido por la Fundacion para la Investigacion Biomédica del

Hospital Universitario la Paz (apéndices pg 146).

364 patients

Follicular MIC
Serum MIC

216 + 92 + 337 & 9

Fresh IVF with own oocytes Em@)r.yo Artifitial
recipients Insemination

Figura 13: distribucion de pacientes en subgrupos
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a. Estratificacion en subgrupos:

Para valorar como influyen los distintos tratamientos en la sintesis de MIC se
comparararon: ciclos de FIV con oOvulos propios, ciclos de recepcion ovocitaria,
transferencia de desvitrificados e inseminacion artificial (figura 13). A su vez, dentro
del primer grupo se incluyeron pacientes con distinta reserva ovarica a fin de estudiar su

relacién con la expresion de MIC

b. Protocolo clinico.

De los ciclos de FIV/ICSI se realizé ICSI en el 81% de los casos, FIV en 5% y técnica
mixta en el 14%. Las indicaciones clinicas para el estudio fueron: endometriosis, ovario
poliquistico, fallo ovarico, infertilidad de origen desconocido, factor tubérico, factor
masculino y donates de ovocitos. Entre los criterios de exclusién destacan:
hiperprolactinemia y otros transtornos ovulatorios, edad mayor de 50 afos,
enfermedades estrogenodependientes e infeccidn por el HIV. La estimulacion ovérica
para la obtencién de multiples ovocitos se realizdé con inyecciones diarias de FSH
recombinante (Puregon ® Organon o Gonal ® Merck-Serono) desde el segundo dia de
ciclo. En un 30% de los casos, fundamentalmente por encima de los 36 afios, se utilizd
efecto LH complementaria, un 91% en forma de HMG urinaria (Menopur ® Ferring) y
un 9% LH recombinante (Luveris ® Merck-Serono). Las dosis totales de FSH
administrada fueron entre 725 y 5325U1 (Media 4147). En el 66% de los casos se utilizd
un protocolo largo con agonistas desde el dia 21 del ciclo previo con 0,2mL/dia acetato
de leuprorelina (Procrin ® Abbot). En el 44% de los casos se utilizé un protocolo corto
con antagonistas. Para evitar la luteinizacion prematura de los foliculos en este ultimo,

se administrd 0,25mg/dia de ganirelix (Orgalutran ® Organon) o cetrorelix (Cetrotide ®
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Merck-Serono) en pauta variable, es decir cuando al menos un foliculo alcanza los 13-
14mm. En la pauta de antagonistas se administraron anticonceptivos en el ciclo previo.
La maduracion final de los ovocitos se realiza cuando se objetivan al menos 3 foliculos
con un diametro medio de 17mm previa medicion de los niveles de estradiol. Esta se
consiguid con la administracién de gonadotropina coriénica humana hCG 10000 Ul
(Ovitrelle 250pg ® Merck-Serono), salvo en casos grave riesgo de hiperestimulacion
ovarica en cuyo caso administramos triptorelina 0,2mg, (Decapeptyl ® Ipsen Pharma).
Consideramos que existe tal riesgo cuando los niveles de estradiol son superiores a
3500pg/ml, existe méas de 150pg/ml de estardiol por foliculo maduro (>16mm) o cuando
hay méas de 15 foliculos maduros. Los ovocitos fueron recuperados mediante puncion
transvaginal ecoguiada 36 horas después de la administracion de hCG o triptorelina. El
liquido folicular de cada paciente se aspird de forma conjunta. La centrifugacion y la
congelacion de los liquidos se realizaron el mismo dia de la puncion para evitar la
accion de proteasas sobre las proteinas foliculares. Cada ovocito fertilizado se incub6 en
una microgota de 30 microlitros de medio de cultivo bajo una fina capa de aceite
mineral para evitar la evaporacion durante 72 horas. Durante este tiempo se
mantuvieron los embriones a 37°C y 6% de CO2 observando su evolucion con un
microscopio de 600 aumentos cada 24 horas. Al cabo de este tiempo se seleccionaron
los embriones supervivientes en funcion de: velocidad de division, bloqueo
embrionario, tamafio y simetria celular, aspecto del citoplasma, grosor de la zona
pelicida, nimero de blastomeras multinucleadas, tipo y porcentaje de fragmentacion de
blastomeras. Se transfirieron entre 1 y 3 embriones para lo cual, se limpid el cervix con
suero fisioldgico, se aspird el moco cervical, se cargd la jeringa con 0,02ml de medio
de transferencia y se transfirieron los embriones con una canula flexible (Labotec ®). El

apoyo a la fase latea se realizd con progesterona natural micronizada (Progeffik ®
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Effik) por via vaginal en dosis de 200mg/8horas desde la puncion folicular. Las
pacientes guardaron reposo relativo las 48 horas siguientes a la transferencia. A los 15
dias de la transferencia se realizd una prueba de embarazo en sangre y se considero
implantacion positiva cuando la B-HCG en sangre se situd por encima de 25muUl/ml.
Consideramos tasa de gestacion bioquimica el nimero de B-HCG positivas dividido
entre el nimero total transferencias realizadas. Tasa de gestacion clinica seria el nimero

de sacos gestacionales evidenciados ecograficamente por transferencia.

c. Clasificacion de pacientes:

Las pacientes fueron clasificadas en funcion de la reserva ovarica valorada por los
niveles de FSH en el tercer dia del ciclo y el recuento de foliculos antrales en la primera
visita. Consideramos alta reserva ovarica FSH <10, >10 foliculos antrales de media por
ovario. En baja reserva se englobaron pacientes con FSH >10mUl/ml y <5 foliculos
antrales por ovario. Las pacientes con entre 5y 10 foliculos antrales y FSH < de 10 se
consideraron normoovuladoras. Segun esto y otros parametros clinicos se hicieron cinco
grupos de pacientes: sindromes de ovario poliquisticos, donantes, pacientes
normoovuladoras, endometriosis y baja reserva ovarica. Las pacientes con ovarios
poliquisticos presentan alta reserva ovarica por definicion (mas de 10 foliculos antrales
por ovario). En el grupo de donantes el 25% presentaron alta reserva ovérica. Las
donantes con menos de 5 foliculos antrales se excluyeron. Entre las pacientes
normoovuladoras incluimos fundamentalmente aquellas con esterilidad de origen
desconocido, factor masculino y factor tubarico. Entre las pacientes con baja reserva

tendriamos dos grupos. Pacientes con factor etario (edad >39 afios) y otro grupo de
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mujeres menores de 39 afios que presentan una disminucion de la reserva ovarica sin

causa aparente pero con reglas normales y que hemos Ilamado fallo ovérico oculto.

En los ciclos de recepcion embrionaria se administraron 2 a 4 mg/dia de valerato de
estradiol. En este grupo incluimos tanto las receptoras de ovocitos como los ciclos con
embriones congelados. La transferencia de los mismos se realiz6 cuando el endometrio

alcanz6 un minimo de 8mm.

d. Recogida de Muestras.

»Liquidos foliculares. Los liquidos macroscépicamente hematicos se
excluyeron. Tras aislar los ovocitos se centrifugaron los liquidos foliculares no
hematicos durante 10 minutos a 3000rpm acumulandose dos muestras de cada

liquido que se congelaron a -20°C en criotubos de 2 ml (figura 14).

= Sobrenadantes de Cultivo Embrionario. Tras la transferencia embrionaria se
recogieron los sobrenadantes de cultivo embrionario. En la mitad de los casos se
aislo el sobrenadante de cada embrion (25 muestras). En la otra mitad se
mezclaron en el mismo tubo de PCR (200ul) los sobrenadantes de todos los
embriones transferidos juntos (25 muestras). También se recogieron unos 20
sobrenadantes de los embriones no transferidos que se dejaron evolucionar a

blastocistos.

= Sobrenadante de cultivo de células de la granulosa. En casos en los que se
realizd ICSI, entre 2 y 4 horas después de la puncién se separ6 el ovocito de las
células del cumulo con una solucién de hialuronidas de 80Ul/ml y pipetas
pasteur. Las células de la granulosa aspiradas se cultivaron durante 7 dias a

37°C.
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= Suero. A los 15 dias de la transferencia embrionaria se realizé una prueba de
embarazo en sangre. Para ello se separ0 el suero de cada muestra en un tubo de
bioquimica de 5ml. Tras la determinacion de los niveles de PHCG el suero
sobrante se congelé a -20°C y las muestras se almacenaron debidamente

etiquetadas para su analisis posterior.

Liquidos foliculares.

Puncioén Folicular

@ 20O O 0.

B Centrifugado 15 minutos a
Sobrenadante de Cultivo 3000rpm

Embrionario

Eliminacion de muestras hematicas
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Figura 14: se analiz6 MIC en los liquidos foliculares, sobrenadante de cultivo embrionario y suero a los 15

de la transferencia

c. Analisis de las muestras: deteccion de MICA.

Se determiné la concentracion de MIC en los liquidos foliculares, sobrenadantes de
cultivo embrionario, sobrenadante de cultivo de células de la granulosa y suero
utilizando el ELISA comercial para la deteccion de MICA de R&D. Todas las muestras
se hicieron por duplicado. El limite de deteccion del mismo fue de 62,5pg/ml. EIl kit
utilizado fue el Duoset DY 1300. El anticuerpo de captura utilizado fue el anti-MICA de

raton 841614 y el anticuerpo de deteccion el anti-MICA de cabra biotinilado 841614,
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ambos de R&D. Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente
inmediatamente antes de la realizacion del ELISA Para preparar la recta patrén se
realizaron diluciones seriadas de la solucion estdndar de MICA recombinante,
inicialmente a 220ng/ml a 4000, 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 y 31pg/ml (8ul de
solucion estandar en 400ul de reactivo diluyente). Para preparar las placas en primer
lugar se diluy6 en PBS el anticuerpo de captura a la concentracion de trabajo, en este
caso de 360ug/ml a 2pg/ml. Se cubrieron los 96 pocillos de cada microplaca con 100ul
de dicha dilucién. Las placas selladas se incubaron a temperatura ambiente durante
12horas. Tras aspirar el contenido de cada pocillo se lavaron las placas con 200ul de
buffer de lavado (0,05% Tween 20 en PBS) por placa. Este se dejo 5 minutos por placa.
El lavado se repitié 3 veces y después de cada uno se secé la placa debidamente. Cada
pocillo se llend con 200ul de reactivo de dilucion (BSA al 1% en PBS) para bloquear
las placas y evitar asi union inespecifica de proteinas al pocillo. Se incubd 1 hora a
temperatura ambiente. Se lavaron las placas como ha sido previamente descrito. Se
afiadieron 100ul por pocillo de cada dilucion de la solucion estandar y de cada muestra
(por duplicado) y se incubd (siempre sellando las placas con un film transparente para
evitar la evaporacion) durante 2 horas a temperatura ambiente. Se vuelven a lavar las
placas y se afiaden 100ul de anticuerpo de deteccion por pocillo. Tras otras dos horas
de incubacion se vuelven a lavar las placas y se afladen 100ul de Streptavidina-HRP
(conjugada con peroxidasa de rabano). Se incub6 durante 20 minutos dentro de un
armario para evitar contacto directo con la luz. Tras lavar las placas se afiaden otros
100ul de la solucion de sustrato (mezcla 1:1 de H202 y tetramethylbenzidina) y se
incuban otros 20 minutos en oscuridad. Sin lavar se afiadieron 50ul de la solucion de

frenado (2NH2S04) y se lee la densidad dptica de cada pocillo a 450 y a 550nm en el
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lector de microplacas. A las densidades dpticas a 450nm se les restd las densidades a

550nm que se considera son debidas a las imperfecciones de la placa (figura 15).

| ELISA Sandwich de R&D DuoSet |

100 pl x 2

. Q y = 896,69x - 82,945
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Figura 15: anticuerpos para la deteccion de MICA por ELISA. La recta patrdn permite extrapolar

concentraciones a partir de intensidad de sefial

d. Estudio Protedmico de los Liquidos Foliculares

Para la cuantificacién proteica de los liquidos foliculares se utiliz6 la técnica SELDI-
TOF-MS que significa Espectrometria de Masas en tiempo de vuelo por desabsorcién-
ionizacion de laser de superficie, surface-enhanced laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry. Esta es una técnica protedmica para analizar muestras
complejas de proteinas. Representa la combinacion exitosa de la cromatografia y la
espectrometria de masas y esta integrada dentro del sistema Ciphergen’s ProteinChip

que permite el analisis proteico sobre una Unica plataforma experimental.

Al igual que en la MALDI-TOF-MS las proteinas para ser analizadas son

cocristalizadas con compuestos de absorcién UV y vaporizadas por una fuente de laser



Material y Métodos

pulsado UV. Las proteinas ionizadas son entonces aceleradas en un campo eléctrico y la

masa de estas se puede deducir en funcion de su velocidad.

En este caso, se centrifugaron las muestras de liquido folicular y los sobrenadante se
congelaron en criotubos de 2ml, se etiquetaron con el n° de historia y el subgrupo y se
enviaron a la Universidad de Jena en Alemania. Alli, cada muestra se aplicé a una
mancha (spot) de una placa de analisis proteico (ProteinChip Arrays) quimicamente
preparada con cromatografia planar. De este modo las proteinas se unen activamente
con la superficie cromatogréfica y quedan secuestradas segin su potencial de

interaccion de superficie.

Posteriormente se lava la placa con una solucién tampén o buffer. De este modo se
logra separa las proteinas de sales y otros contaminantes. La placa cromatografica
proporciona un buen soporte para la cocristalizacion de la matriz y sefiala las proteinas.
Con esto se consigue la formacion de una capa homogénea en el spot dejando una

superficie cristalina ideal para el andlisis posterior

El lector proteico del SELDI es especialmente sensible y reproducible. La fuente idnica
y el detector estdn construidos para soportar una transmisién y deteccion iénica muy
eficiente sobre un amplio rango de masas. El posicionamiento preciso de la fuente de
laser es controlado por un programa informético tanto de forma manual como
automatica. El proceso es visualizado en un mapa pixelazo que tiene la ventaja de
permitir maltiples analisis simultaneos. Las herramientas del programa permiten la
normalizacion del espectro resultante de toda la corriente ionica para su calibracion
cuantitativa interna. Esto permite gran precision y reproductibilidad incluso para
analizar muchas muestras bioldgicas complejas. Otra de las ventajas del SELDI sobre el

MALDI es que en el SELDI se pueden utilizar las muestras directamente, sin
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procesamiento previo. Esto permite un mejor aprovechamiento de las mismas ya que en
el procesamiento previo se suele perder importantes cantidades de muestra. En el

SELDI las proteinas se unen directamente a la placa pues esta quimicamente activada.

Es importante sefialar que el SELDI-TOF-MS solo detecta masas de proteinas e indica
si existe una expresion diferente, pero no las identifica. En primer lugar la placa
selectora elegida fracciona las proteinas en funcion de su carga. Esto simplifica el
analisis porque en ocasiones unas proteinas inhiben la ionizacion de otras. Asi las
proteinas méas abundantes inhiben la ionizacion de las menos abundantes y de glico y

fosfoproteinas (figura 16).

Cat Ion

Exchange
Anion Ion (+ tei
Immobilised Exchange (+ve proteins)
metal ion (-ve proteins)

(metal binding proteins
& phosphoproteins)

Reverse Phase
(Hydrophobic Proteins,
membrane-bound proteins)

Figura 16: el SELDI-TOF requiere separacion de las proteinas en funcion de su carga previo al andlisis

proteémico.

Posteriormente se afade una matriz absorbente (4cido a-ciano-4-hidroxicinamico para
las proteinas de <de 20KDalton y acido sinapinico para las de méas de 20KD). Un pulso

répido de laser de unos 4ns que hace que se afiada o sustraiga un proton a los péptidos
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permitiendo asi la ionizacion de los mismos. De este modo las proteinas estan cargadas

y se mueven al ser sometidas a un campo eléctrico (figura 17).

Add Matrix

Cat lon Exchange
(+ve proteins)

Cat lon Exchange
(+ve proteins)

Figura 17: la ionizacién de las proteinas permite su movimiento en un campo eléctrico.

Se extraen de la fuente y se colocan entre placas metalicas con cargas opuestas y viajan

en el espectrometro de masas. Todas las proteinas estan expuestas al mismo campo

eléctrico y por tanto tienen energia cinética constante. De este modo la aceleracion de

las proteinas ya s6lo depende de la masa. Las proteinas mas ligeras viajan mas deprisa y

alcanzan antes el detector situado al final del tubo de vuelo. Midiendo el tiempo que

tarda la proteina en atravesar el analizador es posible determinar con exactitud su masa

pues el tiempo de vuelo de un idn es proporcional al cuadrado de su masa (figura 18).
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Figura 18: la velocidad a la que las proteinas viajan en el espectrdmetro de masas nos da una estimacion

de su masa. En el espectro, cada pico corresponde a una proteina.
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3.4. Analisis Estadistico

a. Expresion de MIC detectada por ELISA

Se busco asociacion entre los parametros clinicos y MIC con el programa SPSS. Se
consider6 como valor estadisticamente significativo una p<0,05. Para encontrar
asociacion entre la expresion de MIC y la implantacion y entre la expresion de MIC y la
etiologia (alta reserva ovéarica y normoovuladoras versus endometriosis y bajas
respondedoreas) se utiliz el test Exacto de Fisher. Se utiliz6 la U de Mann Whitney
para encontrar relacion entre la expresion de MIC y el nimero de foliculos antrales, los
niveles de FSH, los niveles de estradiol, los ovocitos recuperados, la edad, el niUmero de
embriones transferidos, y la dosis de gonadotropinas empleadas. La asociacion entre la
calidad embrionaria y la expresion de MIC se estudié mediante la Chi cuadrado de
Pearson. Para evaluar el valor de MICA para predecir la implantacion embrionaria se
determinaron: sensibilidad, especificidad, tasa de falsos positivos, tasa de falsos

negativos, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo.

b) Analisis protedmico:

El programa informatico Ciphergen Express Client 3.0, incorporado al SELDI-TOF,
analiza finalmente las diferencias en los perfiles proteicos de los distintos tipos de
pacientes y donantes. Cuando se comparan dos grupos: donantes frente a bajas
respondedoras, donantes frente a pacientes con endometriosis y donantes frente a SOP,
si la proteina sigue una distribucién normal se usa Chi cuadrado y si la proteina no sigue

una distribucion normal se usa la U de Mann-Whitney. Cuando comparamos cada
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proteina entre todos los subgrupos se utiliz6 ANOVA para distribuciones normales y

Kruskal Wallis para el resto (tablal).

number of Distribution
groups normally distributed not normally distributed
2-sided t-Test Mann-Whitney U Test
t= X=%
2 2 .
JE /) +(s7/n,) U=nm+D0+) _p
2
2 2
2 groups 2 — (nl —1)31 + (n2 —1)52
n+n,—2
t test statistic U  test statistic n, m
number of measurements
s standard deviation
R  rank
n number of measurements
paired t-Test Wilcoxon t-Test
i=d t= R
E
Sd R

2 paired — L

t  test statistic d| t teststatistic
groups mean of differences —

R mean rank
Sd standard error of differences SE. standard error

Tabla 1: en comparaciones dos a dos de distribucién no normal usamos la U de Mann-Whitney, en

comparaciones de 4 subgrupos usamos el test de Kruskal-Wallis.
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a) Estudio descriptivo:

1. Tamafio muestral

Resultados

Se han analizado 414 muestras: 148 muestras de suero, 216 liquidos foliculares y 50

sobrenadantes de cultivo embrionario. De las muestras de suero, 92 procedian de ciclos

de fecundacion in Vitro (FIV) en fresco, 16 en ciclos de recepcion ovocitaria, 21 en

transferencias de desvitrificados y 19 de inseminacion artificial. En estos, se determino

MIC el mismo dia de la prueba de embarazo, 15 dias postransferencia. De los liquidos

foliculares analizados, en 122 se realiz6 ademas estudio protedémico del liquido

folicular. El estudio del sobrenadante de cultivo embrionario y de células de la

granulosa se realiz6 en mujeres en las que también se estudio el liquido folicular por lo

que el nimero total de pacientes es 364 (tabla 2).

POCs 55 15 70

Donors 59 0 59
Normoovulatory 23 33 56
Endometriosis 30 12 42
Low responders 49 32 81
Embryo recipients 0 37 37
Artificial insemination 0 19 19
total 216 148 364

MIC + 73 26 99

Tabla 2: distribucion de los subgrupos de pacientes y tipos de muestras analizadas: 216 liquidos

foliculares, 148 muestras de suero y 50 sobrenadantes de cultivo embrionario, total 414
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2. Edad.

La edad media fue 34,07 afios, desviacion estandar 5,618. La edad media de las mujeres
receptoras de ovocitos fue de 39,76 afios, en transferencia de desvitrificados 36,93

mientras que en ciclos de FIV en fresco con 6vulos propios 33,83 (figura 19).

edad media

Oreceptora de ovocitos
B transfer de desvitrificados
Ociclo en fresco ovulos propios

Figura 19: edad media en receptoras de ovocitos, transferencia de desvitrificados y ciclos en fresco con

6vulos propios
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3. Tasa de gestacion.

La tasa de gestacion por ciclo, en receptoras de ovocitos fue de 68,75%, en las
transferencias de desvitrificados 52,38% y en ciclos de FIV en fresco con 6vulos

propios 44,44% (figura 20)

tasa de gestacion

Oreceptora de ovocitos
B transfer de desvitrificados
Ociclo en fresco ovulos propios

Figura 20: tasa de gestacién por ciclo en receptoras de ovocitos, transferencia de desvitrificados y ciclos

en fresco con 6vulos propios
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4. Etiologia: dentro de los ciclos en fresco con 6vulos propios, 70 (23%) pacientes

presentaban sindrome de ovarios poliquisticos, 59 (19%) eran donantes, 56 (18%)

normoovuladoras, 42 (14%) endometriosis y 81 (26%) bajas respondedoras (figura

21).

26

149

18%

O SOP
O Endometriosis

® Donantes ONormoovuladoras
B Bajas respondedoras

Figura 21: distribucion de las pacientes en subgrupos
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5. Calidad Embrionaria:

Segun la clasificacion la Asociacion Espafiola para el Estudio de la Biologia
Reproductiva (ASEBIR), la distribucién de las calidades embrionarias transferidas fue
la siguiente: 28,35% de los embriones fueron de la primera categoria, 32,98% de la

segunda, 35,56% de la tercera y solo el 3% de la cuarta.

6. Determinaciones de MIC.

En total se estudié la expresion de MIC en 364 pacientes (414 muestras), en 147 sueros,
216 liquidos foliculares y 50 sobrenadantes de cultivo embrionario. Se detectdé MIC en
el 73 (33,79%) liquidos foliculares analizados y en 32 (21,62%) muestras de suero
(tabla 2). La media de las concentraciones de MIC en dichas muestras fueron
respectivamente 627pg/ml y 722pg/ml. No se detecté MIC en ninguno de los
sobrenadantes de cultivo embrionario analizado. Se acumularon incluso varios
sobrenadantes hasta conseguir muestras de 100 microlitros y aun asi el resultado fue
negativo. Cuando se analizaron sobrenadantes de cultivo de embriones llevados a
estadio de blastocisto tampoco se detectdé MIC en ninguna de las muestras analizadas.
Si se detectaron trazas de MIC en uno de los sobrenadantes de las células de la

granulosa cultivadas.

Centrandonos en el analisis de muestras de suero, las receptoras de ovocitos expresaron
MIC en el 68,75%, las transferencias de desvitrificados en el 55% y los ciclos en fresco

con ovulos propios en el 18,47%
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Expresion de MIC

O receptora de ovocitos
B transfer de desvitrificados
O ciclo en fresco ovulos propios

Figura 22: expresion de MIC en los distintos grupos de pacientes
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b)Estudio analitico:

1. Relacion entre expresion de MICA v tipo de tratamiento

Las receptoras de embriones expresaron MIC con mas frecuencia, 68,75% frente a 55%
y 18,47%, sin embargo, estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas

(p=0,31).

2. Relacion entre la edad v tipo de tratamiento.

La media de las receptoras de ovocitos fue mayor (39,77afios) que en receptoras de
desvitrificados (36,94 afios) y que en ciclos en frescos con 6vulos propios (33,8 afios).
Las medianas fueron respectivamente 40, 37 y 34 afios. Al aplicar el test de Kruskall-
Wallis (p=0,001) observamos que hay diferencias significativas en la edad entre los tres
grupos (tabla 3). Ahora tenemos que ver entre quienes estan esas diferencias. Para ello,
hacemos comparaciones dos a dos corrigiendo el indice de significacion: nueva p = 0’05

/3=0016.
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Transferencia de

EDAD(afos) Receptoras de

. Ovulos propios transferencia en
. embriones
ovocitos fresco

Desvitrificados

Media 39.77* 36.94* 33.84*
Lim inf IC 95% 36.99 34.43 33.20
Lim sup 1C95% 42.55 39.44 34.49
Mediana 40.00 37.00 34.49
Desviacién est. 4.604 4.697 5.697
Minimo 33 30 18
Maximo 48 46 46
Rango 15 16 28
Percentil 5 33.00 30.00 21.15
Percentil 10 33.00 30.00 26.00
Percentil 25 36.50 33.25 31.00
Percentil 50 40.00 37.00 34.50
Percentil 75 43.00 39.75 38.00
Percentil 90 47.20 45.30 40.00
Percentil 95 41.96

*Test Kruskal Wallis: p=0.001

Tabla 3: Comparacion entre la edad de los 3 grupos de pacientes. Al comparar las medias las diferencias

resultaron estadisticamente significativas.
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No existen diferencias significativas en cuanto a la edad de las receptoras de ovocitos y
las receptoras de embriones vitrificados (39,77 versus 36,94; U de Mann-Whitney;
p=0,110). La diferencia esta entre las receptoras de ovocitos y los ciclos en fresco con
ovulos propios. Las pacientes receptoras son significativamente mayores (media=39,77
afios) que las que hicieron ciclos en fresco con dvulos propios (media=33,84 afios; U de
Mann-Whitney; p=0,000). Sin embargo, también se observa que las pacientes que
reciben embriones vitrificados tienden a ser mayores que las que hacen ciclos en fresco
(36,94 versus 33,84), aunque estas diferencias no resultaron ser estadisticamente

significativas (U de Mann-Whitney p=0,067)(tabla 4).

U de Mann-Whitney

Recept-desvitrific 39.77 36.94 p=0.110
Recept-ov prop 39.77 33.84 p=0.000
Desvitrific- ov prop 36.94 33.84 p=0.067

Tabla 4: comparacion 2 a 2 de la edad media entre los grupos de pacientes
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3. Relacion entre tipo de tratamiento y tasas de embarazo

Aunqgue no hay diferencias significativas entre las tasas de gestacion de los tres grupos,
se observa la siguiente tendencia. Las receptoras de ovocitos tienen una tasa de
embarazo superior a las que realizan ciclos con 6vulos propios, tanto con transferencia
en fresco como con transferencia de desvitrificados (73,3% frente a 52,45 y 44,4%). A
su vez, la tasa de gestacion en ciclos de desvitrificados es ligeramente superior a la de
los ciclos en fresco (52,4% frente a 44,4%). Estas diferencias no son significativas (Chi
cuadrado de Pearson; p=0,078) (tabla 5), pero se aproximan a nivel establecido como

significativo (p<0,05) (tabla 5).

Transferencia de

Receptoras de

. Ovulos propios transferencia en
. embriones
ovocitos fresco

Desvitrificados

Tasa de Gestacién 73.3% 44.1% 52.45%

Chi cuadrado de Pearson p=0.078

Tabla 5: tasa de gestacion en los tres grupos de pacientes



4. MIC y Reserva Ovarica:

a. MIC séricay reserva ovarica.

Resultados

En una primera aproximacion ya se observd que las pacientes que expresaban MIC

sérica tuvieron un mayor nimero de ovocitos recuperados. La media de ovocitos

con MIC positivo fue de 14,65 frente a 9,44 con MIC negativo (tabla 6). Al aplicar

la U de Mann-Whitney observamos que las diferencias son efectivamente

significativas (p=0,003).

N° ovocitos recuperados

MIC en suero -

MIC en suero +

Media 9.44 14.65

Lim inf IC 95% 8.23 11.16

Lim sup IC 95% 10.66 18.13

Mediana 8.00 13.00

DE 5.154 6.782
Mimimo 0 4
Maximo 22 29
Rango 22 25

30

20

10

Media de ovocitos recuperado

U de Mann Whitney p=0.003
A

Tabla 6 (arriba):
entre  ovocitos
expresion de MIC

comparacion
recuperados vy

SERUM MIC

Figura 24 (izquierda): Box plot en
el que se observa que el nimero
medio de ovocitos recuperados es
significativamente mayor cuando se
detecta MIC sérica



Resultados

Las pacientes con MIC en suero también presentaron mayor recuento de foliculos
antrales (7,25 versus 6,01) y menores niveles de FSH el tercer dia de regla (5,69 versus
6,99mUl/ml). Sin embargo, estas diferencias no resultaron significativas. Observamos,
que estas variables son cuantitativas y presentan una importante dispersion. Por ello se
han realizado curvas ROC (figura 23) intentando buscar un punto de corte para los
foliculos antrales de suficiente sensibilidad y especificidad pero que al transformar la

variable en cualitativa disminuya la dispersion.

Positive
if Less
ROC Curve Thanor | Sensitivity | .-~ | Specificity | S+S
1.00 Specificity
Equal
To
7 0 1,00 1,00 000 10000
o 15 1,00 094 0,06 1,0580
25 1,00 087 013 11304
1 35 0% 071 020 12274
0.00 ] ] ] 45 0,88 058 042 1,2953
0.00 .25 .50 .75 1.00
1- Specificity 55 056 045 055 11132
Diagonal segments are produced by ties. 6y5 0’50 035 0,65 1Y1522
75 044 026 074 11766
85 025 023 077 10181
95 0,19 022 078 09701
105 013 0,14 086 09801
15 013 0,10 090 10236
125 013 007 093 10525
135 0,06 0,06 094 10045
145 0,06 004 096 1,0190
Figura 23: ,curva ROC Qara determinar un pu.nt.o de 55 000 001 0% 09855
corte del nimero de foliculos antrales lo suficiente
sensible y especifico para predecir MIC sérica. 7 000 000 100 1,000
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Al realizar la curva ROC para encontrar un punto de corte del nimero de foliculos
antrales suficientemente sensible y especifico de la presencia de MIC en suero,
observamos que mayores valores de la variable resultado indican mayor evidencia para
un resultado real positivo que es 1. Es decir, el maximo valor de la sensibilidad y de la
especificidad es 1, y por tanto buscamos un punto de corte en el que la suma de la
sensibilidad y la especificidad sea méxima. En el recuento de foliculos antrales este

punto de corte es 4,5 mU/ml (figura 23).

Estableciendo como punto de corte 4,5 foliculos antrales observamos que por encima de
4,5 foliculos de media por ovario la expresion de MIC es mas frecuente (25,45%) que
cuando la media de antrales es menor o igual a 4,5 (6,67%). Para valorar si estas
diferencias son significativas utilizamos el test exacto de Fisher, obteniéndose una

p=0,043, es decir, estadisticamente significativo (figura 24).
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SERUM MIC+

Mean antral follicles per Mean antral follicles per
ovary <4,5 ovary >4.5

74,452

25,45%

MIC+ "MIC. MIC+ "MIC.

Fisher Exct Testp=0,043

Figura 24. La expresion de MIC sérico se asocia a un menor recuento de foliculos
antrales

Cuando comparamos los niveles de FSH como variable cuantitativa con la presencia de
MIC sérica observamos que las pacientes que tienen MIC presentan niveles medios de
FSH mayores (6,927mU/ml) que las que no expresan MIC (5,693mUl/ml). Aunque
estas diferencias no resultaron significativas, parece encontrarse una importante
tendencia (p=0,068). Puesto que la dispersion fue muy importante (desviaciones
estandar de 2,82 y 1,85 respectivamente) decidimos aplicar curvas ROC para establecer
un punto de corte y transformamos esta variable en cualitativa. Observamos que cuando
se establece el punto de corte de la FSH en 6,05mU/ml, la expresion de MIC sérica en
pacientes con FSH menor que 6,05U1/ml fue 27,5% frente a 9,52% con FSH superior a
6,0omU/ml. Al aplicar la Chi cuadrado para comprobar si estas diferencias son
significativas obtenemos una p=0,047, es decir estadisticamente significativa (figura

25).



SERUM MIC+
FSH<6,05 FSH>6,05
72,50% 20.48%
27,50%
9,52%
MIC+ = MIC- MIC+ = MIC-

Fisher Exact Test p=0,047

Figura 25: la expresion de MIC sérica se asocia a menores niveles FSH

Resultacos

Sin embargo, respecto a la edad no se encuentran diferencias significativas siendo en

ambos grupos similar 35,606 afios con MIC sérico positivo frente 34,471 con MIC

negativo (P= 0,345)
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b. MICA Folicular y reserva ovarica.

Al aplicar las curvas ROC para determinar un punto de corte del nimero de foliculos
antrales (figura 26) lo suficientemente sensible y especifico de la expresion de MIC en

el liquido folicular observamos que este es 6,5 foliculos antrales por ovario.

Positive if 1-
ROC Curve Less Than or | Sensitivity Specificity Specificity S+S
100 Equal To
0 0,00 0,00 1,00 1,0000
.75
15 0,00 0,01 0,99 0,9878
.50
2,5 0,00 0,02 0,98 0,9756
.25
3,5 0,15 0,10 0,90 1,0563
0.00
0.00 25 50 75 1.00 45 0,19 0,17 0,83 1,0216
1 - Specificity
, , 5,5 0,31 0,27 0,73 1,0394
Diagonal segments are produced by ties.
6,5 0,46 0,38 0,62 1,0835
75 0,46 0,45 0,55 1,0103
8,5 0,54 0,52 0,48 1,0141
9,5 0,58 0,63 0,37 0,9428
10,5 0,73 0,76 0,24 0,9747
11,5 0,81 0,83 0,17 0,9784
12,5 0,85 0,88 0,12 0,9681
13,5 0,92 0,90 0,10 1,0206
) _ 14,5 0,92 0,91 0,09 1,0084
Figura 26: Curva ROC para determinar un
punto de corte del nidmero de foliculos 155 1,00 095 0,05 1,0488
antrales lo suficientemente sensible y
especifico parar predecir MIC folicular 16,5 1,00 0,98 0,02 1,0244
18,5 1,00 0,99 0,01 1,0122




Resultados

Observamos que con 6 o menos foliculos antrales se detecta MIC en el 27,91% de los
liquidos foliculares y con 6 0 mas antrales en el 21,54%. Estas diferencias no resultaron

significativas ya que al aplicar el test de la Chi cuadrado obtenemos una p=0,495.

La media de la FSH en el grupo con MIC folicular positivo fue de 7,912mUl/ml frente a
7,797mUl/ml con MIC negativo (p=0,148). Las desviaciones estandar fueron
respectivamente 5,7mUl/ml y 2,9 mUIl/ml. Estableciendo un punto de corte en
8,61mUl/ml y transformando por tanto la variable en cualitativa observamos que las
pacientes con MIC folicular presentan con mas frecuencia (50,88% versus 29,81%)
niveles superiores a 8,61mUl/mL, test exacto de Fisher, p=0,011. Esta diferencia resulto
estadisticamente significativa p=0,011(figura 27). Por tanto, al contrario de lo que

sucedia con el MIC sérico el MIC folicular se asocia a mayores niveles de FSH.

FOLLICULAR MIC+

FSH<8,61 FSH>8,61

70,19% 49,1 2|%

50,88%
29.81% d

MIC+ = MIC- MIC+ = MIC-

Fisher Exact Test p=0,041

Figura 27: la presencia de MIC folicular se asocia a mayores niveles de FSH
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En contra de lo que ocurre con el MIC sérico, las pacientes con MIC folicular tuvieron
menor nimero de ovocitos recuperados (10,41 versus 12,08) aunque la diferencia no fue

significativa (p=0,394).

Sin embargo, las pacientes con MIC folicular también presentaron una edad

significativamente superior (34,81 versus 32,52 afios) con una significacion de p=0,003

(tabla 7).

MICA LF MIC + MIC- Mann Whitney U (p)
Media de foliculos antrales por ovario 6,76 8,06 0,469
Ovaocitos recuperados 10,41 12,08 0,394

Tabla 7: no se encontr6 asociacion entre el nimero antrales y ovocitos recuperados y MIC folicular



4. MIC y niveles de estradiol

a. MIC sericay estradiol

Resultados

La media de estradiol en pacientes con MIC sérica fue 1688,71pg/ml frente a 1864pg/ml

en pacientes sin MIC. Estas diferencias no fueron significativas, U de Mann-Whitney,

p=0,921. En pacientes con MIC sérico el maximo de estradiol detectado fue 3400 y no

hubo ninguna cancelacién por sindrome de hiperestimulacién (tabla 8).

Estradiol dia HCG

MIC en suero -

MIC en suero +

(pg/ml)
Media 1864.1 1688.71
Lim inf IC 95% 1192.82 1181.96
Lim sup IC 95% 2536.19 2195.47
Mediana 1595.00 1405.5
DE 2338.455 877.674
Mimimo 314 398
Maximo 17122 3400
Rango 16808 3002

Tabla 8: no se encontrd asociacion entre los niveles de estradiol y MIC sérico
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b. MIC folicular y estradiol

Observamos que en las pacientes en la que se expresa MIC folicular los niveles de
estradiol son significativamente menores: 1322,22 versus 1844,23pg/ml; U de Mann

Whitney p=0,01 (tabla 9, Figura 30).

Estradiol dia HCG

(pg/ml) MIC folicular - MIC folicular +
Media
Lim inf IC 95% 1644.99 947.92
Lim sup IC 95% 2043.46 1696.52
Mediana 1771.00 1308.50
DE 722.831 752.685
Mimimo 398 80
Méximo 3876 3084
Rango 3478 3004

Tabla 9: las pacientes con MIC folicular presentan menores niveles de estradiol

2000
1500+

Osin MIC

1000+ folicular

Econ MIC

500 folicular
0O-

Estradiol (pg/ml) U Mann Whitney
p=0.01




Resultados

Figura 28: la presencia de MIC folicular se asocia a menores niveles de estradiol.
5. MIC y edad de la paciente
A su vez, las pacientes con MIC folicular presentaron una edad significativamente
superior 34,81 frente a 32,52; U de Mann Whitney p=0,003 (tabla 10). Sin embargo no
se encontrd asociacion significativa entre la edad de las pacientes y la expresion de MIC

sérica.

Estradiol dia HCG

(pg/ml) MIC folicular - MIC folicular +
Media
Lim inf IC 95% 31.54 33.40
Lim sup IC 95% 33.50 36.22
Mediana 33.10 36.00
DE 5.85 6.04
Mimimo 18 19
Méaximo 46.00 43.83
Rango 28.00 24.83

Tabla 10: la presencia de MIC folicular se asocié a mayor edad de las pacientes.
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6. MIC y etiologia de infertilidad
a. MIC séricay etiologia de infertilidad

Etiologia. Dentro de los ciclos de FIV en fresco, se encontrd que aquellas mujeres con
mayor reserva ovarica expresaban MIC con mayor frecuencia (33,3%) que aquellas con

baja reserva ovarica (2,3%): test exacto de Fisher p=0,000 (figura 31).

3,30%

Expresién de B SOP+normoovuladoras

MIC sérica B endometriosis+baja respuesta
2,30%

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00
% % % % % % % %

MICA sérico + -

Ovario poliquistico 5 10 MICA + -
Normovuladoras 11 22 Alta reserva 16 32
Endometriosis 0 12 Baja reserva 1 43
Bajas respondedoras 1 31

Test exacto de Fisher

p=0.000

Figura 29: pacientes normoovuladoras y con ovarios poliquisticos expresaron MIC con mas frecuencia

que las pacientes con endometriosis o baja reserva.



Resultados

De este modo, la expresion de MIC en suero en pacientes con sindrome de ovarios
poliquisticos (POCs) es igual que en normoovuladoras, 50%. Ambos grupos pueden ser
englobados en buena reserva ovarica por tener ambas mas de 5 foliculos antrales.
Sumando ovério poliquisticos y normoovuladoras, es decir, alta y normorrespuesta
tenemos 48 pacientes. Sin embargo, ninguna endometriosis y sélo una baja
respondedora presentaron MIC en suero. Bajas respondedoras y endometriosis son
ambas pacientes con baja reserva ovarica, por lo que se pueden agrupar y tendriamos

que en el grupo de baja reserva ovarica (total 44 pacientes).

b) MICA folicular y etiologia de infertilidad:

En el liquido folicular no se encontro esta asociacién, las mujeres con endometriosis y
las bajas respondedoras (total 79) presentaron MIC en el 25% de las muestras de liquido
folicular y las altas respondedoras, donantes y sindromes de ovarios poliquisticos (total
137) en el 26% de las muestras. Al aplicar el test exacto de Fisher, estas diferencias no

fueron significativas p=1,00.



7. Valor predictivo de Gestacion.

resuitacos [T

En contra de resultados previamente descritos, no se encontré asociacion entre la

expresion de MIC vy las tasas de implantacion. La muestra de pacientes fue homogénea a

pesar de incluir distintos subgrupos: ciclos en fresco con dvulos propios, ciclos con

ovulos de donacion y transferencias de desvitrificados. No se encontraron diferencias

significativas en cuanto a las tasas de gestacion entre los tres grupos (Chi cuadrado de

Pearson p=0,078) (figura 30).

80,00%:

60,00%:

40,00%:

20,00%:

0,00%-

Tasa implantacion

Oreceptora de ovocitos
B transfer de desvitrificados
Ociclo en fresco ovulos propios

Chi-Square Tests

Value

Pearson Chi-Square
Likelihood Ratio
Linear-by -Linear
Association

N of Valid Cases

5.1072
5.215

4.830

315

a. 0 cells (.0%) hav e expected count less than 5. The

minimum expected count is 6.95.

Figura 30: tasas de implantacién en los 3 grupos




Resultacos

a) MIC en suero. Como describimos previamente, se detecté MIC en so6lo 32 de las

148 muestras de suero analizadas. La tasa de gestacion en estas 148 mujeres fue

de 42,65%. La tasa de implantacion en mujeres en las que se detectdé MIC en

suero fue de 45,16% frente a 40,52% en aquellas en cuyos sueros no se encontrd

MIC (116) (tabla 11). Estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas al aplicar la Chi cuadrado (p=0,838). La utilizaciéon de MIC en

suero para predecir gestacion presentd una sensibilidad del 22,95%, una

especificidad de 79,38%, una tasa de falsos negativos de 77,05%, una tasa de

falsos positivos del 20,7%, un valor predictivo positivo (VPP) de 45,16% Yy un

valor predictivo negativo (VPN) de 56,03% (tabla 12).

Implantation rate and MIC expression

+ Fisher Exact
Test

Serum 43,75%
Follicular Fluid 41,09

P=0,838
P=0,879

Tabla 11: tasas de implantacion en funcion de la expresion de MIC

Sensibilidad

Especificidad

Valor predictivo positivo

Valor predictivo negativo
Proporcién de falsos positivos
Proporcién de falsos negativos

23.0%
79.3%
45.2%
58.0%
20.7%
77.0%

IC 95%

14.2% a 34.9%
69.3% a 86.6%
29.2% a 62.2%
48.8% a 66.8%
13.4% a 30.7%
65.1% a 85.8%

Tabla 12: MIC sérico como pardmetro predictivo de gestacion



b)

Resultacos

En el anélisis de los liquidos foliculares tampoco se encontr6 asociacion, y la

tasa de implantacion en las 73 mujeres con liquido folicular positivo para MIC

fue de 46,87% frente a 45,31% en aquellas con liquido folicular negativo (143)

p=0,879 (tabla 11). La utilizacién de MIC en el liquido folicular como marcador

de gestacidn tuvo las siguientes tasas: sensibilidad 34,09%, especificidad 67,3%,

tasa de falsos positivos 53,12%, tasa de falsos negativos 65,91%, valor

predictivo positivo 46,87% y valor predictivo negativo 54,6% (Tabla 13).

Sensibilidad

Especificidad

Valor predictivo positivo

Valor predictivo negativo
Proporcién de falsos positivos
Proporcién de falsos negativos

34.1%
67.3%
46.9%
54.7%
32.7%
65.9%

IC 95%

25.0% a 44.5%
57.8% a 75.6%
35.2% a 58.9%
46.1% a 63.0%
24.4% a 42.2%
55.5% a 75.0%

Tabla 13: MIC folicular como pardmetro predictivo de gestacion
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8. MIC y calidad embrionaria.

a) MIC en suero y calidad embrionaria:

No se encontrd asociacion entre la expresion de MIC sérica y la calidad de los
embriones obtenidos segun la valoracion embrionaria empleada en nuestro protocolo y
descrita en el apartado 4. La expresion de MIC en suero se detectd en 27.5% de los
embriones de la primera categoria, 36.5% de los de la segunda, 35.7% de la tercera y

16% de la cuarta (tabla 14) (Chi cuadrado de Pearson p=0,573).

MIC sérica 22% 38% 39% 1%
+

MIC sérica 29% 33% 36% 2%

Tabla 14: distribucidn de las calidades embrionarias y MIC sérico

b) MIC folicular y calidad embrionaria

Respecto a la distribucion de las calidades embrionarias observamos que cuando MIC
en el liquido folicular es positivo existe un mayor porcentaje de embriones de primera
categoria 22,5 frente a 16,4% y un menor nimero de embriones de segunda categoria
(16,3 versus 22,5)(figura 31). Si bien esta diferencia (p=0,06) no alcanza el grado

establecido como significativo (p=0,05%), se observa cierta tendencia.
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FOLLICULAR MIC

MIC+ MIC -

22,50%

, - e
16,30%

I'st embryo quality I'st quality embryos
2nd embryo quality 2nd quality embryos
B 3rd embryo quality B 3rd quality embryos
B 4th embryo quality ¥ 4th quality embryos

Pearson’s Chi Square p=0,063

Figura 31: asociacion entre la expresion de MIC folicular y la distribucion de calidades embrionarias

9. MIC y embriones por ciclo

a) MIC serica y embriones por ciclo

Al valorar si existen diferencias entre el nimero de embriones por ciclo entre las
pacientes que presentan MIC en suero y las que no nos encontramos lo siguiente. La
media de embriones por ciclo en el grupo con MIC sérico fue de 3,11 frente a 1,77 en el
grupo sin MIC sérico. Sin embargo, las medianas fuero iguales y las diferencias no
resultaron significativas al aplicar el test no paramétrico de la U de Mann Whitney:

p=0.170 (tabla 15)



Resultados

N° embriones

L. MIC sérico

obtenidos MIC serico+ negativo
Media 3.11 1.77
Lim inf IC 95% 1.19 1.62
Lim sup 1C95% 5.04 1.92
Mediana 2.00 2.00
Desviacién estandar. 3.76 0.63
Minimo 1.00 0.00
Méximo 16.00 3.00
Rango 15.00 3.00
Percentil 5 1.00 0.00
Percentil 10 1.00 1.00
Percentil 25 2.00 2.00
Percentil 50 2.00 2.00
Percentil 75 2.00 2.00
Percentil 90 10.4 2.00
Percentil 95 3.00

Test Statistics®

SUMA
Mann-Whitney U 523.500
Wilcoxon W 3298.500
Z -
Asy mp. Sig. (2-tailed) .170

a. Grouping Variable: SE MICA

Tabla 15: asociacion entre MIC sérica y embriones por ciclo.



Resultados

b. Embriones por ciclo y MIC folicular.

De las 216 pacientes en las que se estudié MIC en el liquido folicular se obtuvieron 733
embriones, 3,39 embriones de media por ciclo. En las 73 acientes en las que se detecto
MIC en el liquido folicular la media de embriones fue de 3,73 frente a 3,21 embriones

por ciclo cuando MIC en el liquido folicular fue negativo. U de Mann-Whitney p=0.988

(tabla 16)
N® embriones MIC folicular + MIC sérico -
Media 4.77 1.77
Lim inf IC 95% 3.71 1.62
Lim sup 1C95% 5.83 1.92
Mediana 3.00 2.00
Desviacion estandar 4.45 0.63
Minimo 0.00 0.00
Maximo 22.00 15.00
Rango 22.00 15.00
PS5 0.00 0.00
P10 1.00 1.00
P25 2.00 2.00
P50 3.00 3.00
P75 6.25 7.00
Tabla 16. Asociacion
U de Mann- P90 10.9 9.00 entre. el nUmero de
Whitney P95 13.8 11.00 ::]pt;;l;gis Ob;eemdo '3;”?
p=0.988 folicular




4. MIC y protedmica del liquido folicular.

Resultados

En primer lugar se observa que las pacientes con MIC presentan menor expresion de la proteina

de 6680 Dalton, p=0.029 (figura 32). También se ha visto que la presencia o ausencia de MIC

modifica la expresion protedmica en los distintos subgrupos. Asi, en pacientes sin MIC

folicular, la expresion de la proteina de 8577 Dalton es maxima en donantes y minima en

pacientes con factor etario. Sin embargo cuando se detecta MIC folicular la expresion de

8577Dalton sigue siendo minima en pacientes con factor etario pero es maxima en pacientes con

ovarios poliquisticos (figura 33). En otras proteinas no encontramos relacion significativa entre

la expresion de MIC y la protedbmica de los distintos subgrupos. Para la proteina de 79091

Dalton también encontramos que cuando no hay MIC folicular la expresion es maxima en fallo

ovérico precoz y minima en fallo ovérico oculto. Sin embargo, en pacientes con MIC folicular

la expresion es muy homogénea en todos los grupos (figura 34).

5,50
6.95
5.00
4.75
4,50
4.5
1,00
3.76
3,50
325
3.00
2.75
2,50
2,25
2,00
1.75
1,50
1.25
1.00
0.75

MCA negalive

Groups

MCA poslilve

Figura 32: Expresion diferencial de la proteina de 6680Dalton entre pacientes sin MIC folicular (rojo) y

pacientes con MICA folicular; p=0,029
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Figura 33: La expresion de la proteina de 8577 Dalton en los distintos subgrupos es diferente segun
exista 0 no MIC folicular p=0,019. De este modo observamos que cuando no se detecta MIC esta tiene
méaxima expresion en donantes (K turquesa) y minima en pacientes con factor etario (I.L.1 azul). Cuando
se detecta MIC folicular, aunque la minima expresion sigue siendo en factor etario, esta es maxima en
pacientes con ovarios poliquisticos (PCO violeta). L serian las bajas respondedoras que incluyen factor

etario (I.LI), fallo ovarico oculto (1.00) y fallo ovarico precoz (1.OP).
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Figura 34: La expresion de la proteina de 79091 Dalton en los distintos subgrupos también es diferente
en funcion de la expresion de MIC, p=0,031. En pacientes sin MIC folicular, esta es maxima en pacientes
con fallo ovarico precoz (F.OP) y minima en pacientes con fallo ovarico oculto (F.O0). Cuando MIC es

positivo la expresién de 79091Dalton es muy similar en todos los grupos.



a) MIC y protedémica folicular del SOP.

Resultaos

En pacientes con SOP, la expresion de la proteina de 8577Da es significativamente (p=0,005)

mayor cuando ademas de expresa MIC (figura 35). Sin embargo, la expresion de la proteina de

37145Da es mayor en pacientes sin MIC, p=0,033 (figura 36)
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Figura 35. En pacientes con ovarios poliquisticos la expresion de la proteina de 8577 Dalton es mayor

cuando ademads se expresa MIC. p=0,005.
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Figura 36. La expresion de la proteina de 37145Da en pacientes con ovarios poliquisticos es mayor

cuando no se detecta MIC, p=0,033.
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b) MIC y proteémica de la endometriosis

En pacientes con endometriosis la proteina de 8014 Dalton se detectd con mayor intensidad
cuando MIC fue positivo p=0,009 (figura 37). Sin embargo la proteina de 59674 tuvo mayor

expresion en pacientes sin MIC p= 0,043 (figura 38).
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Figura 37. En pacientes con endometriosis la proteina de 8014 Dalton se detectd con mayor intensidad

cuando MIC fue positivo p=0.009.
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Figura 38. En pacientes con endometriosis la expresion de la proteina de 59674 Dalton es menor cuando

también se expresa MIC p=0.043.



¢) Factor etario

Resultados

En pacientes con factor etario existe menor expresion de la proteina de 14132Dalton cuando se

detecta MIC, p=0.037 (figura 39)
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Figura 39. Expresion de 14132 Dalton en pacientes con factor etario en funcion de MIC.

d) En donantes

En el liquido folicular de donantes de 6vulos encontramos 3 proteinas cuya expresion esta

aumentada cuando se detecta MIC: la de 6185Dalton; p=0,032 (figura 40), la proteina de

39810Dalton; p=0,029 (figura 41) y la proteina de 66700Dalton; p=0,044. Este Gltimo peso

molecular corresponde a la albimina (figura 42).
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Figura 40: expresién de la proteina de 6185 Dalton en funcién de MIC; p=0,032.
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Figura 41: expresion de la proteina de 39810 Dalton en funcién de MIC; p=0,029.
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Figura 42: En donantes, la expresion de la proteina de 66700 Dalton es mayor cuando se detecta MIC

p=0,044. Este peso molecular corresponde a la albdmina.
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e) Otras asociaciones entre el perfil protedmico y la respuesta ovarica:

El andlisis protedmico comparativo mostrd un patron significativamente diferente entre
los 4 grupos de pacientes: donantes, sindromes de ovarios poliquisticos, endometriosis y
bajas respondedoras. Entre estos 4 grupos hubo expresién diferente de 4 proteinas de 2 a

20KDa (figura 43) y de 5 de 20 a 200KDa (figura 44).

3177Da 8576Da

E K LR PCO E K LR PCO
Groups Groups

3816Da 13373Da

ok v w s e~

Groups Groups

p-value M/Z average Intensity average
0,014 3177 4,3

0,020 13373 1,9

0,048 8576 2,1

0,049 3816 4,3

Figura 43. Diferente expresion de proteinas de < 20KDa en los 4 grupos
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Figura 44. Diferente expresion de proteinas de > 20KDa en los 4 grupos
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Entre donantes y bajas respondedoras se encontrd diferente expresion de 9 proteinas de

2 a 20KDa y 11 proteinas de mas de 20KDa (figura 45a, 45b ,45c).
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13938Da
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0,010 3177 43
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0,034 13938 2,1
0,042 19918 2,2
0,046 14709 2,2
0,048 20115 0,8

. K: donantes

. LR: baja respuesta

p value M/Z average Intensity
average
0,0004 107317 0,04
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0,0403 37137 0,37
0,0458 148394 0,25

Figura 45 c. Diferente expresion proteica entre donantes y bajas respondedoras
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Se detectd distinto patron proteémico en 4 proteinas entre pacientes con endometriosis y

donantes (figura 46).

Resultados
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Figura 46. Diferente expresion proteica entre donantes y endometriosis
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Resultados [l

La expresion de proteinas especificas del liquido folicular como P1 y P2 se asocio con
mayor edad. P4 y P5 se asociaron con pacientes mas jovenes. También se encontrd
relacion significativa entre la expresion de estas proteinas y los niveles de FSH,

estradiol, el nUmero de ovocitos recuperados y los embriones obtenidos (figura 47).
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Figura 47. Asociaciones de proteinas especificas del liquido folicular.
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Discusion

1. Existencia de MIC en el liguido folicular

Que sepamos, esta es la primera vez que se describe la presencia de la molécula MIC o
MICA/B en el liquido folicular. La frecuencia con la que se detecta MIC en el liquido
folicular es similar a la frecuencia con la que se detecta MIC en suero, e incluso es mas
frecuente en el liquido folicular que en el suero, 73/216 (33.79%) frente a 26/148
(17.57%). Esto sugiere que la presencia de MIC folicular podria no deberse a

contaminacion sanguinea.

Parece que la membrana granulosa es relativamente permeable, ya que existen un gran
namero de proteinas séricas en el liquido folicular [98], pero si el MIC folicular
procediese del plasma seria esperable que estuviese mas diluido, por tanto en menor

concentracion, y sin embargo esto no sucede.

Por otra parte, parece existir acuerdo en que el MIC de membrana es liberado por
accion de metaloproteasas [23]. Si las células del foliculo participan en la secrecion de
MIC folicular seria esperable encontrar metaloproteasas en el liquido folicular. En este
sentido es relevante una reciente publicacion que pone de manifiesto la presencia de
BMP-1 en el liquido folicular. BMP-1 es una metaloproteasa que se ha encontrado en

concentraciones proporcionales a la madurez folicular [99].
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Discusion

2. Expresion sérica de MIC

El origen de MIC sérico continua siendo parcialmente desconocido. Células inmunes
como los linfocitos T CD4 son capaces de producirlo, pero la regulacién de esta
secrecion contintda siendo objeto de numerosos estudios. Parece que la infeccion
cronica por el HIV de los linfocitos T CD4 aumentaria esta produccion [100]. Como
hemos visto previamente, se ha detectado una sobreexpresion de MIC en tumores
epiteliales y hematoldgicos [73, 41, 22]. También se ha relacionado su expresion con el

rechazo a transplantes renales [101].

Respecto al posible efecto del embarazo y las técnicas de reproduccion asistida sobre
los niveles de MIC los resultados contintan siendo muy contradictorios. Mincheva [24]
describe que en controles, es decir, mujeres fértiles no gestantes, no se detectan niveles
superiores a 32 pg/ml. Tamaki [22] sitia el punto de corte en 50 pg/ml, en consonancia
con el resultado de Mincheva [24]. Sin embargo, Porcu-Bouisson [26] describe una
media de 365pg/ml en controles y de 935pg/ml en pacientes infértiles antes de ser
sometidas a estimulacion de la ovulacion. Por el contrario nosotros hemos observado
una media de 722 pg/ml en suero después de realizar todo el tratamiento, estimulacion
de la ovulacion, puncion y transferencia embrionaria. Este valor es por tanto intermedio
entre pacientes controles y pacientes infértiles y en cualquier caso superior a los valores
descritos en controles. Sin embargo, para entender porqué mecanismos la estimulacién

de la ovulacién podria afectar a los niveles de MIC serian necesarios estudios ulteriores.

108




Discusion

3. MIC vy Técnicas de Reproduccion Asistida

También llama la atencion que Porcu-Bouisson [26] detecta MIC en el 38% de las
pacientes infértiles antes de iniciar el ciclo de FIV mientras que nosotros solo
detectamos MIC en 20,2% del total de las pacientes. Dentro de estas, las que realizaron
un ciclo de FIV con 6vulos propios expresaron MIC en el 18%, mientras que las que
recibieron évulos de donantes y por tanto solo fueron tratadas con estrogenos para
preparar el endometrio expresaron MIC en el 33% de los casos. Estas diferencias no
fueron como vimos significativas, pero el hecho de que los ciclos de FIV tiendan a
menor expresion de MIC podria tener relevancia clinica. En cualquier caso es
importante insistir en que no hay una asociacién estadistica y que tampoco se encontrd
relacion entre las dosis de gonadotropinas administradas y la expresion de MIC.
Recientes publicaciones sugieren que la estimulacion de la ovulacion es capaz de alterar
el equilibrio inmunoldgico de la ovogénesis y de receptividad endometrial,
encontrandose incluso distinto perfil de citoquinas en ciclos estimulados frente a ciclos

naturales [102].
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4. MIC en el sobrenadante de cultivo embrionario

La mayor parte de los estudios hasta ahora sugerian que los embriones de buena calidad
serian capaces de secretar algun factor capaz de silenciar la respuesta inmunolégica
materna [69], entre ellos se ha propuesto HLA-G de forma mas importante, como
expusimos previamente. Segln varios autores, los embriones con mas expresion de
HLA G presentarian mayores tasas de implantacion [54, 70,71]. Sin embargo, estos
resultados no han podido ser contrastados. Nosotros planteamos la hipotesis de que este
factor podria ser MIC, pero esta molécula no ha podido ser detectada en ninguno de los
sobrenadantes de cultivo embrionario analizados. Ni siquiera mediante la acumulacién
de varios sobrenadantes de 25 microlitros que en teoria deberian estar mas concentrados
se pudo detectar. Tampoco se detecto MIC en el sobrenadante de blastocistos que, en
principio, tienen mayor grado de diferenciaciéon. Estos resultados apoyan la reciente
teoria de Teklenburg [103], segun la cual el embrion silente seria el que mejor se
implanta. Este autor defiende que en principio no existe una secrecion especifica de
ningan factor por parte del embrién, salvo de hCG. Los embriones tenderian a la
minima expresion metabolica de modo que el propio endometrio rechazaria a aquellos
que interprete como alterados. Los criterios que utilice el endometrio para discriminar
estos embriones continuan siendo desconocidos pero en co-cultivo de blastocistos y
células endometriales decidualizadas, los embriones que evolucionan, solo producen
una ligera disminucién de la IL-5 mientras que los que se detienen producen inhibicion

de IL-1B, -6, -10, -17, -18, exotaxina y HBEGF [103]. Segun esto, se implantarian mejor
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los embriones metabdlicamente méas inactivos y que desencadenan una menor reaccion
inmunologica. Parece por tanto que segin nuestros resultados, el ovocito seria capaz de
producir MIC mientras que el embrién no. Esto apoya la teoria de que existe un periodo
de unas 48 horas postfertilizacion durante el cual el genoma embrionario estaria
silenciado y el mRNA procederia del ovocito [104]. A partir de aqui podria empezar a
sintetizar sus propias proteinas pero aunque fuese capaz de sintetizar de nuevo MIC
probablemente no consiga secretarlo en fase preimplantacional. En las primeras etapas
del desarrollo embrionario existe un especial control de imprinting genético a través de
micro RNA que modifican por cambios epigeneticos la expresion proteica para evadir

el sistema inmunolégico materno [105,106].
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5. MIC v reserva ovarica

Hemos observado que las pacientes que expresan MIC en suero presentan una mayor
reserva ovarica. Estas pacientes tienen menores niveles de FSH y mayor recuento de
foliculos antrales. A su vez, respondieron a la estimulacion con gonadotropinas
produciendo un mayor nimero de ovocitos. El nimero de embriones obtenido fue algo
superior aunque la diferencia no fue significativa. Pensamos que esto puede deberse al
factor masculino, ya que este influye de forma muy importante en las tasas de

fertilizacion y en desarrollo embrionario [107].

Sin embargo la presencia de MIC en el liquido folicular parece tener el efecto opuesto.
Las pacientes con MIC folicular tuvieron peor reserva ovérica, niveles de FSH mayores,
menores niveles de estradiol y edades méas avanzadas. En este caso la diferencia en el
recuento de antrales no resultd significativa. Tampoco encontramos diferencias en
cuanto al nimero de ovocitos o embriones obtenidos. Este efecto ambivalente de MIC
ya ha sido descrito previamente. Algunos autores como Tamaki describen que es capaz
tanto de bloquear como de activar el sistema inmunoldgico [22]. Segun este autor esto
dependia de si se trata de la forma soluble o la anclada a la membrana. En cualquier
caso tiene una funcion distinta dependiendo de su ubicacion. Parece que en el liquido
folicular podria influir en la maduracion folicular y en la respuesta a las gonadotropinas
0 simplemente ser expresion de una peor reserva ovarica. Aunque existen multiples
intentos de encontrar factores inmunoldgicos en la maduracion ovocitaria y respuesta
ovarica [108], que sepamos esta es la primera vez que un factor inmunolégico guarda

una relacion tan clara con la reserva y respuesta ovarica humana.
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MIC Reserva ovarica Respuesta ovérica

FSH Antrales Edad Ovocitos | Embriones | Estradiol

SUero - iF NS 3 NS NS

L.F. + NS i NS NS -

La baja reserva se puede dividir en dos grupos: la dependiente de la edad o fisioldgica y
la prematura o no fisioldgica. Este segundo caso incluiria a mujeres jévenes con ciclos
regulares normales pero menos de 5 foliculos antrales y/o >10 de FSH. Se ha visto que
estas tienen una respuesta a las gonadotropinas disminuidas y se ha denominado fallo
ovarico oculto. En nuestro estudio este grupo representa mas del 19% de nuestras
pacientes. Debido a la gran variacion en la prevalencia de insuficiencia ovarica
dependiendo de la edad, no hay un limite o umbral adecuado para ninguno de los test de
screening de reserva ovarica. La adecuada interpretacién de un test de screening de
reserva ovarica en pacientes candidatas a Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA) es
muy importante ya una pobre reserva ovarica se asocia a escasas posibilidades de
conseguir gestacion. La existencia de pacientes con fallo ovarico oculto justifica la
busqueda de nuevos parametros que ayuden a valorar dicha reserva Técnicas de
Reproduccidn Asistida [109]. En este sentido, resulta prometedor el papel de MIC como
nuevo marcador de reserva ovarica y predictor de respuesta a los tratamientos de

estimulacion de la ovulacion con gonadotropinas.
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6. Relacion entre MIC folicular v los niveles de
estradiol

Puesto que la sintesis de estradiol se produce fundamentalmente por las células de la
granulosa foliculares, el hecho de que la presencia de MIC folicular se asocie a menores
niveles de estradiol plasmatico refuerza la hipétesis de que MIC cumple un papel
fundamental en el microambiente folicular. Estos menores niveles de estradiol
probablemente también guarden relacion con el menor desarrollo folicular que se asocia
a la presencia de MIC folicular. Se ha planteado que el ambiente folicular de las bajas
respondedoras no difiere del de las altas respondedoras y que por foliculo la actividad
de la granulosa y los niveles de estradiol son similares [110]. Segun esto, si admitimos la
sintesis folicular de MIC, un menor desarrollo folicular se deberia asociar a menores
niveles foliculares y sin embargo segun nuestros resultados, ocurre lo contrario. Parece
que el microambiente folicular y las interrealciones inmunes y endocrinas a este nivel
son mas complejas. EI mecanismo por el que MIC influiria en el desarrollo folicular
continta siendo desconocido, pero su asociacién a los niveles de estradiol sugieren que
el posible papel inmunomodulador de los estrégenos. El efecto inmunomodulador de los
estrégenos ha sido descrito en numerosos trabajos. Los estrdgenos son capaces de
inducir un fenotipo de lupus en ratones, aumentan los niveles de anticuerpos anti-ADN
y alteran la capacidad de seleccion negativa o eliminacion de la células B autorreactivas
[105]. Se ha visto que las células T reguladoras CD4(+)CD25(alto) que estan implicadas
en el mantenimiento del embarazo en murinos estan disminuidas en el segundo
trimestre del embarazo en humanos. Esta situacién pudo ser reproducida in Vitro

mediante la administracion de estrgenos y progesterona. Este hecho sostiene que las
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hormonas son importantes reguladoras de la inmunidad y de las células T durante la
gestacion [112]. Incluso se ha descrito que los estrogenos son capaces de inducir
apoptosis de neuronas dopaminérgicas durante el desarrollo hipotaldmico [113]. La
galectina que es una lectina que se une a la B-galactosidasa e inhibe la respuesta
inmunologica. Se ha visto que la galectina juega un papel fundamental en el desarrollo
de tolerancia inmunol6gica maternofetal [114] y que su expresion también esta regulada

por los niveles de estrogenos [115].
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7. MIC sérica vy etiologia de la infertilidad

Las pacientes con ovarios poliquisticos, normorrespondedoras y donantes presentaron
expresion de MIC sérica con mayor frecuencia que las pacientes con endometriosis y
factor etario. Este resultado es esperable puesto que las primeras corresponden a normo
y alta respondedoras. Los ovarios poliquisticos por definicién son alta respondedoras, el
namero de foliculos antrales mayor de 10 es uno de los criterios de Rotterdam para su
diagndstico [116]. El recuento de mas de 5 antrales por ovario también es un criterio para
la seleccion de donantes en nuestro centro. Los factores masculino y tubarico puro
también consideramos tener al menos 5 antrales y menos de 10 de FSH, porque si no los

hubiésemos clasificados como factores mixtos.

En el otro grupo estarian las bajas respondedoras ya sea por factor etario, fallo ovarico
precoz o fallo ovarico oculto. Para su diagndstico se consider6 recuento de foliculos
antrales menor de cinco y/o mas de 10 de FSH. La endometriosis disminuye también la
reserva ovarica porque suele afectar a tejido ovarico sano, sin embargo, del total de
todas las endometriosis estudiadas (39), incluyendo analisis liquido folicular y de suero
hubo 6 con un recuento de antrales igual o superior a cinco. Es decir el 12,82%
presentaban aparentemente una reserva ovarica normal. Sin embargo, la reduccion del
parénquima ovarico sano por los endometriomas no es el Unico mecanismo que reduce
la respuesta ovarica y empeora los resultados de FIV en la endometriosis. La
endometriosis altera la dindmica ovarica, la estructura ovocitaria postovulacion y el

desarrollo embrionario. EI mecanismo es desconocido pero parece que en el liquido
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folicular de las pacientes con endometriosis estaria alterado la expresion de
metalloproteinasas [117]. No podemos olvidar que el origen del MIC soluble parece ser
el derivado del efecto proteolitico de las metalloproteinasas sobre el MIC de membrana
[23]. El hecho que estan estén alteradas en la endometriosis podria explicar también que
estas pacientes tengan més MIC folicular y menos MIC sérica. La relacion de la
expresion de MIC con la etiologia de la infertilidad sugiere ademas un papel

inmunomodulador en la ovogénesis.
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8. MIC e implantacion

Puesto que las pacientes con MIC sérica presentan un mayor numero de ovocitos cabria
esperar un mayor numero de embriones y unas mayores tasas de implantacion. Sin
embargo observamos que aunque el niumero de embriones es ligeramente superior (3,11
versus 1,77) estas diferencias no resultaron significativas. Tampoco se encontraron
diferencias es relacién con la expresion de MIC folicular. Las tasa de implantacion
cuando MIC esta presente en suero también es ligeramente superior que cuando no se
detecta (45,16% versus 40,52%), de nuevo estas diferencias no fueron significativas.
Estos resultados corroboran la hipotesis defendida por Papageorgiou, segun la cual la
respuesta ovarica no se asocia proporcional y significativamente a las tasas de
gestacion. No hay que olvidar que el factor masculino y la receptividad endometrial
también son determinantes de la implantacion embrionaria [119]. Estos resultados son
claramente contradictorios con el trabajo de Porcu-Buisson [26]. Este propone la
determinacion de MIC sérico como un marcador de implantacidn y sugiere que niveles
mayores de MIC se asocian a peores tasas de implantacién. Nuestros resultados mas
bien sugieren lo contrario, y aungue no son significativos apoyan mas la teoria de
Mincheva [24], segun la cual, MIC seria un factor positivo o favorable para la
implantacion. Segun nuestros resultados, el utilizar MIC sérico como predictor de
implantacion tiene una especificidad del 79,38%, lo que sugiere que cuando la
implantacion es negativa es menos probable encontrar MIC sérica, sin embargo la
escasa sensibilidad y la ausencia de relaciones significativas desaconsejan el empleo de

MIC sérica como marcador de gestacion.
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9. MIC folicular vy calidad embrionaria

Hemos podido observar que las pacientes con MIC folicular presentan una mayor
proporcién de embriones de primera categoria frente a los de segunda. No hay
diferencia sin embargo, con los de primera y segunda respecto a los de tercera y cuarta.
Parece por tanto, que cuando el embrion es de categoria dptima la presencia de MIC
folicular hace que estos sean aun mejores. En otras palabras, la presencia de MIC
folicular hace que los buenos sean mejores, pero no aumenta el total de embriones
buenos. Este resultado llama la atencion porque la presencia de MIC folicular también
se asocia a menor respuesta ovarica y menores niveles de estradiol. Todo esto refuerza
la idea que no solo es importante un nimero adecuado de ovocitos y embriones, sino
también la calidad de los mismos. La tendencia es precisamente recomendar la
estimulacion suave o mild estimulation porque parece que el exceso de respuesta
ovarica puede ir en detrimento de la calidad ovocitaria y embrionaria [120]. Ademas se
ha visto que el exceso estrdgenos como consecuencia de altas dosis de gonadotropinas
inhiben la formacién de los pinépodos y conducen a la expresion aberrante de un

namero importante de genes implicados en la implantacion [121].

A su vez, como hemos expuesto unos niveles de estradiol excesivamente altos
disminuyen la receptividad endometrial [119]. Estos resultados sugieren también la
necesidad de un equilibrio inmune y endocrino y que cada molécula precisa su justa
proporcidn para que sea posible la implantacion. Resultados similares se han encontrado
por ejemplo con el LIF. Cuando este se bloquea se inhibe la implantacion hasta tal

punto que esto ha sido propuesto como método anticonceptivo [122]. Sin embargo,

niveles excesivamente altos de LIF también disminuyen las tasas de implantacion [60].
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10. MIC v protedmica folicular

El gran polimorfismo de MIC justifica el abordaje protedmico de los liquidos
foliculares. En primer lugar para identificar isoformas de MIC no detectadas por ELISA
y en segundo lugar para evaluar su posible interrelacion con otras proteinas foliculares.
Estos resultados ponen de manifiesto la existencia de un complejo equilibrio folicular
en la que la expresion de unas proteinas modifican las de otras y todas influyen en el
microambiente necesario para el desarrollo ovocitario. La existencia de MIC se
relaciona inversamente con los niveles de la 6680Dalton. La expresion de MIC modifica
el patron protedmico de los cuatro grupos en 2 proteinas. Analizando cada subgrupo la

expresion de MIC condiciona un distinto patrén proteémico de otras 8 proteinas.

Cabe preguntarse cudl de estas proteinas identificadas por el SELDI-TOF corresponden
a MIC. MIC es una proteina de unos 62 KDalton pero muy polimérfica [123]. La
proteina de las estudiadas que mas se parece en cuanto a peso molecular es la de 66700
Dalton. Esta se ha relacionado con la albimina cuyo peso molecular esta entre 66000
Dalton y 67000 Dalton. Sin embargo, curiosamente observamos que las donantes con
MIC presentan niveles de albumina significativamente mayores. Esto nos lleva a pensar
que probablemente este excedente de albdmina corresponda a MIC. La técnica del
SELDI-TOF presenta el principal problema de no poder identificar proteinas y puede
confundir aquellas de peso molecular similar. Por ello hacen falta estudios posteriores

que completen el conocimiento de MIC en la inmunologia de la reproduccién.
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11. Otras asociaciones de la protedmica folicular

Al igual que existe diferente expresion de MIC folicular en funcion del tipo de reserva-
respuesta ovarica encontramos diferente expresion de otras muchas proteinas aunque
estas aun necesitan ser identificadas. Encontramos 11 proteinas con expresion
significativamente diferente en los 4 subgrupos: SOP, donantes, normorrespondedoras,
endometriosis y baja respuesta. Las donantes como prototipo de ovario sano y de alta
respuesta presentan un perfil completamente distinto de las pacientes con baja respuesta
y la endometriosis. Encontramos expresion diferencial de 20 proteinas entre donantes y
bajas respondedoras y 4 proteinas entre donantes y endometriosis. Las pacientes con
ovarios poliquisticos sin embargo presentan un perfil proteico muy similar a pesar que
es sabido que presentan problemas de maduracion ovocitaria [124]. Esto sugiere al igual
que el estudio de Rubio que altas dosis de gonadotropinas en donantes con alta
respuesta puede afectar a la calidad ovocitaria en cuanto a tasas de fertilizacion y
blastocistos aneuploides [125]. En donantes el riesgo de hiperestimulacién ovérica se
minimiza porque desencadenamos la ovulacion con analogos de la GnRH. De este
modo las donantes pueden recibir mayor dosis de gonadotropinas y tener una respuesta
ovérica silimar a la que tendria una paciente con ovario poliquistico. Esto podria

explicar la similar expresion protedbmica de ambos grupos.

Parece que existen proteinas asociadas a una mayor respuesta ovarica como las P1y P2
especificas del liquido folicular y las 24 que se expresan de forma diferencial en

donantes. Estas se relacionan con un mayor nimero de ovocitos, mayores tasas de
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fertilizacion, y menores niveles de FSH. Otras proteinas sin embargo, se asocian a peor

respuesta ovarica como la P4 y la P5.

De nuevo observamos que en la endometriosis el ambiente folicular esta alterado de
forma independiente a la reserva ovérica y que en la endometriosis proteinas que
tedricamente son beneficiosas como P1 y P2 se asocian a peores tasas de fertilizacion.
Las proteinas de expresion diferencial entre donantes y bajas respondedoras son

distintas de las diferenciales entre endometriosis y donantes.

Aunque existen otros intentos de conocer el microambiente folicular a través de la
protedmica [126], que sepamos este es el primer estudio que relaciona de manera tan

clara la funcién ovarica y la etiologia de la infertilidad con el patrén proteémico.
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12.MIC en la inmunologia folicular

La ovulacion se considera un proceso inflamatorio que se caracteriza por la migracion
de leucocitos a los foliculos ovaricos. Segin Hammadeh, se han demostrado importante
migracion de leucocitos y macrofagos en el foliculo durante la ovulacion y la formacion
del cuerpo lateo [77]. Cada vez se le da mas importancia a los factores intraovaricos que
regulan el efecto de las gonadotropinas sobre la maduracion folicular. El estudio del
liquido folicular resulta interesante porque el microambiente del foliculo es fundamental
para el normal desarrollo del ovocito, la foliculogénesis y la ovulacion. En segundo
lugar, el liquido folicular ha demostrado mejorar el desarrollo in vitro de embriones
humanos [77]. Sin embargo, aunque parece claro que existe una regulacion
inmunoldgica del foliculo ovarico, no todos los autores estdn de acuerdo en la presencia
de celulas inmunes en el foliculo. Herath entre otros, sostiene que no existen células
inmunoldgicas dentro del foliculo y que son las propias células de la granulosa las que
poseen propiedades inmunes que incluso regulan la funcién endocrina de los foliculos
[127]. Los estrogenos cumplen una funcion principal en el crecimiento y desarrollo
folicular [128]. Infecciones como la ocasionada por E coli o el virus Coxsackie B en
mamiferos puede causar infertilidad al menos en parte por la alteracion de la funcion
ovarica y la supresion de la sintesis de estradiol consiguiente [129]. Las células de la
granulosa producen estradiol por aromatizacion de la androstendiona producida en la
TECA bajo regulacion de gonadotropinas como la FSH. Muchos de los efectos de E.
coli estdn mediados por la union del lipopolisacarido de membrana LPS al receptor
TLR4, al CD14 o al MD2 de las células inmunes. Sin embargo, segin muchos autores
no existen células inmunes dentro del foliculo y segun Herath, serian las propias células

de la granulosa las que expresarian este receptor TLR4 y E. coli directamente inhibiria
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la secrecion de estradiol por la union del LPS al TLR4 de las células de la granulosa
[127]. En cultivos celulares se ha visto que cuando se exponen células de la granulosa a
LPS, la secrecion de estradiol disminuye aunque la produccion de androstendiona por la
teca se mantiene. Esta disminucion en la produccion de estradiol se ha asociado a una
disminucion de la transcripcion de aromatasa y no afecta a la supervivencia celular.
Ademaés, se ha visto que las células de la granulosa transcriben TLR4, CD14 y MD-2 a
lo largo de los estadios fundamentales del crecimiento y desarrollo folicular. Parece
por tanto que las células de la granulosa tienen la capacidad inmunoldgica de detectar
infeccion bacteriana y que esta infeccion bacteriana altera el crecimiento y funcién
folicular por alteracién de la esteroidogénesis [127]. Por tanto, existe una regulacion
inmunoldgica del funcionamiento folicular y su alteracion empeoraria la calidad
ovocitaria. La disminucion de las tasas de fertilizacion y de implantacion en pacientes
con endometriosis precisamente ha sido explicada al menos en parte por un
desequilibrio inflamatorio en el liquido folicular. Se ha visto que en liquido folicular de
las pacientes con endometriosis las concentraciones de IL-1B, IL-6; IL-8 y TNFa es
mayor que en los controles aunque este aumento sélo resulta significativo en el caso del
TNFa y a su vez la hCG parece disminuir la sintesis de estas citoquinas en ambos
grupos [130]. Dentro del andlisis del liquido folicular es interesante la determinacion de
MIC, pero como hemos comentado, el gran polimorfismo de la molécula y la baja
sensibilidad de los métodos de deteccion recomiendan el analisis protedmico
complementario. Cuando se realiza analisis proteémico del liquido folicular de mujeres
normoovuladoras se encuentran al menos 27 puntos que no se corresponden con lo
encontrado en el plasma. Ademaés, se encuentran importantes concentraciones de
reactantes de fase aguda incluyendo: transferrina, ceruloplasmina, afemina,
hemopexina, haptoglobina y proteina amiloide o. Todo esto insiste en la idea ya
expuesta de que la ovulacién humana es un importante proceso inflamatorio. Por otra

parte, en el analisis de liquido folicular se han encontrado importantes cantidades de
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enzimas antioxidantes como: catalasa, superoxidodismutasa, glutation transferasa,
paroxonasa, HPS27 (proteina de dafio térmico 27) y disulfidoisomerasa. Esto sugiere
que durante la ovulacion, el foliculo humano esta bien protegido del dafio toxico que el
estrés oxidativo celular incrementado por el estado inflamatorio pudiese generar [131].
En este sentido cabe destacar que el estrés oxidativo producido por H202 induce la
expresion de MICA y MICB la cual se puede detectar mediante PCR-RT
semicuantitativa [132]. Por tanto, el desarrollo follicular require un equilibrio
inmunolégico del que depende la sintesis estrogénica que regula la ovulacion y la
maduracion ovocitaria. En este equilibrio estan implicadas moléculas inmunes como
citoquinas y segun nuestros resultados también MIC. EI nuestro es el primer estudio que
sepamos en el que se describe la presencia de MIC en el liquido folicular. Por el
contrario, el origen de estas moléculas inmunes en el liquido folicular continta siendo
una incdgnita. Algunos defienden que son producidas por linfocitos y macréfagos que
migran al foliculo durante la ovulacion. Otros mantienen que no existen células inmunes
en el foliculo y tanto MIC como las citoquinas serian producidas entonces por las
células de la granulosa. Este ambiente inflamatorio a nivel folicular parece aumentar el
estress oxidativo celular lo que es contrarrestado por una elevada concentracion de
antioxidantes a nivel del foliculo. Se ha visto que este aumento del estrés oxidativo
también aumenta la expresion de MIC. Sin embargo, no hemos encontrado asociacion
entre los distintos patrones de funcion ovarica y MIC. Creemos que esto podria deberse
al polimorfismo de la molécula y a las bajas concentraciones en el liquido folicular, ya
que al realizar andlisis proteomico del mismo si se observan claras diferencias entre
distintos patrones de ovulacion: SOP, donantes, normoovuladoras, endometriosis y baja

reserva.
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13.Polimorfismo de MIC

MIC es una molécula altamente polimorfica. Distintas isoformas de MIC parecen
cumplir funciones completamente distintas. El alelo MICA-TMA4 se asocia con una
mayor invasion ganglionar y menor supervivencia en pacientes con cancer colorrectal
[133]. Otras isoformas de MICA, MICA 250 (rs1051794) se asocian con una mayor
susceptibilidad de padecer artritis reumatoide que incluso es independiente de los alelos
de riesgo de HLA-DRB1 [134]. Este polimorfismo dificulta enormemente el analisis. Se
han descrito isoformas que s6lo comparten un 27% de la secuencia de aminoacidos de
cadena alfa (alo2a3) y que no son reconocidas por los anticuerpos utilizados
habitualmente para ELISA que ni siquiera diferencian MICA de MICB [41]. Esto
sugiere que aunque no se ha encontrado relacion entre la expresion de MIC y la
implantacion, es posible que si exista relacién de determinadas isoformas y la tasa de
implantacion, pero para ello seria necesario utilizar luminex o PCR con las dificultades

técnicas que esto conlleva.
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14.Implicaciones éticas vy juridicas

El objetivo de la seleccion embrionaria es obtener un recién nacido sano en casa por
cada ciclo de FIV iniciado. Existe el acuerdo, tanto entre clinicos como entre cientificos
dedicados a la Reproduccién Asistida, de que el objetivo debe ser transferir un Gnico
embrion. Afortunadamente con las mejoras en las técnicas de laboratorio y sobretodo en
crioconservacion de los embriones, cada vez parece mas factible transferir un Gnico
embrion sin disminuir significativamente las tasas de gestacion evitando asi los
multiples problemas derivados de las gestaciones multiples [135]. Sin embargo, el
decidir que embrion o embriones debe ser transferido tiene importantes implicaciones
éticas y politicas ya que implica relegar a algunos embriones a investigacion. En nuestro
centro, a las parejas se las dan dos posibilidades para los embriones que no son
transferidos: donarlos a otras parejas o donarlos a investigacion. Esta segunda
posibilidad es el origen de la mayor parte de los conflictos éticos en Reproduccion
Asistida. Dentro de la investigacion con embriones, una de las aplicaciones mas
importantes es la obtencién y utilizacion de células madre embrionarias. Las terapias
celulares han surgido como un tratamiento revolucionario de multiples patologias,
especialmente de las enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, las células madre
embrionarias son células derivadas de la masa celular interna de blastocistos en fase
preimplantacional y su utilizacién supone la destruccion del embrién, lo que suscita

problemas éticos en relacion a:
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1. El estado moral de formas incipientes de vida.

2. Complicidad por parte de las personas que con sus impuestos han

financiado la investigacion con embriones.

3. La proteccién de derechos humanos que para algunos incluye también el

estadio embrionario.
4. El derecho a la libertad académica y de investigacion.
5. La proteccién de los derechos de donantes de gametos y embriones.

En torno a estas cuestiones existe una gran polémica. Por una parte, las células
embrionarias utilizadas sélo contienen células indiferenciadas, pluripotenciales que no
han empezado aun el proceso de la organogénesis. No existen células neurales y por
tanto no existe ningun estado de consciencia. Por otra parte, los que se oponen a la
investigaciébn con embriones sostienen que los embriones estan completos
genéticamente desde el inicio y tienen el potencial de desarrollar un nifio por los que
deberian tener el status legal y moral de cualquier otro ser humano [136]. En algunos
paises como Alemania e ltalia, la seleccién embrionaria no esta permitida. En otros
como Espafia la legislacion es mas permisiva. Con el DGP (Diagnéstico Genético
Preimplantacional) se pretende evitar que se transfieran embriones con enfermedades
genéticas pero también permite la seleccion de caracteristicas fisicas o del sexo. En este
ultimo supuesto las implicaciones éticas son mucho mayores y ademas tiene
repercusiones socioldgicas. ElI concepto darwinista de embrion mas fuerte o mayor
capacidad de supervivencia puede ser discutible seleccionar embriones en funcién de las
caracteristicas fisicas o del sexo, lejos de mejorar el rendimiento de las técnicas de
reproduccion asistida atenta contra la dignidad humana y puede acarrear problemas

sociales importantes como el desequilibrio entre sexos [137]. A este respecto Ehrich
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sostiene que la seleccion embrionaria debe tener unas directrices claras y acorde a
criterios unificados y consensuados por los profesionales dedicados a las técnicas de
reproduccion asistida, con la aprobacién de los respectivos comites éticos y de acuerdo
a la legislacion vigente. En este sentido dejar a la autonémia individual de las parejas la
decision de los criterios de seleccion embrionaria resultaria segin lo expuesto
reprobable y peligroso [138]. Cuando en lugar de utilizar DGP se utilizan nuevos
métodos bioquimicos no sélo para el despistaje de enfermedades sino para seleccionar
embriones con mayores posibilidades de implantacion las implicaciones éticas son ain
mayores. En primer lugar este screening bioquimico preimplantacional perfecto deberia
ser altamente sensible y por tanto con una minima tasa de falsos negativos. De este
modo se evitaria que un embrién sano y con altas posibilidades de implantacion no
fuese transferido y por tanto relegado a investigacion o incluso destruido. Segun nuestro
estudio, la sensibilidad de MIC tanto en liquido folicular como en suero es
extremadamente baja: 19 y 20% v la tasa de falsos negativos considerablemente alta:
36% Yy 80%, por lo que no parece ser un buen método de screening preimplantacional.
Un buen método de screening debe tener siempre una alta sensibilidad de modo que no
se destruyan embriones con altas posibilidades de generar un recién nacido sano. La
especificidad aunque fue mayor (88 y 74%) no es suficiente como para justificar el
empleo de MIC como screening preimplantacional aunque pudiera tener relevancia
clinica el hecho de que siendo MIC negativo las posibilidades de implantacion sean
menores aunque las diferencias no sean estadisticamente significativas. Por otra parte, la
expresion de MIC no se relaciona con la calidad embrionaria lo que apoya que no es
éticamente justificable su empleo para seleccionar embriones, si bien las calidades
embrionarias evaluadas segun criterios morfolégicos tampoco guardan una relacion

exacta con las tasas de implantacion. Por tanto, el empleo de MIC para la seleccién
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embrionariano no estaria justificado éticamente si bien es posible que en el futuro, con
el empleo de técnicas mas sensibles y especificas de las distintas isoformas, la ausencia
de expresion de MIC pueda ayudar a discriminar aquellos embriones con menores
posibilidades de implantacién. Por todo lo expuesto parece obvio que el objetivo deba
ser la seleccion ovocitaria de modo que s6lo los ovocitos con mayores posibilidades
sean posibilidades sean fertilizados y no sea necesaria la seleccion embrionaria y la
destruccion de embriones. Segun nuestro estudio MIC aporta poca informacion sobre la
calidad embrionaria pero si aporta algo mas de informacion sobre los ovocitos y la
respuesta ovarica. Los resultados de MIC son prometedores a la hora de predecir el
namero total de ovocitos, pero para que se pudiese aplicar en la seleccion ovocitaria
seria necesario poder individualizar la secrecion de MIC de cada ovocito lo que aunque

es factible constituye un nuevo reto por las dificultades técnicas que conlleva.
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1.En el liquido folicular puede detectarse MIC en concentraciones similares a las

plasmaticas. El origen de este MIC folicular continta siendo desconocido.

2. A los 15 dias de la transferencia embrionaria, los niveles plasmaticos detectados

son superiores a los descritos previamente en mujeres fértiles.

3. La estimulacion de la ovulacidn no parece alterar la expresion de MIC puesto que en
receptoras de dvulos con ciclos sustituidos no presentan diferencias significativas frente

a los ciclos estimulados.

4. No existe MIC soluble detectable en el sobrenadante de cultivo embrionario y por

tanto no existe evidencia de que el embridn preimplantacional pueda sintetizar MIC.

5. Ni los niveles de MIC plasmaéticos ni los foliculares se asocian a las tasas de
implantacion embrionaria. Por tanto, MIC no es un buen marcador de screening

bioquimico preimplantacional.

6. Sin embargo, existe una asociacion estadisticamente significativa entre la expresién
de MIC vy la reserva ovarica. Pacientes con MIC sérica tienen un mayor nimero de

ovocitos recuperados, mayor recuento de foliculos antrales y menores niveles de FSH
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basal. Por el contrario, los pacientes con expresion de MIC folicular, presentaron peor
reserva ovarica con mayores niveles de FSH basal, menores niveles de estradiol y
edades mas avanzadas. Por todo ello, MIC parece un buen marcador de reserva ovarica

y predictor de la respuesta a los tratamientos de estimulacion con gonadotropinas.

7. Las pacientes con ovarios poliquisticos, normorrespondedoras y donantes,
presentaron expresion de MIC sérica con mayor frecuencia que las pacientes con

endometriosis y/o factor ovocitario.

8. La existencia de MIC folicular tiende a asociarse a una mayor proporcion de

embriones de primera categoria.

9. Dada el gran polimorfismo de MIC, el analisis protedmico folicular completa su
estudio. Sin embargo, su similitud en cuanto a peso molecular con la albimina hace

que el SELDI-TOF no sea un buen método para aislar esta molécula.

10. Por el contrario, el analisis protedmico folicular revela que la expresion de MIC
altera la expresion de otras proteinas que parecen estar también involucradas en la

respuesta ovarica.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

VALOR PREDICTIVO DE LA PROTEINA RELACIONADA CON

EL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD CLASE |

EN LA RESPUESTA OVARICA Y EN LA INMUNOLOGIA DE LA
IMPLANTACION

HOJA INFORMATIVA SOBRE EL ESTUDIO:

PROMOTORA E INVESTIGADORA PRINCIPAL: Dra Isabel Santillan Palencia

Usted va a formar parte de un estudio clinico. El objetivo de este estudio es encontrar
marcadores bioquimicos que ayuden a mejorar el rendimiento de las técnicas de
Reproducciéon Asistida. De este modo se podrian transferir en primer lugar los
embriones con mayor capacidad de implantacion mejorando asi los resultados de

fecundacion in vitro (FIV).

Por publicaciones recientes creemos que las proteinas relacionadas con el complejo
mayor de histocompatibilidad clase | (MICA/B o MIC) podrian ser expresadas por el
embrion de forma precoz. Estas moléculas intervendrian en la tolerancia inmunolégica

que permite la implantacion.

Se pretende realizar un estudio prospectivo de los ciclos de FIV desde Noviembre 2008.
En las punciones foliculares habitualmente se aislan los ovocitos y el restante liquido
folicular se tira. Los embriones obtenidos con la FIV se mantienen en un liquido, medio
de cultivo, hasta que son transferidos. Una vez transferidos estos embriones este liquido
también se desecha. Sin embargo algunas moléculas solubles como MICA/B (MIC) o

HLA-G podrian detectarse ya en este medio.

El objetivo del estudio es precisamente analizar MIC en estos liquidos foliculares y

sobrenadantes de cultivo embrionario que de otro modo se eliminarian. Ademas, se
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realizaria también una determinacion en suero utilizando la misma muestra de sangre
que se toma para realizar la prueba de embarazo a los 15 dias de la transferencia. Se
utilizaran los siguientes datos de la historia clinica: nimero de historia, edad, factor de
esterilidad, dosis total de FSH, nimero de foliculos >18mm el dia de la HCG, nimero
de ovocitos por puncién, REM, nimero de embriones obtenidos y tasa de gestacion. En

ningun caso figurara el nombre de la paciente.

Se trata de un estudio observacional y las pacientes no necesitaran ninguna exploracion
no procedimiento adicional. Simplemente recibiran tratamiento habitual de estimulacion
de la ovulacion para FIV. Las determinaciones se haran en sobrenadante de cultivo
embrionario, liquido folicular y sangre. Estas determinaciones no afectan en absoluto al

desarrollo embrionario.

La participacion en este estudio es absolutamente voluntaria y la no participacion no
supondra ningun perjuicio para el paciente. El paciente podra retirarse del estudio en
cualquier momento sin que esto suponga ningun perjuicio. Asi mismo, se informara a
las pacientes sobre datos relevantes del estudio que puedan influir en su decision de

continuar.

Siguiendo la normativa de la L.O.P.D. 15/1999 todos los datos de la historia clinica y
los obtenidos del estudio son absolutamente confidenciales. Finalizado el estudio se
procedera a la publicacion de los resultados respetando siempre la confidencialidad de

la paciente.
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Diia. .. YD
Mayores de edad, con domicilio €N ...........ooviiiiiiiiiiiii e y
con DNIL.. ..., ) 2PN

MANIFESTAMOS que tras haber sido debidamente informados de la finalidad del

proyecto de investigacion

DONAMOS de forma libre y consciente el sobrenadante de cultivo embrionario, el

liquido folicular y la sangre (estos 2 altimos de
Dofia.....ooiiiiiiii ) para dicho proyecto y su utilizacion del
mismo

COMPRENDEMOS:

-La hoja de informacion entregada y hemos podido preguntar a la Dra Santillan

todas las dudas al respecto.

-Que la participacion es voluntaria y que podemos retirarnos del estudio en

cualquier momento sin que esto repercuta en nuestros cuidados médicos

PRESTAMOS libremente nuestra conformidad para participar en el estudio

FIRMA DE LOS PARTICIPANTES FIRMA DEL INVESTIGADOR

EnMadrida...... de.coooveeeiii... de 20....
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Proyecto de investigacién ttlado: “VALOR PREDICTIVO DE LA HLA Y MIC EMBRIONARIOS i
EN RESULTADOS DE FIV».
Codigo HULP: P1-600 |

D* Dolotes Jiménez Heranz, Secretaria del
Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario “La Paz” de Madrid,

HACE CONSTAR QUE:

1°En la reunién celebrada el dia 07 de noviembre de 2007, acta 21/2007, se decidio emitir el informe
correspondiente al estudio de referencia.

2” En dicha reunidn se cumplieron Jos requisitos establecidos en la legislacion vigente —Real Decreto
223/2004 v Decteto 39/94 de ln Comunidad de Madsid —para que la dedsion del citado CEIC sea
valida.

37El CEIC del Hospital La Paz, tanta en su composicién, como en los PNT cumple con fas normas
de BPC {((PMP/ICH/ 135/93).

4%La composicion actual del CEIC del Hospiral La Paz es la siguiente:
Dr. Antonio Gil Aguado, Jefe de Seccién de Medicina Interna, Presidente
Dr. Jestis Frias Tnidsta, Jefe de Servicio de Farmacologia Clinica, Vicepresidente
D*Dolores Jiménez Herang, Licenciada en Derecho, Secretaria
Dr. Mario Arancén Monge, Médico de Atencién Primaria, Vocal
D, Javier Arpa Guuitrrez, Jefe de Seccién de Neurologia, Voeal
Dr. Manuel Jiménez Lendinez, Jefe de Servicio de Medicina Intensiva, Vocal
Dr. Carlos A, Herndndez Gil, Médico Adjunto de Traumatologia, Vocal
Dr. Antonia Buiio Soto, Médico Adjunro del Laboratorio de Urgencias, Vocal
Dr. Jaime Felié Batlle, Médico Adjunto de Oncologia, Vacal
Dra. Elena Garefa Higuera, Médico Adjunto de Anestesia, Vocal
Dr. Fernando Cabafias Gonzilez, Medico Adjunto de Neonatologfa, Vocal
D. Filiberto Chuli, Licenciado en Derecho, Voeal
D" Resario Madero Jarabo, Adjunto de Bicestadistica, Vocal
D*Elena Villamafidn, Farmacéutica Adjunta. Servicio de Farmacia, Vocal
D Delores Alvarez Alonso, Enfermera de CILN., Vocal
D Teresa Gonzilez de Beniro, Licenciada en Filosoffa v Clencias de la Educacisn, Vocal
D. Juan A, Sdnchez-Moreno Minguez, Licenciado en Derecho, Vocal v Ajeno al Hospital
Dr. Rodolfo Alvarez-Sala Walther, Jefe de Seccién de Neumologfa, Vocal
Dr. Luis Asensio Prianes, Médico Adjunto. Servicio de Cirugia General
Dra. Almudena Castro Conde, Médico Adjunto. Servicio de Cardiologia

Para que conste donde proceda, va pe:ic[dn/déT investigador

Madrid a 07 d



INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Don Antonio Gil Aguado, Presidente del Comité Ftico de Tnvestigacién Clinica del Hospital
Universitario La Paz

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta del investigador, la Dra. Isabel Santillin Palencia
del Servicio de Ginecologia del Hospital Maternal, para que se realice el proyecto de investigacion
tittlado ‘VALOR PREDICTIVO DE LA HLA ¥ MIC EMBRIONARIOS EN RESULTADOS DE
FIV*, codigo HULP: PI-600,

¥ considera ques

s Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos
del estudio yestdn justificados los riesgos v molestias previsibles para el sujeto.

o La cgpacsdad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el
estudio.

* Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado y no interfiere con el
respeto a los postulados éticos,

Y que este Comité acepta que dicho proyecto de investigaeién sea realizado por h Dia,
Isabel Santillin Palenciz del Servicio de Ginecologia del Hospital Maternal, como investigador
principal.

Lo que firme en Madnd a 7 de noviembre de 2007
J'.; |
! »

Firmado: Don Antonio Gil Aguado
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‘;_. Hospital Universitario La Paz Idi PAZ

SO PRTR B VTR Bhmedcs
Sochlxrd Tt o W

LA DIRECTORA DE LA FUNDACION PARA LA INVESTIGACION
BIOMEDICA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO “LA PAZ”

CERTIFICA:

Que Dfa. Isabel Paloma Santilldn Palencia, con DNI.:
01187218G, del Servicio de Ginecologia y Obstetricia fue
beneficiaria de las "Ayudas Aplicacion Clinica 2008" concedidas por la
Fundacién para la Investigacion Biomeédica del Hospital Universitario
“La Paz".

Y para que conste, a peticion del interesado, se expide la presente en
Madrid, a Dieciséis de Febrero de dos mil Once.

DIRECT FIBHULP

A

Fdo.: Dia. Ana Coloma Zapatero

Fendaciin para la bvestigacion
Biomédica del Hospal Uversaaro
-" F "L

G-837270%7

L

P* Castellans 261

28044 maded

TeNT7775 7

Fax: 91 207 1081

E-muil: fundacion dip@ealud machid org
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El proyecto de esta tesis doctoral fue presentado en el workshop organizado por
EMBIC en Oxford en Junio de 2008 y como ponencia en el I SIMPOSIO

EUROFORUM- MONTEPRINCIPE en Octubre 2008.

| SIMPOSIO
EUROFORUM - MONTEPRINCIPE

Encuentro Intergeneracional
Homenaje al Prof. Alberto Romeu Sarrié

3-4 de octubre de 2008, El Escorial, Madrid

Certificado de Ponente, otorgado por su participacion a:
Dra. lsabel Santillin Palencia

H. Universitario La Paz, Madrid

San Lorenzo del Escorial, a 04 de octubre de 2008

Director del Curso:

Dr. Isidoro Bruna Catalan CGCOM Con la Colaboracion de
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Los resultados preliminares de esta tesis doctoral fueron presentados como
comunicacion oral ELEVADA A PONENCIA en el 7° Congreso Europeo de

Inmunologia de la Reproduccion (ESRI 2009) obteniendo un premio-beca.

EUROPEAN SOCIETY for REPRODUCTIVE IMMUNOLOGY

i European Congress on Reproductive Immunology
September 17-20, 2009
Marathon Greece

Travel Grant Award

Dr Santillan Isabel is awarded with a Travel Grant for her contribution to the
7% European Congress on Reproductive Immunology

Marathon September 20, 2009

Petra Arck, Marighoula Varla-Leftherioti
LSRI Presiden President of the Organizing Committee
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Los resultados preliminares de esta tesis doctoral fueron presentados y aceptados como
poster oral en el XI Congreso Internacional de Inmunologia de la Reproduccién

(ICRI 2010) obteniendo un premio-beca.

International Congress of
Reproductive Immunology 2010

| Isabel Santillan

7 is the recipient of a Travel Award of the
The International Society for Immunology of Reproduction
to attend the XI ICRI 2010 in Palm Cove, Australia
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Los resultados preliminares de esta tesis doctoral fueron presentados y aceptados como
poster en el XXVII1 Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF
2010), en en el 8° Congreso Europeo de Inmunologia de la Reproduccion (ESRI

2010) y en 31 Congreso Nacional de Ginecologia y Obstetricia (SEGO 2011).
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LOS NIVELES DE SMIC EN SUERO ESTAN INDUCIDOS POR LOS NIVELES DE ESTROGENOS Y
SE RELACIONAN CON LA RESPUESTA OVARICA

Tipo de presetacion  Borrador

Area [mplantacion

Autores

Presentador  Autor Noribre Primer apellido Segundo apellido
i 1 ISABEL SANTILLAN PALENCIA

2 VICTORIA VERDU
3 RUT GOMEZ DE SEGURA
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s 3 LopEz
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BIBLIOGRAFIA
A




Bibliografia

Gonzalez R, Quintana J, Campos |, Magan R, Ballesteros A. en Remohi J, Manual

Préctico de Esterilidad y Reproduccion Humana. Mc Graw Hill 32 ed. Madrid 2008; 1-9.

Ombelet W, Cooke I, Dyer S, Serour G, Devroy P. Infertility and the provision of
infertility medical services in developing countries. Human Reproduction Update 2008;

605-621.

Macklon NS, Geraedts JPM, Fauser BCJM. Conception to ongoing pregnancy: the

black box of early pregnancy loss. Human Reproduction Update 2002; 333-343.

Min JK, Breheny SA, Maclachlan V. What is the most relevant standard of success, the
singleton term gestation, live birth rate per cycle initiated: the BESST endpoint for

assisted reproduction. Human Reproduction 2004; 3-7.

Riley JK. Throphoblast immune receptors in maternal-fetal tolerance. Immunological

Investigations 2008; 395-426.

Carosella ED. HLA-G: from fetomaternal tolerance to organ graftin. Bulletin et

memoires de I"’Academie royale de medicine de Belgique 2009; 87-99.

Kajikawa M, Baba T, Tomaru U, Watanabe Y, Koganei S, Tsuji-Kawahara S et al.
MHC Class I-like MILL Molecules are g2 Microglobulin Associated, GPl-anchored
Glycoproteins that do not requiere TAP for Cell Surface Expresion. The Journal of

Immunology 2006; 3108-3115.




10.

11.

12.

13.

14.

Bibliografia

Aquino-Galvez A, Perez-Rodriguez M, Camarena A, Falfan-Valencia R, Ruiz V,
Montafio M et al. MICA polymorphism and decreased expression of the MICA receptor
NKG2D contribute to idiopathic pulmonary fibrosis susceptibility. Human Genetics

2009; 639-648.

Bahram S. MIC genes: from genetics to biology. Advances in Immunology 2000; 1-60.

Groh V, Bahram S, Bauer S, Herman A, Beauchchamp M, Spies T. Cell stress-regulated
human major histocompatibility complex class I gene expressed in gastrointestinal

epithelium. Procedures National Academy of Science USA 1993; 12445-12450.

Nuckel H, Switala M, Sellman L, Horn PA, Dlring J, Duhrsen U et al. The prognosis
significance of soluble NKG2D ligands in B-cell chronic lymphocytic leukemia.

Leukemia 2010; 1152-1159.

Bauer S, Groh V, Wu J, Steinle A, Phillips JH, Lanier LL et al. Activation of NK cells

and T cells by NKG2D, a receptor for stress-inducible MICA. Science 1999; 727-729.

Luo L, Lu J, Wei L, Long D, Guo JY, Shan J et al. The role of HIF-1 in up-regulating
MIC expression on human renal proximal tubular epithelial cells during

hypoxia/reoxygenation. BioMed Central Cell Biology 2010; 11-91.

Groh V, Rhinehart R, Randolph-Habecker J, Topp MS, Riddle SR, Spies T.
Costimulation of CD8af T cells by NKG2D via engagement by MIC induced on virus-

infected cells. Natural Immunology 2001; 255-260.




15.

16.

17.

18.

19.

20.

Bibliografia [kt

Tieng V, Le Bouguenec C, du Merle L, Bertheau P, Desreumaux P, Janin A et al.
Binding of Escherichia coli adhesion AfaE to CD55 triggers cell-surface expression of
the MHC class | related molecule MICA. Procedures National Academy of Science USA

1999; 2977-2982.

Jinushi M, Takehara T, Kanto T, Tatsumi T, Groh V et al. Critical role of MHC Class I-
related chain A and B expression on INF-a stimulated dendritic cells in NK cell
activation: impairment in chronic hepatitis C virus infection. The Journal of

Immunology 2003; 1249-1256.

Li Y, Xia B, LU M, Ge L, Zhang X. MICB0106 gene polymorphism is associated with
ulcerative colitis in central China. International Journal of Colorrectal Disease 2010;

153-159.

Rebmann V, Schitt P, Brandhorst D, Opalka B, Moritz T. Soluble MICA as an
independent prognostic factor for the overall survival and progression-free survival of

multiple myeloma patients. Clinical Immunology 2007; 114-120.

Salih HR, Antropius H, Gieseke F, Lutz SZ, Kanz L, Rammensee HG et al. Functional
expresion and release of ligands for the activating immunoreceptor NKG2D in leucemia.

Blood 2003; 1389-1396.

Groh V, Rhinehart R, Secrist H, Bauer S, Grabstein KH, Spies T. Broad tumour-
associated expression and recognition by tumor-derived yé T cells of MICA and MICB.

Immunology 1999; 6879-6884.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Li%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Xia%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22L%C3%BC%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ge%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Zhang%20X%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

21.

22,

23.

24,

25.

26.

Bibliografia FHEL]

Lodoen M, Ogasawara K, Hamerman JA, Arase H, Houchins JP, Mocarski ES.
NKG2D-mediated Natural Killer Cell protection against Cytomegalovirus is impaired
by viral GP40 modulation of retinoic acid early inducible 1 gene molecules. The Journal

of Experimental Medicine 2003; 1245-1253.

Tamaki S, Kawakami M, Yamanaka Y, Shimomura H, Imai Y, Yamamoto K et al.
Relationship between soluble MICA and the MICA A5.1 homozygous genotype in

patients with oral squamous cell carcinoma. Clinical Immunology 2009; 331-337.

Waldhauer I, Steinle A. Proteolytic Release of Soluble UL16-Binding Protein 2 from

Tumor Cells. Cancer Research 2006; 2520-2526.

Mincheva-Nilson L, Nagaeva O, Chen T, Stendahl U. Placenta Derived Soluble MHC
Class I Chain-Related Molecules Down-Regulate NKG2D Receptor on Peripheral Blood
Mononuclear Cells during Human Pregnancy: A Possible Novel Immune Escape

Mechanism for Fetal Survival. The Journal of Immunology 2006; 3585-3592.

Farsad K. Exosomes: novel organelles implicated in immunomodulation and apoptosis.

Yale Journal of Biology and Medicine 2002; 95-101.

Porcu-Buisson G, Lambert M, Lyonnet L, Loundou A, Gamerre M, Chamoin-lau et al.
Soluble MHC Class | chain-related molecule serum levels are predictive markers of
implantation failure and successful term pregnancies following IVF. Human

Reproduction 2007; 1-6.



217.

28.

29.

30.

3L

32.

33.

Bibliografia

Furst D, Solgi G, Recker K, Mytilineos D, Schrezenmeier H, Mytilineos J. Tissue

Antigens 2011; 201-205.

Woucherpfennig KW, Sethi D. T cell receptor recognition of self and foreing antigens in

the induction of autoimmunity. Seminars of immunology 2011; 84-91.

Beck S, Geraghty D, Inoko H, Rowen L. Complete sequence and gene map of Human

Major Histocompatibility Complex. Nature 1999; 921-923.

Hess AD, Thoburn CJ, Chen W, Bright AE. Unexpected T-cell diversity in syngeneic
graft-versus-host disease revealed by interaction with peptide-loaded soluble MHC class

11 molecules 1999. Transplantation 2003; 1361-1367.

Kajikawa M, Baba T, Tomaru U, Watanabe Y, Koganei S, Tsuji-Kawahara S et al.
MHC Class I-like MILL Molecules are g2 Microglobulin Associated, GPl-anchored
Glycoproteins that do not requiere TAP for Cell Surface Expresion. The Journal of

Immunology 2006; 3108-3115.

Sconocchia G, Spagnoli GC, Del Principe D, Ferrone S, Anselmo M. Defective
Infiltration of Natural Killer Cells in MICA/B Positive Renal Cell Carcinoma Involves

p2Integrin Mediated Interaction. Neoplasia 2009; 662-671.

Martinez E, Brzostowski JA, Long EO, Gross CG. Cutting Edge: NKG2D-Dependent
Citotoxicity is controlled by ligand distribution in target cell membrane. Journal of

Immunology 2011; 5538-5542.

150




34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Bibliografia

Resino S. Genética del MHC. Epidemiologia Molecular de Enfermedades Infecciosas

2009; 1-2.

Garrity D, Call ME, Feng J, Wucherpfennig KW. The activating NKG2D receptor
assembles in the membrana with two signaling dimers into a hexameric structure.

Proceedings of the National Academy of Science USA 2005; 7641-7646.

Roda-Navarro P, Reyburn HT. The traffic of the NKG2D/Dapl10 receptor complex
during natural killer (NK) cell activation. The Journal of Biological Chemistry 2009;

16434-16472.

Coudert JD, Zimmer J, Tomasello E, Cebecauer M, Colonna M, Vivier E. Altered
NKG2D function in NK cells induced by chronic exposure to NKG2D ligands expressing

tumor cells. Blood 2005; 1711-1717.

Nardo LG, Sabatini L, Rai R, Nardo F. Pinopode expresion during human implantation.

European Journal of Obstetrics and Gynaecology 2002; 104-108.

Xu B, Geerts D, Qian K, Zhang H, Zhu G. Myeloid ecotropic viral integration site 1
(MEIS) 1 involvement in embryonic implantation. Human reproduction 2008; 1394-

1406.

Jia-Ron Z, Shuang Di L, Xiao-Ping W. Eutopic or ectopic pregnancy: a competition
between signals derived from the endometrium and the fallopian tube for blastocyst

implantation. Placenta 2009; 335-339.

151




41.

42.

43.

44,

45.

46.

Bibliografia Fky)

Hess AP, Baston-Buest DM, Schanz A, Hirschenhain J, Bielfeld P, Kruessel JS.
Interleukin 1 system in the fallopian tube-No spatial but temporal regulation of mRNA

and protein expression. Molecular and Cellular Endocrinology 2009; 7-12.

Emmer PM, Steegers EA, Kerstens HM, Bulten J, Neelen WL, Boer K et al. Altered
phenotype of HLA-G expressing trophoblast and the decidual natural killer cells in the

pathological pregnancies. Human Reproduction 2002; 1072-1080.

Ocimen EE, Kiyici H, Uckuyu A, Yanik FF. Are CD57+ Natural Killer cells really
important in early pregnancy failure? Archieves of Gynecology and Obstetrics 2009;

493-497.

Ordi J, Casals G, Ferrer B, Creus M, Guix C et al. Uterine (CD56) natural Killer cell
recruitment: association with decidual reaction rather than embryo implantation.

American Journal of Reproductive Immunology 2006; 369-377.

Aplin JD, Mesequer M, Simon C, Ortiz C, Croxatto H, Jones CJ. MUC 1, glycans and
the cell-surface barrier to embryo implantation. Biochemical Society Transactions 2001;

153-156.

Kira-Safran C, D’Souza SS, Carson D. Heparan sulfate proteoglycans and their binding
proteins in embryo implantation and placentation. Seminars in Cell and Developmental

Biology 2008; 187-193.



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Bibliografia

Staun-Raum E, Shalev E. Human Trophoblast function during implantation process.

Reproductive Biology and Endocrinology 2005; 1477-7827.

Van den Brile F, Berndt S, Simon N, Coulon C, Le Goarant J, Munaut C et al. en

Markert UR, Immunology of Gametes and Embryo Implantation. Kager 2005; 163-180.

Balbin M, Fueyo A, Knauper V, Lopez JM, Alvarez J, Sanchez LM et al. Identification
and Enzimatic Characterization of two diverging murine counterparts of human
interstitial collagenase (MMP-1) expressed at sites of embryo implantation. The journal

of Biological Chemistry 2001; 10253-10262.

Adhajanova L. Leukemia inhibitory factor and human embryo implantation. Annals of

the New York Academy of Science 2004; 176-183.

Lim HJ, Dey SK. HB-EGF: a unique mediator of embryo-uterine interactions during

implantation. Experimental Cell Research 2009; 619-626.

Bamberger AM, Sudahl S, Ldning T, Wagener C, Bamberger CM, Drakakis P et al. The
adhesion molecule CEACAM 1 (CD66a, C-CAM, BGP) is specifically expressed by the

extravillous intermediate trophoblast. American Journal of Pathology 2000; 1165-1170.

Makriagiannakis A, Zoumakis E, Kalantaridou S, Chrousos G. Endometrial and
Placental CRH as regulators of human embryo implantation. Journal of Reproductive

Immunology 2004; 53-59.

153




54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Bibliografia [kl

Fuzzi B, Rizzo R, Criscuoli L, Noci I, Melchiorri L, Scarselli B. HLA-G expresion in
early embryos is fundamental prerequisite for obtainment of pregnancy. European

Journal of Inmunology 2002; 311-315.

Van Lierop MJC, Wijnands F, Loke YW, Emmer PM, Lukassen HGM, Bratt DDM et
al. Detection of HLA-G by specific sandwich ELISA using monoclonal antibodies G233

and 56B. MHR: Basic Science of Reproductive Medicine 2002; 776-784.

Hiby SE, King A, Sharkey A, Loke YW. Molecular studies of trophoblast HLA-G:
polymorphism, isoforms, imprinting and expression in preimplantation embryo. Tissue

Antigens 1999; 1-13.

Zhang Q, Cecka JM, Gjertson DW, Ge P, Rose ML, Patel JK et al. HLA and MICA:
targets of antibody-mediated rejection in heart transplantation. Transplantation 2011;

1153-1158.

Chaouat G, Ledée-Bataille N, Chea KB, Dubanchet S en Markert UR. Immunology of

Gametes and Embryo Implantation. Kager 2005; 38-39.

Evans J, Catalana RD, Brown P, Sherwing R, Critchley OD, Fazleabas AT et al.
Prokineticin 1 mediates fetal-maternal dialogue regulating endometrial leucemia

inhibitory factor. FASEB Journal 2009; 2165-2175.

Adhajanova L. Update on the role of leukemia inhibitory factor in assisted reproduction.

Current opinion in Obstetrics and Gynecology 2010; 213-219.



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Bibliografia

Serafin PC, Silva IDCG, Smith GD, Motta ELA, Rocha AM, Baracat EC et al.
Endometrial Claudin-4 and Leucemia Inhibitory Factor are associated with assisted

reproductive outcome. Reproductive Biology and Endocrinology 2009; 1477-7827.

Revelli A, Piane LD, Casano S, Molina E, Massobrio M. Follicular fluid content and
oocyte quality: from single biochemical maker to metabolomics. Reproductive Biology

and Endocrinology 2009; 1477-7827.

Roberts RM. Interferon tau a type 1 Interferon involved in Maternal Recognition of

Pregnancy. Cytokine Growth Factor Review 2007; 403-408.

Chon TW, Bixler S. Interferon-tau: current applications and potential in antiviral

therapy. Journal of interferon and Cytokines Research 2010; 477-485.

Apps R, Gardner L, Hiby SE, Sharkey AM, Moffett A. Conformation of human
leucocyte antigen G molecules at the surface of human trophoblast cells. Immunology

2008; 322-328.

Minz C, Holmes N, King A, Loke YW, Colonna M, Child et al. Human
Histocompatibility Leukocyte Antigen (HLA)-G Molecules Inhibit NKAT3 Expressing

Natural Killer Cells. The Journal of Experimental Medicine 1997; 385-391.

Warner C, Comiskey M, Clisham PR, Brenner CA. Soluble HLA-G (HLA-Gs) a
predictor of IVF outcome? Journal of Assisted Reproduction and Genetics 2004; 315-

316.

155




68.

69.

70.

71.

72.

73.

74,

Bibliografia

Jurisicova A, Casper RF, Maclusky NJ, Mills GB, Librach CL. HLA-G expresién during
preimplantational human embryo development. Procedures of Nacional Academy of

Science USA 1996; 161-165.

Menicucci A, Noci I, Fuzzi B, Criscuoli L. Non-Classic SHLA-I in Human oocyte culture

médium. Human Immunology 1999; 1054-1057.

Nocci I, Fuzzi B, Rizzo R, Melchiorri L, Criscouli L et al. Embryonic soluble HLA-G as

a marker of developmental potencial embryos. Human Reproduction 2005; 138-141.

Sher G, Keskintepe L, Fisch J, Acacio B. Soluble human leukocyte antigen G expression
in phase I culture media at 46 hours of fertilization predicts pregnancy and implantation

from day 3 embryo transfer. Fertility and Sterility 2005; 1410-1413.

Sageshima N, Shobu T, Kawai K, Hashimoto H, Yamashita M. Soluble HLA-G is absent
from human embryo cultures: A reassessment of SHLA-G detection methods. Journal of

Reproductive Immunology 2007; 11-22.

Rebmann V, Switala M, Eue I, Schwahn E, Merzenich M, Grosse-Wilde H et al: Rapid
Evaluation of Soluble HLA-G Levels in Supernatants of in Vitro Fertilized Embryos.

Human Immunology 2007; 251-258.

Rizzo R, Melchiorri L, Stignani M, Baricordi OR. HLA-G Expression is a Fundamental

Prerequesite to Pregnancy. Human Immunology 2007; 244-250.

156




75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Bibliografia

Hamatani T, Ko MSH, Yamada M, Kuji N, Mizusawa Y, Shoji M et al. Global gene

expression profiling of preimplantational embryos. Human Cell 2006; 98-117.

Quenby S, Farquharson R. Uterine natural Killer cells, implantation failure and

rescurrent miscarriage. Reproductive Biomedicine Online 2006; 24-28.

Hammadeh ME, Fischer-Hammadeh C, Amer AS, Rosenbaum P, Schmidt W en
Markert UR. Immunology of Gametes and Embryo Implantation. Kager 12 Ed. Basilea

2005; 80-97.

Kane N, Nelly R, Saunders PTK, Critchley HOD. Proliferation of uterine natural Killer
cells is induced by hCG and mediated via the mannose receptor. Endocrinology 2009;

2882-2888.

Colantonio AD, Bimber BN, Neidermyer WJJ, Reeves RK, Alter G, Altfeld M et al. KIR
polymorphism modulate peptide-dependent binding to an MHC class | ligand with a

Bw6 motif. PLoS Pathogens 2011; 1-13.

Ge LQ, Jiang T, Zhao J, Chen ZT, Zhou F, Xia B. Upregulated mRNA expression of
major histocompatibility complex class | chain related gene A in colon and activated
natural Killer cells of Chinese patients with ulcerative colitis. Journal of Digestive

Diseases 2011; 82-89.

Eagle RA, Jafferji I, Barrow AD. Beyond stressed self. Evidence for NKG2D ligand.

Expresion on healthy cells. Current immunology Reviews 2009; 22-34.

157




82.

83.

84.

85.

86.

87.

Bibliografia ks

Paus R, Slominski A, Czarnetzi BM. Is alopecia areata an autoinmune-response agonist
melanogenesis-related proteins exposed by abnormal MHC Class | expression in the

anagen hair bulb? Journal of Biology and Medicine 1994; 541-554.

Glas J, Martin K, Brinnler G, Kopp R, Folwaczny C, Weiss EH et al. MICA, MICB and
C1-4-1 polymorphism in Crohn’s disease and ulcerative colitis. Tissue Antigens 2001;

243-249.

Fionda C, Soriani A, Malgarini G, lannitto ML, Santoni A, Cippitelli M. Heat schock
protein-90 inhibitors increase MHC class | related chain A and B ligands expression on
multiple myeloma cells and their ability to trigger NK cell degranulation. Journal of

Immunology 2009; 4385-4394.

Moenkemeyer M, Heiken H, Schmidt TRE, Witte T. Higher risk of cytomegalovirus
reactivation in human immunodefieciency virus-1 infected patients homozygous for

MICA 5.1. Human Immunology 2009; 175-178.

Guillotou F, de Thouel A, Jean C, Demur C, Mansat-De Mas V, Laurent G et al. TNF
alpha stimulates NKG2D-mediated lytic activity of acute myeloid leukemia cells.

Leukemia 2005; 2206-2214.

Bai SX, Wang YL, Qiu L, Xiao ZJ, Herva R, Piao YS. Dynamic expression of matrix
metalloproteinases (MMP-2, -9 and -14) and tissue inhibitors of MMPs (TIMP-1, -2 and

-3) at the implantation site during tubal pregnancy. Reproduction 2005; 103-113.



88.

89.

90.

91.

92.

93.

Bibliografia FHES)

Corry GN, Tancsijevic B, Barri ER, Krueger W, Rasmussen TP. Epigenetic regulatory
mechanism during preimplantational development. Birth defects research part C.

Embryo Today 2009: 297-313.

Su YQ, Wigglesworth K, Pendola FL, O Brien MJ, Eppig JJ. Mitogen-Activated protein
kinase activity in cumulus cells is essential for gonadotropin-induced oocyte meiotic

resumption and cummulus expansion in the mouse. Endocrinology 2002; 2221-2232.

Bancsi LF, Broekmans FJ, Eijkemans MJ, de Jong FH, Habbema JD, Velde ER et al.
Predictors of poor ovarian response in in vitro fertilization: a prospective study

comparing basal markers of ovarian reserve. Fertility and sterility 2002; 328-336.

Wang JQ, Douglas NC, Nakhuda GS, Choi JM, park SJ, Thornton MH et al. The
association between between anti-Mullerian hormone and IVF pregnancy outcomes is

influenced by age. Reproductive BioMedicine Online 2010; 757-761.

Tian W, Cai J, Liu X MICA genetic polymorphism and HLA-A, C, B, MICA and DRB1
haplotypic variation in southern Chinese Hem population. Identification of two new

MICA alleles, MICA*060 and MICA*062. Human Immunology 2011, 510-515.

Conaghan J, Hardy K, Handyside AH, Winston RML, Leese HJ. Selection criteria for
human embryo transfer: a comparison of pyruvate uptake and morphology. Journal of

Assisted Reproduction and Genetics 1993; 21-30.



94.

95.

96.

97.

98.

99.

Bibliografia

Aydiner F, Yetkin CE, Seli E. Perspectives on emerging biomarkers for non-invasive
assessment of embryo viability in assisted reproduction. Current Molecular Medicine

2010; 206-215.

Piccinni MP, T cell tolerance towards the fetal allograft. Journal of Reproductive

Immunology 2010; 71-75.

Joshi M, Dindelegan G, Olausson M, Oltean M. Natural killer group 2 member D cell
recruitment driven by major histocompatibility complex class I chain related antigens A
and B: a possible mechanism during acute intestinal allograft rejection in the mouse.

Transplant Procedures 2010; 4467-4469.

Rizzo R, Dal Canto MB, Stignani M, Fadini R, Fumagalli D, Reuzini M. Production of
SHLA-G molecules by in vitro matured cumulus-oocyte complex. International Journal

of Molecular Medicine 2009; 523-530.

Roggers RJ, Irving-Rodgers HF. Formation of the ovarian follicular antrum and

follicular fluid. Biology of Reproduction 2010; 1021-1029.

Canti-Laird E, Carré GA, Mandon-Pepin B, Kadler KE, Fabre S. First evidence of bone
morphogenetic protein 1 expression and activity in sheep ovarian follicles. Biology of

Reproduction 2010; 138-146.

100.Nolting A, Dugast AS, Rihn S, Luteijn R, Carrington MF, Kane K, et al. MHC class |

chain-related protein A shedding in chronic HIV-1 infection is associated with profound

NK cell dysfunction. Virology 2010; 12-20.

160



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nolting%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dugast%20AS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rihn%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Luteijn%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Carrington%20MF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kane%20K%22%5BAuthor%5D

Bibliografia ksl

101.Li L, Chen A, Chaudhuri A, Kambham N, Sigdel T, Chen R, et al. Compartmental
localization and clinical relevance of MICA antibodies after renal transplantation.

Transplantation 2010; 312-319.

102.Santos MA, Kuijk EW, Macklon NS. The impact of ovarian stimulation for IVF on the

developing embryo. Reproduction 2010; 23-34.

103.Teklenburg G, Salker M, Molokhia M, Lavery S, Trew G, Aojanepong T et al. Natural
selection of human embryos: decidualizing endometrial stromal cells serve as sensors of

embryo quality upon implantation. PloS One 2010; 1-6.

104.Latham KE. Mechanisms and control of embryonic genome activation in mammalian

embryos. International Review of Cytology 1999; 71-124.

105.Bartolomei MS. Genomic imprinting: employing and avoiding epigenetic processes.

Genes Dev 2009; 2124-2133.

106.Bell CE, Calder MD, Watson AJ. Genomic RNA profiling and the programme
controlling preimplantation mammalian development. Molecular Human Reproduction

2008; 691-701.

107.Janny L, Menezo YJR. Evidence for a strong paternal effect on human preimplantation
embryo development and blastocyst formation. Molecular Reproduction and

Development 1994; 36-42.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chaudhuri%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kambham%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sigdel%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Santos%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kuijk%20EW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Macklon%20NS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Teklenburg%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Salker%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Molokhia%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lavery%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Trew%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aojanepong%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Latham%20KE%22%5BAuthor%5D

Bibliografia

108.Crespo D, Bonnet E, Roher N, Mackenzie SA, Krasnov A, Goetz FN. Cellular and
molecular evidence for a role of tumor necrosis factor alpha in the ovulatory mechanism

of trout. Reproductive Biology and Endocrinology 2010; 8-14.

109.Sun W, Stegmann BJ, Henne M, Catherino WH, Segars JH. A new approach to ovarian

reserve testing. Fertility and Sterility 2008; 2196-2202.

110.Neal MS, Reade CJ, Younglai EV, Holloway AC, Goodrow GJ. Granulosa cell
aromatase activity in women undergoing IVF: a comparison of good and poor

responders. Journal of Obstetrics and Gynaecology Canada 2008; 138-142.

111.Grimaldi CM, Jeganathan V. Diamond B. Hormonal regulation of B cell development:
17 beta-estradiol impairs negative selection of high-affinity DNA-reactive B cells at more

than one developmental checkpoint. Journal of Immunology 2006; 2703-2710.

112.Mjoésberg J, Svensson J, Johansson E, Hellstrom L, Casas R, Jenna MC et al. Systemic
reduction of functionally suppressive CD4dimCD25highFoxp3+ T regs in human second
trimester pregnancy is induce by progesterone and 17beta-estradiol. Journal of

Immunology 2009; 759-769.

113.Waters EM, Simerly RB. Estrogen induces caspase-dependent cell death during

hypothalamic development. Journal of Neuroscience 2009; 9714-9718.

114.Blois SM, Llarregi JM, Tonetten M, Garcia M, Orsal AS, Cordo-Russo R et al. A pivotal

role for galectin-1 in fetomaternal tolerante. Natural Medicine 2007; 1450-1457.

162




Bibliografia

115.Than NG, Romero R, Erez O, Weckle A, Tarca AL, Hotra J et al. Emergence of
hormonal and redox regulation of galectin-1 in placental mammals: implication in
maternal-fetal immune tolerance. Proceedings of the National Academy of Science USA

2008; 15819- 15824.

116.Merino P, Schulin-Zeuthen C, Codner E. Diagnostico del sindrome del ovario
poliquistico: nuevos fenotipos, nuevas incégnitas. Revista Médica de Chile 2009; 1071-

1080.

117.Stilley JAW, Woods-Marshall R, Sutovsky M, Sutovsky P, Sharpe-Timms KL. Reduced
fecundity in female rats with surgically induced endometriosis and in their daughters: a
potential role for tissue inhibitors of metalloproteinase 1. Biology of Reproduction 2009;

649-656.

118.Papageorgiou, Guibert J, Goffinet F, Patrat C, Fulla Y, Janssens Y et al. Percentile
curves of serum estradiol levels during controlled ovarian stimulation in 905 cycles
stimulated with recombinant FSH show that high estradiol is not detrimental to IVF

outcome. Human Reproduction 2002; 2846-2850.

119.Kyrou D, Popovic-Todorovic B, Fatemi HM, Bourgain C, Haentjens P, Van Landuyt L
et al. Does the estradiol level on the day of human chorionic gonadotrophin
administration have an impact on pregnancy rates in patients treated with rec-

FSH/GnRH antagonist. Human Reproduction 2009; 2902-2909.

120.Verberg MF, Macklon NS, Nargund G, Frydman R, Devroey P, Broekmans FJ et al.

Mild ovarian stimulation for IVF. Human Reproduction Update 2009; 13-29.

163



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kyrou%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Popovic-Todorovic%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fatemi%20HM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bourgain%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Haentjens%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Van%20Landuyt%20L%22%5BAuthor%5D

Bibliografia

121.Liu J, Lee K, Ng EHY, Yeung WSB, Ho P. Gene expression profiling of human
periimplantation endometrial between natural and stimulated cycles. Fertility and

Sterility 2008; 2152-2164.

122.Paiva P, Menkhorst E, Salamonsen L, Dimitriadis E. Leukemia inhibitory factor and
interleukin-11: critical regulators in the establishment of pregnancy. Cytokine &

Growth Factors Reviews 2009; 319-328.

123.Sumitran-Holgersson S, Wilczek HE, Holgersson J, Soderstrom, K. Identification of the
nonclassical HLA molecules, MICA, as targets for humoral immunity associated with

irreversible rejection of kidney allografts. Transplantation 2002; 268-277.

124.Liu S, Jiang JJ, Feng HL, Ma SY, Li M, Li Y. Evaluation of the immature human
oocytes from unstimulated cycles in polycystic ovary syndrome patients using a novel

scoring system. Fertility Sterility 2010; 2202-2209.

125.Rubio C, Mercader A, Alama P, Lizan C, Rodrigo L, Labarta E et al. Prospective cohort
study in high responder oocyte donors using two hormonal stimulation protocols: impact

on embryo aneuploidy and development. Human Reproduction 2010; 2290-2297.

126.Jarkovska K, Martinkova J, Liskova L, Halada P, Moos J, Rezabek K et al. Proteome
mining of human follicular fluid reveals a crucial role of complement cascade and key
biological pathways in women undergoing in vitro fertilization. Journal of Proteome

Research 2010: 1289-1301.

164



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Paiva%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Menkhorst%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Salamonsen%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dimitriadis%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liu%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jiang%20JJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Feng%20HL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ma%20SY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Li%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rubio%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mercader%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Alam%C3%A1%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liz%C3%A1n%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rodrigo%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Labarta%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jarkovska%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martinkova%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Liskova%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Halada%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moos%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rezabek%20K%22%5BAuthor%5D

Bibliografia kS

127.Harath S, Willians EJ, Lilly ST, Gilbert RO, Dobson H, Bryan CE et al. Ovarian
follicular cells have innate inmune capabilities that modulate their endocrine function.

Reproduction 2007; 683-693

128.Quirk SM, Cowan RG, Harman RM, Hu CL, Porter DA. Ovarian follicular growth and
atresia: the relationship between cell proliferation and survival. Journal of Animal

Science 2004; 40-52.

129.Sartini D, Moussawi M, Salam R, Bernstein |, Huber S. Correlation between serum
estradiol in the follicular phase of the ovarian cycle and decay acceleration factor (DAF)
expression on red blood cells and Coxsakie virus B-3 induced hemagglutination in young

cycling women. American Journal of Reproductive Immunology 2004; 180-187.

130.Carlberg M, Nejaty J, Froysa B, Guan Y, Soder O, Bergqvist A et al. Elevated
expression of tumour necrosis factor e in cultured granulosa cells from women with

endometriosis. Human reproduction 2000; 1250-1255.

131.Angelucci S, Ciavarpelli D, Di Giuseppe F, Eleuterio E, Sulpicio M, Tiboni GM et al.
Proteome analysis of human follicular fluid. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-

Proteins and Proteomics 2006; 1775-1785.

132.Yamamoto K, Fujiyama Y, Andoh A, Bamba T, Hidetoshi O et al. Oxidative stress
increases MICA and MICB gene expresion in human colon carcinoma cell line (CaCa-2).

Biochimica et Biophysica Acta (BBA) 2001; 10-12.



Bibliografia

133.Kopp R, Glas J, Lau-Werner U, Albert ED, Weiss EH. Association of MICA-TM and
MICB C1-2-A. Microsatellite Polymorphism with tumor Progresion in Patients with

Colorrectal Cancer. Journal of Clinical Immunology 2009; 545-554.

134.Kirsten H, Petit-Teixeira E, Scholz M, Hasendeuer D, Hautmann H. Association of
MICA with reumatoid arthritis independent of known HLA-DRBL1 risk alleles in a

familia-based and a case control study. Arthritis Research and Therapy 2009; 1-11.

135.Devroy P, Fauser BCJM, Diedrich K. Approaches to improve the diagnosis and

management of infertility. Human Reproduction Update 2009; 391-408.

136.Raval AN, Kamp TJ, Hogle LF. Cellular therapies for heart disease: unveiling the
ethical and public policy challenges. Journal of Molecullar and Cellular Cardiology

2008; 593-601.

137.0"Mathuna DP. Human dignity in the nazi era: implications for conterporary bioethics.

BMC Medical Ethics 2006; 1-2.

138.Ehric K, Williams C, Farsides B, Sandall J, Scott R. Choosing embryos: ethical
complexity and relational autonomy in staff accounts of PGD.Sociology of Health &

llIness 2007; 1091-1106.

166







