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Glosario:

Abreviatura:

FSH
FSHR
CcC
SOP
SNP
OR
AMH
RNV
DNA
RNA
EOC
LD
hCG
cAMP
ERK/MAPK

Término completo.

Hormona foliculo estimulante.

Receptor de la hormona foliculo estimulante.

Citrato de Clomifeno

Sindrome de ovarios poliquisticos.
Polimorfismo de un unico nucleétido.
Odds Ratio.

Hormona Anti-Mulleriana.

Recién Nacido Vivo.

Acido desoxirribonucleico.

Acido ribonucleico.

Estimulacion Ovarica Controlada.
Desequilibrio de Ligamiento.
Gonadotropina Corionica humana.
Adenosin-monofosfato ciclico.

Via de las Protein-kinasas Activadas por Mitogenos.
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1. Resumen.

La medicina personalizada esta adquiriendo mas importancia en los ultimos afios,
especialmente por tener en cuenta las caracteristicas del paciente y utilizarlas para adaptar
los tratamientos. En el &mbito de la reproduccion asistida, la aplicacion de este concepto
tarta de encontrar tratamientos de estimulacion ovarica mas efectivos y con menos efectos
secundarios para las pacientes. Durante muchos afios se han estudiado varias
aproximaciones a biomarcadores que permitan encontrar nuevos parametros que puedan
predecir la respuesta ovarica y en funcion de estos, modificar los tratamientos para
hacerlos méas efectivos; en este sentido, la farmacogenética ha ganado muchos enteros
para encontrar nuevos marcadores. En el campo de la estimulacién ovérica controlada, el
gen del receptor de la FSH es un candidatos a establecerse como biomarcador pronostico
del resultado de la estimulacion. Las investigaciones realizadas durante muchos afios han
determinado que mutaciones (SNPs) en este gen son causantes de alteraciones en la FSH
basal y en los resultados de la estimulacion ovarica, en concreto, el nimero de ovocitos
obtenidos. Estos resultados hacen indicar que el polimorfismo FSHR-Rs6166 es
resistente a la FSH y por tanto, se necesitan mayores cantidades de FSH para lograr los
mismos resultados. También destaca un efecto negativo en los tratamientos con citrato de
clomifeno, las variantes son resistentes al uso de este farmaco; importante en tratamientos
frente a SOP o estimulacion suave. Este concepto de estimulacién suave estd muy
relacionado con la medicina personalizada, por tanto, los resultados concluidos se han
extrapolado a las estimulaciones suaves demostrando que estas pueden verse beneficiadas
por la aplicacién de estos nuevos marcadores, haciendo las estimulaciones mas eficientes
y consiguiendo un nimero de ovocitos mayor, ya que este es el parametro que mas

disminuido se ve en este tipo de estimulaciones.

Palabras clave:

Medicina personalizada; Farmacogenética; Estimulacion ovérica controlada;
Estimulacion suave; Receptor de la Hormona Foliculo Estimulante, Estimulacion

ovarica; Marcadores genéticos.
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2. Introduccion.

2.1. Medicina personalizada.

Actualmente, las pacientes que acuden a una clinica de reproduccion asistida tienen un
objetivo muy claro, obtener un RNV lo antes posible con los menores efectos adversos
que puedan afectar tanto a su salud como a la del recién nacido que tanto ansian. Para que
esto sea posible, las nuevas corrientes de tratamientos tienen que adaptarse a lo que las
pacientes demandan: rapidez, seguridad y eficiencia. Estos tres términos tienen un

elemento en comun: son las bases de la medicina personalizada.

El término medicina personalizada tiene varias acepciones, haciendo una definicion
global podemos decir que esta es: un modelo médico que propone la personalizacion de
las decisiones médicas teniendo en cuenta las caracteristicas genéticas, fenotipicas y
ambientales u otros tipos de caracteristicas para prevenir, detectar y tratar distintas
enfermedades (1); este modelo no implica la creacion de nuevos medicamentos exclusivos
para cada paciente, sino la eleccion de los tratamientos disponibles en funcion de la

clasificacion que hayamos hecho de los pacientes.

Aplicando esto a un contexto de medicina reproductiva, la medicina personalizada busca
adaptar los tratamientos a las caracteristicas de las pacientes; y esto va mas alla de la
medicacion utilizada en la estimulacién ovarica, también hay variantes en la aplicacion
de las distintas técnicas de laboratorio, realizacion pruebas diagndsticas y técnicas de
fecundacidn. En conjunto, un tratamiento de reproduccion asistida se compone de un gran
namero de variables, las cuales hay que valorar a la hora de plantear un tratamiento para

que este se adecue a las caracteristicas de nuestras pacientes.

2.2. Estimulacion suave

Una de las tendencias en el &ambito de la reproduccidn asistida es ir hacia estimulaciones
mas suaves; las mujeres ven en esta variante del tratamiento un método mas cémodo y
con el que pueden obtener resultados de manera mas eficiente, sin someter al cuerpo a
tanta medicacion. Este tipo de estimulacion reduce la medicacion a usar en la paciente,
disminuyendo las dosis y cantidades de gonadotropinas utilizadas (FSH) y se incluyen
otros farmacos como el Citrato de Clomifeno (CC) que es un inhibidor de la
retroalimentacion hipofisaria negativa que causa la sintesis de mayores cantidades de

FSH endogena. Este tipo de estimulacion opta por perder cantidad de ovocitos por
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aumentar su calidad. No obstante, hay que tener claro que las pacientes deben tener unas
caracteristicas concretas para beneficiarse de este tipo de tratamiento, ya que,
actualmente, muchas de estas pacientes son de edad avanzada o con varios intentos

fallidos en tratamientos previos.

Hoy en dia no hay un consenso sobre cuales son las caracteristicas ideales para incluir a
las pacientes en un protocolo de estimulacidn suave; aun asi, existen unas pautas a seguir
para que la efectividad de esta técnica sea mayor. Estas pautas son: mujeres menores de
38 arios, con buen pronostico, es decir, buena reserva ovérica y valores hormonales por
encima de los valores estipulados (AMH>1,5 ng/ml y FSH<10 mlU/ml) y sin
enfermedades de carécter reproductivo y pocos intentos previos en ciclos de estimulacion
(2). Como hemos comentado anteriormente estas condiciones no se cumplen en gran parte
de las pacientes; la gran mayoria de pacientes que acuden a clinicas especializadas de
estimulacion suave son pacientes de edad avanzada o que llevan muchos ciclos realizados
y quieren nuevas estimulaciones de caracter mas suave para conseguir el objetivo de un
embarazo; esto hace que las tasas de éxito de este tipo de tratamiento sea muy distintas a

lo que deberiamos esperar si siguiésemos estas pautas.

2.3. Farmacogenética.

La personalizacion de los tratamientos médicos y los nuevos protocolos de estimulacion
suave van encaminados a hacer lo més efectivo posible el tratamiento de reproduccion
asistida; por esta razon, hay que buscar nuevos pardmetros que nos permitan mejorar la
eficacia de los medicamentos y procesos realizados por los médicos especialistas . La
genética es uno de los parametros mas revolucionarios y novedosos que actualmente se
estan estudiando. Este hecho ha dado lugar a la aparicion de la farmacogenética, que
segun el National Cancer Institute es “el estudio del modo en que los genes de una persona
afectan la manera en que responde a los medicamentos. La farmacogenética se usa para

saber de antemano cudl sera el mejor medicamento o la mejor dosis para una persona.”

Actualmente la farmacogenética es una de las alternativas que da mas esperanza en
tratamientos de cancer y otras enfermedades de base genética, que pueden verse resueltas
gracias al estudio de los genes y su interaccidn, mediante las proteinas, con los farmacos
utilizados. El objetivo principal de la farmacogenética es dirigir el tratamiento hacia la

medicina personalizada, haciéndolo més seguro y eficiente. Hemos de tener en cuenta la
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gran variabilidad genética que existe entre los humanos y como estas variaciones pueden

afectar a los tratamientos.

Las variaciones del genoma son muy frecuentes, del orden de 1 cambio cada 500 o 1000
nucledtidos, lo que hace que existan diferencias sustanciales entre individuos a pesar de

que estas variaciones representen un 0°01% de diferencia entre genomas.

Los SNPs, polimorfismos de un nucleétido, representan la forma de variacién mas simple
que encontramos en el genoma; el cambio de una base nitrogenada por otra, cambiando
el mansaje que contiene el DNA y creando un cambio en las proteinas. Como bien se
conoce, los cambios generados por estos SNPs pueden no tener efecto, si el aminoacido
es el mismo o pueden generar un efecto sobre la proteina si se cambia el aminoacido
sintetizado o se genera un codon de stop truncando la proteina de manera prematura; en
consecuencia, la estructura o actividad de la proteina se ve afectada, de manera tanto

positiva como negativa y esto puede incurrir en un problema de salud.

A dia de hoy, la medicina esta4 en busca de marcadores de diversos tipos: genéticos,
clinicos o bioquimicos para predecir enfermedades o mejorar los tratamientos aplicados;
estos son los denominados biomarcadores, moléculas bioldgicas medibles que indican un
estado biologico diferencial. Por tanto, podemos considerar los SNPs como
biomarcadores de carécter genético, ya que son cambios en el genoma que podemos
determinar y permiten diferenciar a los individuos en funcion de las variaciones genéticas

que encontremos a lo largo de su genoma.

Uno de los aspectos mas importantes de un tratamiento de reproduccion asistida es la
estimulacion ovérica. Cuanto mayor sea el nimero de ovocitos obtenidos, mayores
posibilidades habra de obtener un RNV, objetivo final y mas importante de este proceso.
Por esta razon, la estimulacion ovarica controlada tendria que ser un proceso altamente
eficiente que consiga aumentar significativamente el nimero de ovocitos conseguidos.
Esto no quiere decir que se consiga la maxima cantidad de ovocitos posible aumentando
enormemente la cantidad de FSH administrada sino que, segln los biomarcadores de
nuestra paciente, personalizar su tratamiento, para maximizar los resultados, obteniendo

una cantidad mayor de ovocitos respecto a los obtenidos con un tratamiento estandar.

El ejemplo mas estudiado en cuanto a marcadores genéticos en relacién con la EOC
(estimulacion ovarica controlada), es el gen del receptor de la FSH (FSHR); en este gen

se han observado varios SNPs que afectan al funcionamiento del receptor y que hacen
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que la estimulacion sea diferente en funcion de los marcadores genéticos que encontremos
(SNPs). Dentro de este gen se han identificado un gran nimero de SNPs, pero el T307A
(rs6165) y el N680S (rs6166), son los més estudiados y de los que mas literatura hay
escrita y en los que principalmente nos centraremos en este trabajo. Pero como este
ejemplo existen otros genes que pueden actuar como biomarcadores, como lhcgr
(receptor LH), fshb (subunidad B de la FSH), esr (receptor de estrogenos), o cypl9al
(aromatasa). Estos genes pueden estar implicados en variaciones de la respuesta a la
estimulacion ovérica controlada, disminuyendo o aumentando el efecto de la medicacién

exogena recibida y alterando el resultado en el nimero de ovocitos obtenidos.

Por tanto, el gen FSHR se postula como un candidato a biomarcador asociado a la
respuesta ovarica, ya que numerosos estudios han demostrado diferencias entre los
distintos genotipos y esto supone una gran ventana de oportunidad para elaborar nuevos
protocolos de estimulacién, incluyendo el genotipo dentro de los marcadores a valorar;
esto permite mejorar la eficiencia de la estimulacion suave, ya que la inclusion del
genotipo permitird adaptar los protocolos a las necesidades individuales de las pacientes,
obteniendo un mayor nimero de ovocitos, pero sometiéndose a una estimulacion menos

agresiva, algo que actualmente buscan muchas mujeres.

La hormona foliculo-estimulante, FSH por sus siglas en inglés, es una de las hormonas
sexuales mas importantes, que, junto a la hormona luteinizante, LH, marcan en mujeres
el curso del ciclo menstrual realizando diferentes acciones en las células del cimulo de
los foliculos incipientes e interviene en la proliferacion mitdtica de las células de la
granulosa, formacion del antro folicular, el incremento de la actividad de la aromatasa, la
induccion de sintesis de receptores a FSH y de la aparicion de receptores a LH en la fase

final de la foliculogénesis.

La funcién de la FSH es capaz de llevarse a cabo gracias a su receptor que se ubica en

células de la granulosa en mujeres y células de Sertoli en hombres.

Pruebas realizadas en ratones KO para el gen fshr observaron una infertilidad total de las
hembras, mientras que en los machos se observaba un pequerio descenso de la fertilidad,
lo que determina que el gen fshr y su producto son esenciales para una correcta funcién

reproductora en mujeres. (3)

Las mutaciones del gen fshr pueden provocar una pérdida o una ganancia de funcién; este

hecho depende del tipo de mutacion y como esta afecte a la cadena de aminoacidos y
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conformacién del receptor. La pérdida de funcién se relaciona con mujeres que cursan
deficiencias como disgenesia ovérica, y amenorreas primarias y secundarias; mientras
que las mutaciones que provocan una ganancia de funcion se han identificado en mujeres

que sufren un sindrome de hiperestimulacién ovarica. (3)

En este trabajo nos centraremos en los polimorfismos del gen fshr y como estos afectan
a los resultados de la estimulacion ovérica controlada y como los hallazgos pueden ser

aplicados a las nuevas tendencias en los tratamientos de reproduccion asistida.

3. Objetivos.
3.1. Objetivo principal:

e Determinar si existe evidencia cientifica suficiente para implementar marcadores
genéticos del Receptor de FSH como predictores del resultado de un tratamiento
de reproduccion asistida

3.2. Objetivos secundarios:

e Describir los conceptos: medicina personalizada, estimulacion suave vy
farmacogenética.

e Determinar el rol de los polimorfismos del gen fshr

e Aplicar los hallazgos bibliograficos a la estimulacion suave.

e Desarrollar perspectivas de futuro para la aplicacion de los hallazgos.
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4. Materiales y métodos.

4.1. Pregunta de investigacion

La realizacion de la pregunta de investigacion se llevé a cabo mediante el método PICO,
acronico de Paciente, Intervencion, Comparacion y Outcome (resultado). Los pacientes
hacen referencia al grupo de personas a las que se dirige la investigacion, la intervencion
es aquello que se quiere evaluar, la comparacion hace referencia a las diferencias a
investigar en el grupo de las pacientes y el resultado, las variables en las que nos vamos

a centrar.

4.2. Busqueda de datos:
Disefio:

Se realizd una revision bibliografica de publicaciones cientificas actualizadas hasta junio
de 2022.

Estrategia de busqueda:

Se llevé a cabo una busqueda en la base de datos PubMed (WEB) de publicaciones
cientificas en idioma inglés. Para la busqueda se utilizaron diferentes descriptores:
Follicle Stimulating Hormone; Polymorphism, Genetic; Pharmacogenetics; Receptors,
FSH; Ovulation Induction; para su uso se escribia el termino en cuestion seguido de
[Mesh]. Para encontrar los articulos mas novedosos se ordenaron por fecha de antigiiedad
de publicacion, apareciendo los mas nuevos en primer lugar; también, para encontrar los
metaanalisis se utilizo el filtro del buscador “Meta-analysis” solo incluyendo aquellos

trabajos de revision sistemética y metaanalisis.
Criterios de inclusién y exclusion.

Del total de estudios publicados, se incluyeron los trabajos que contaban con un cribado
genético para detectar las variantes FSHR-Rs6166, FSHR-Rs6165 y FSHR-Rs1394205 y
cuyos resultados aportasen datos sobre las siguientes variables: FSH basal, nimero de
ovocitos obtenidos, calidad de los ovocitos obtenidos, cantidad de medicacion usada, tasa
de recién nacido vivo y efectos adversos (Hiper/hipo-respuesta).
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Extraccion de datos:

De total de los 58 trabajos encontrados en la base de datos, solo 11 cumplian dichos
criterios. En total 4 metaanalisis y 7 articulos originales. Esta seleccion se realizo
mediante la lectura del abstract para saber si el trabajo cumplia con las caracteristicas

expuestas previamente.

4.3. Visualizacion de proteina y cambios en modelo 3D.

Los mutantes de cambio de aminoacidos se han ubicado en la proteina gracias a Pymol
(The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrdédinger, LLC.), usando un
modelo de prediccion de la FSHR (Ref. UniProt P23945) elaborado por Alpha Fold,

basado en la estructura cristalina de Homo sapiens (4).

5. Resultados
La pregunta de investigacion se formulé gracias al acronimo PICO:

- Paciente: mujeres que se someten a un ciclo de estimulacion suave

- Intervencion: evaluar la capacidad de predecir el resultado de una
estimulacion.

- Comparacién: diferentes variantes genéticas (SNPs) del receptor de la FSH.

- Resultados (Outcome): diferencias en FSH basal, numero de ovocitos
obtenidos, cantidad de medicacidn usada, tasa de recién nacido vivo y tipo de

respuesta (Hiper/hipo-respuesta).

A partir de esta formulacidn se efectu6 la busqueda de material didactico y cientifico para

realizar la investigacion.

5.1. Estimulacion suave.

Para poder llevar a cabo este estudio, lo primero que se ha de comprobar es, si realmente,
la estimulacion suave es un método de estimulaciéon comparable a los protocolos
tradicionales. Encontramos multitud de estudios que asi lo demuestran e incluso dan gran
valor a la estimulacion suave por variables que son despreciadas en algunos casos como

los costes o efectos secundarios. El dltimo metaanalisis disponible que compara los
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resultados de estimulacion suave versus convencional fue publicado por Datta et al., 2021
(5) comparaba los dos tipos de estimulacién en 31 ensayos clinicos aleatorizados,
incluyendo 3 grupos en funcion de la respuesta a la estimulacion (pobre, normal e
hiperestimulacion). Los resultados de este metaanalisis fueron similares a otros
publicados anteriormente; no encuentran diferencias entre ambos tipos de estimulacion
en ninguno de los tres grupos en la tasa de recién nacido vivo ni en la tasa acumulada de
recién nacido vivo. Donde si encontramos diferencias significativas es en el riesgo de
hiperestimulacion; este es menor en el caso de las normo e hiper respondedoras sometidas
a una estimulacion suave. Asi mismo, respecto a la tasa de cancelacion de ciclo no
encuentran diferencias entre pobre e hiperrespondedoras, pero si hay diferencias en el
caso de las normorrespondedoras, siendo superior la tasa de cancelacién en pacientes
sometidas a estimulacion suave. Los resultados también revelan que en los protocolos de
estimulacion suave se obtienen un menor numero de ovocitos y se generan un menor
namero de embriones, pero, la proporcién de embriones de buena calidad es similar en
ambos casos, aunque en términos absolutos sea inferior en la estimulacion suave; ademéas
la estimulacion suave disminuye el uso de gonadotropinas y, por tanto, disminuyen los

riesgos asociados y el coste de la medicacion.

Estimulacion suave Estimulacion convencional

Edad <38 aiios.
Sin fallos previos en FIV Requisitos menos estrictos

Sin problemas reproductivos

Menor cantidad de FSH Mayor cantidad de FSH
Uso de Citrato de Clomifeno ¢ Medicacion inyectable

Menos dias de medicacion Mayor ntmero de dosis

Menor cantidad de ovocitos Mayor cantidad de ovocitos

Menor riesgo de hiperestimulacion ({38 Mayor riesgo de hiperestimulacion
_

Ovocitos de mayor calidad l Menor tasa de cancelacion

FIGURA 1: Esquema comparativo de la estimulaciéon suave versus
estimulacion convencional. Se tratan tres aspectos: caracteristicas de la
paciente, medicacion utilizada y resultados de la estimulacion.
Elaboracién propia.
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5.2. Receptor de la FSH.

El gen del receptor de la FSH (FSHR) se ubica en el cromosoma 2p16.3, OMIM: 136435.
Cuenta con 10 exones y una longitud de 54 kilobases. El producto es una proteina
transmembrana de tipo proteina G, con 7 hélices transmembrana, un dominio extracelular
y un dominio intracelular y un total de 695 residuos. El receptor es realmente un dimero,
dos subunidades de FSHR, las cuales forman un tubo curvado concavo en el dominio
extracelular que es el lugar de acople de la FSH; una vez se produce esta union se
provocan cambios conformaciones que derivan en la activacion del receptor. La funcion
principal del receptor es transducir la sefial extracelular de la FSH a una sefial intracelular
y la activacion del receptor provoca la activacion de protein-kinasas que activan

diferentes vias en el interior celular. (6)

En este gen encontramos mas de 2000 SNPs, pero solo unos pocos tienen una implicacion
funcional sobre la proteina (7). A continuacion, se detallan aquellos con mayor

relevancia:

FSHR-Rs6166 (c.2039 A>G; p.N680S): localizado en el exon 10, se encuentra en el
dominio intracelular de la proteina y se produce un cambio de una asparagina por una
serina, afiadiendo un posible sitio de fosforilacion de la proteina (FIGURA 2 E). (6,7).
Gracias a experimentos de cultivos celulares en células de granulosa humana se conoce
el efecto que este polimorfismo ejerce sobre la dinamica celular; el estudio de Casarini et
al., 2014 demostr6 que en el genotipo homocigético S/S la produccion de cAMP
intracelular es mas lenta comparada con el genotipo N/N. Este hecho hace que toda la
cascada activacion, via MAPK, desencadenada por el receptor de FSH sea cualitativa y
cuantitativamente diferente entre ambos genotipos alterando la expresion de genes y la

posterior produccién de progesterona. (8)

FSHR-Rs6165 (€.919 A>G; p.T307A): localizado en el exon 10, se encuentra en la
region bisagra de la proteina que conecta el dominio de union de la FSH al dominio
transmembrana de la proteina. EI cambio de una treonina por una alanina, que es un
aminoacido no polar e hidrofobico, provoca un cambio de interaccion y retira un posible
sitio de o-glicosilacion (FIGURA 2 D). (6,7)

FSHR-Rs1394205 (c. -29 G>A): se localiza en la region 5° UTR (region no traducida),
y se relaciona con una menor actividad transcripcional de la proteina (FIGURA 2 B). (9)
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Los resultados obtenidos del modelo en 3D de la proteina y los cambios producidos
confirman lo observado por los datos bibliograficos. Como podemos observar en la figura
2 D, cuando se cambia la treonina por una alanina desaparece el &omo de oxigeno,
coloreado en rosa y se pierde un sitio potencial de o-glicosilacion que afectara a la
actividad posterior de la proteina; también podemos observar que no hay ningun cambio
en las uniones que el amino&cido crea con el resto de la proteina (linea discontinua
amarilla), por tanto, este cambio no afecta a la conformacion espacial ni estructura de la
proteina. En el caso de la figura 2 E, ocurre el hecho contrario; el cambio de una
asparagina por una serina da lugar a un grupo cetona que es un sitio potencial de
fosforilacion 'y  O-glicosilacion cambiando el procesamiento y actividad

postranscripcional de la proteina.

TABLA 1: Resumen de los polimorfismos mas importantes del gen FSHR.

Cambio Cambio

. Ef re la protein
DNA proteina ecto sobre la proteina

SNP RefSeqGene

Afade un potencial lugar
de fosforilaciéon y
O-glicosilacion.
Produccidn post-
transducional de CAMP
mas lenta.

FSHR- | NG_008146.1:9.196710

. > .
RS6166 GoA €.2039 A>G p.N680S

Retirada de un lugar de
posible O-glicosilacion.

FSHR- | NG_008146.1:9.195590

RS6165 GoA c.919 A>G p.T307A
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Un hecho a destacar de los polimorfismos ubicados en el exdn 10 (Rs6166 y rs6165) se
encuentran en desequilibrio de ligamiento (linkage disequilibrium). ElI LD es un
fendmeno genético por el cual dos marcadores genéticos ubicados en el mismo

cromosoma se segregan en proporciones distintas a las esperadas por el azar y es debido
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a una cercania fisica que impide que haya recombinacion. En el caso de estos marcadores,
encontramos dos haplotipos: Thr307/Asn680 (TN) y Ala307/Ser680 (AS), que son los
mas comunes; mientras que los haplotipos Thr307/Ser680 (TS) y Ala307/ASn680 (AN)
solo representan un 10% del total de las variantes. En el trabajo de Simoni and Casarini,
2014, (7)se ha comprobado que existe un fendomeno de LD entre estos dos polimorfismos
excepto en poblaciones africanas. También observan que la variante Ala307/Asn680
(AN) estd muy conservada en las especies no humanas, al contrario de lo que ocurre en
los humanos; es justamente en poblaciones africanas donde esta variante estd mas
extendida y, por tanto, es el haplotipo ancestral del que han surgido las nuevas variantes
en dos procesos de mutagénesis diferentes y dando lugar a los haplotipos dominantes a
dia de hoy (TN y AS) (7).

Gracias a estudios en primates no hominidos sabemos que estas dos variantes son
recientes: el alelo ancestral del polimorfismo rs6166 es el A, en consonancia con lo
expuesto anteriormente, en primates no hominidos y las poblaciones africanas la variante
mas comun es Asn680. Ya en Neandertales encontramos los primeros alelos G en la
posicién 680 (7) y es una variante que se mantiene en los humanos actuales. En el caso
del polimorfismo rs6165 el alelo ancestral es G, y solo en primates hominidos
encontramos la variante alélica A. Por tanto, como hemos indicado anteriormente, el
haplotipo primigenio en humanos era Ala307/Asn680 y ha evolucionado hasta la

distribucion de hoy en dia.

El hecho de que las variantes se hayan extendido de forma diferente en cada poblacion
hace que la distribucién geografica de las variantes sea muy poco uniforme; la
distribucion ha sido mas estudiada en el caso del polimorfismo rs6166 y la podemos ver
reflejada en el mapa de frecuencias (figura 3). Podemos observar que el alelo A ancestral
es predominante en el Africa subsahariana y sudeste asiatico, en cambio, el alelo G es
predominante en poblaciones aisladas geograficamente como kalash (Pakistan), Surui
(Brasil) o yakutis (Siberia); en regiones europeas, del oriente medio y Oceania
encontramos el alelo G con presencia superior al 50% en la poblacion, sin llegar a ser

muy predominante.
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FIGURA 2: Caracterizacion de los mutantes. A) DNA del gen GLDC (obtenido de Ensembl) B)
Ubicacion de las mutaciones en el cDNA. C) Imagen en 3D del receptor de FSH y ubicacion de las
mutaciones en los dominios. D.1) Ubicacién del residuo p.T307 y los puentes de hidrogeno que forma (lineas
amarillas discontinuas) D.2) Ubicacion del residuo p.A307 y los puentes de hidrogeno que forma (lineas
amarillas discontinuas) E.1) Ubicacion del residuo p.N680 E.2) Ubicacién del residuo p.S680. Imégenes
obtenidas con Pymol; elaboracion propia.
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En el caso del rs6165 la distribucion ha sido menos estudiada; el alelo G es méas abundante
en el Africa subsahariana, mientras que, en el resto de las poblaciones, la distribucion
geografica es similar al rs6166 debido al desequilibrio de ligamiento.
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FIGURA 3: Distribucion alélica del polimorfismo FSHR-Rs6166. Porcentaje de cada alelo en cada una
de las poblaciones; Alelo ancestral A en azul, alelo G en naranja. Mapa extraido de Simoni and Casarini,

2014, (7).

5.3. Revision bibliogréfica.

En el proceso de revision bibliogréfica se han obtenido un total de 7 articulos cientificos
y 4 metaanalisis A continuacion, se comentaran los datos mas relevantes que se han

extraido del conjunto de trabajos seleccionados.

El primer trabajo publicado sobre estos polimorfismos y su importancia en ciclos de
estimulacion fue el realizado por Mayorga et al., 2000 (10) ; este estudio cuenta con 163
pacientes sometidas a ciclos de reproduccion asistida cuyos principales resultados
muestran que existen diferencias significativas en el nivel basal de FSH y en la cantidad
de FSH exdgena necesaria para alcanzar el mismo efecto, en ambos casos los niveles son

superiores en las pacientes homocigéticas para Ser/Ser; concluyen el estudio proponiendo
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que este polimorfismo tiene un rol importante en la fisiologia del FSH. A raiz de este

estudio se ha abierto la puerta a nuevos trabajaos con estos polimorfismos.

En 2005, Greb et al, (11) realizaron un estudio con 21 mujeres, 12 homocigdticas
ASNG680 y 9 homocigoticas SER680. A estas se les practicaban diariamente analisis
hormonales en sangre desde 9 dias antes de la menstruacion, hasta el inicio del siguiente
periodo menstrual. Los datos se ordenaron en dos escalas diferentes: una en funcién del
dia del comienzo de la menstruacion y una segunda en funcion del pico de LH. Los
resultados observados determinaron que los niveles de FSH fueron mas altos para el
genotipo homocigotico SER680 respecto a ASN680 durante la mayoria de los 18 dias
previos al pico de LH. Otro resultado observado fue que los niveles de progesterona,
estradiol e inhibina A disminuyen mas rapidamente en el grupo SER680 y por tanto existe
en este grupo una menor retroalimentacion negativa hacia el sistema nervioso central, lo
que puede explicar el aumento del nivel de la FSH. En Gltimo lugar, determinaron que la
longitud del ciclo era superior para el grupo SER680. Las principales conclusiones a las
que llega este estudio, es que, como en el caso anterior, el umbral de respuesta al FSH es
superior en el genotipo SER680, lo que denominan una variante “resistente” al FSH, ya
que, para conseguir completar el ciclo de manera normal, el genotipo SER680 precisa de
un mayor nivel de FSH.

Posteriormente, estos trabajos se realizaron en pacientes de hiperestimulacién ovarica
controlada. En este sentido, encontramos el trabajo de Xianliang et al., 2014 (12); este es
un estudio retrospectivo con 1250 mujeres sometidas a un tratamiento de reproduccion
asistida. Los resultados de este estudio concluyeron diferencias estadisticamente
significativas para este polimorfismo N680S en el nivel basal de la FSH, en la FSH
exdgena que necesitaron las pacientes, el nivel de estrogenos en el dia de la inyeccion de
hCG y en el nimero de ovocitos obtenidos. En segundo lugar, se formaron dos grupos en
funcién de la cantidad de ovocitos obtenidos: las pobres respondedoras, aquellas que
obtienen menos de 5 ovocitos y las buenas respondedoras, con mas de 5 ovocitos. Los
analisis determinaron que las posibilidades de ser pobre respondedora eran mas de dos
veces mayor en pacientes homocigoéticas SS respecto a homocigéticas NN (OR=2"25).
Este grupo de pobres respondedoras necesitaba mayores dosis de gonadotropinas
exogenas para alcanzar un mayor numero de ovocitos. Como conclusién confirman que

el polimorfismo N680S se relaciona con el resultado de la estimulacion ovarica, basado
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en la necesidad de mayor consumo de FSH ex0geno de estas pacientes para alcanzar el

mismo resultado.

En 2019, Kding et al, (13) realizaron otro estudio retrospectivo que incluia 1185
pacientes sometidas a TRA. En estos tratamientos se administraba FSH recombinante en
igual cantidad a todas las pacientes con un pequefio ajuste a la edad de las mismas. En
este estudio se incluyen también pacientes heterocigdticas NS. Los resultados del estudio
constatan diferencias significativas entre la FSH basal, el nimero de ovocitos obtenidos,
numero de embriones obtenidos y tasa de recién nacido vivo por embrién transferido. Un
hecho a destacar es que la tasa de recién nacido vivo en el primer ciclo es
significativamente superior en el genotipo heterocigotico (NS) y en el homocigdtico (SS);
los investigadores proponen que este hecho puede deberse a una desregulacion de la
receptividad endometrial y niveles hormonales generados por la hiperestimulacion a la
que estdn sometidas las pacientes. Por el contrario, cuando generan un modelo de
regresion logistica ajustado a diferentes variables, no se encontraron diferencias
significativas en la tasa de recién nacido vivo acumulado. Ademas, como en el trabajo
anterior, encuentran un mayor porcentaje de pobres respondedoras en el grupo SS
respecto al NS y SS. Las conclusiones del trabajo son similares a las vistas en el caso
anterior; esta variante es mas “resistente” al FSH ex6geno administrado y esto afecta a la
cantidad de ovocitos que obtenemos, sin embargo, en el estudio no detectan una peor tasa
de RNV acumulativo, hecho que atribuyen a la mejor calidad de los ovocitos del grupo
SS.

Overbeeck et al., 2009 (14) realizd un estudio retrospectivo que relacionaba la resistencia
al CC con el genotipo del rs6166 del FSHR. Para llevar a cabo este estudio utilizo datos
de 193 pacientes afectadas de SOP, sometidas a un tratamiento ovulatorio con CC, a las
que se les realizé un analisis genético para conocer el marcador N680S; los resultados no
detectaron diferencias en las caracteristicas basales de las pacientes pero si revelaron una
predisposicion a la resistencia al CC de las pacientes con genotipo S/S comparadas con
los grupos N/N y N/S, siendo el doble de probable que se encontrase dicha resistencia en
ese grupo (OR>2). Concluyen el estudio postulando que el genotipo S/S es mas resistente

al CC guardando relacién con el umbral de FSH alterado en estas pacientes.

Por el contrario, tenemos ejemplos de otros trabajos cuyos resultados son contrarios a los

comentados anteriormente. El trabajo de Pirtea et al., 2022 (15), es un estudio
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retrospectivo con 1183 pacientes TRA desde 2006 hasta 2017, en el que no se observa
relacion entre el polimorfismo rs6166 (N680S) y las variables estudiadas (tasa de ovocitos
obtenidos, blastocito util, tasa de implantacion y tasa de RNV) y por tanto no esta

asociado al resultado reproductivo, descartandose como biomarcadores.

El trabajo de La Marca et al., 2013 (16) con 193 pacientes analizd los efectos del
polimorfismo rs6166 y un segundo polimorfismo del gen la subunidad B de la FSH. En
ambos casos individualizados no encontrd diferencias significativas respecto a
caracteristicas basales (FSH, AMH o estradiol); en cambio, si encontr6 diferencias en el

estradiol basal en dia 3 cuando se combinaban ambos polimorfismos.

Los resultados obtenidos de muchas investigaciones han sido contradictorios, por esta
razén varios autores han optado por analizar los datos conjuntos de todos los trabajos para
ver los efectos conjuntos y poder sacar conclusiones. En este sentido se han realizado
diversas revisiones sistematicas y metaandlisis de los trabajos de investigacion

publicados.

El primer metaanalisis realizado sobre la influencia de los polimorfismos de FSHR fue
realizado por Yao et al., 2011 (17); en este se incluyeron 8 trabajos para un total de 1092
casos evaluados. Los resultados observados determinaron que la variante Ser680 esta
asociada a un incremento basal de la FSH y una tendencia de aumento de la dosis exdgena
necesaria, aunque esta diferencia no era significativa; ademas, el genotipo SS es més
comun entre las pobres respondedoras. En cambio, no se observan diferencias entre los
ovocitos obtenidos o tasas de embarazo. El estudio destaca un alto grado de
heterogeneidad, que podria ser explicada por la inclusion de diferentes etnias y el tipo de

estudio que se esta valorando.

En segundo lugar, encontramos el metaanalisis realizado por el grupo de Tang et al., 2015
(18). En este se incluyeron un total de 16 estudios y 4287 pacientes. Sus resultados
indican que el Unico parametro en el que hay diferencias significativas entre los genotipos
SSy NS/NN es en el numero de ovocitos obtenidos; en el caso de la dosis de FSH exdgena
administrada, el tipo de respuesta (baja respuesta/buena respuesta) y las tasas de embarazo
clinico no hay diferencias significativas entre los datos estudiados de los distintos
genotipos. El trabajo concluye que este puede ser un buen biomarcador para predecir el
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numero de ovocitos, pero falla en el resto de las variables, atribuyendo este resultado a

un tamafo de muestra insuficiente.

El metaanalisis realizado por Alviggi et al., 2017 (19) analiza varios polimorfismos del
gen FSHR (rs6166, rs6165, rs1394205) y de otros genes como son el gen Ihb y Ihcgr. Los
resultados del metaanalisis reflejan diferencias significativas en el nimero de ovocitos
obtenidos para los polimorfismos rs6165 y rs6166; en el caso del rs6166 la variante S680
se asocia a menor nimero de ovocitos, mientras que en el caso del rs6165 T307 se asocia
a un numero mayor de ovocitos obtenidos durante la estimulacion ovarica; en el consumo
de FSH exdgeno hay diferencias significativas en el polimorfismo rs1394205, la variante
G consume menor cantidad de FSH exdgena. En el resto de las variables, duracion de la
estimulacion, numero de ovocitos MII y tasa de embarazo en curso, no hay diferencias
significativas. En el estudio también se determina diferencias significativas en la FSH
basal, siendo sus niveles mayores para la variante S680 (rs6166) demostrando la
“resistencia” de esta variante del receptor a la FSH. Otro andlisis realizado por este
estudio demuestra que el nimero de ovocitos obtenidos de pacientes SS (rs6166) son
menores cuando se usa FSH recombinante respecto a las pacientes NN; mientras que si
la estimulacion se realizaba con Gonadotropina urinaria no habia diferencias entre el

nimero de ovocitos obtenidos.

El ultimo metaanalisis publicado hasta la fecha es el de Prodromidou et al., 2022 (20); en
este se incluyeron 11 estudios y 4343 pacientes y solo analiza los polimorfismos del
rs6166. Los principales resultados que observaron se relacionaban con los niveles de
estradiol el dia de la administracion de hCG y en el nimero de embriones transferidos; en
ambos casos estos valores eran mayores para el genotipo homocigdético Asn/Asn respecto
al homocigotico Ser/Ser. En cambio, cuando hablan del nimero de embriones
transferibles, son superiores para el genotipo Ser/Ser. Las principales conclusiones que
obtienen de este metaandlisis apuntan a que la combinacion del estradiol en dia de
administracion de hCG en combinacién con estos marcadores genéticos pueden ser

buenos marcadores de cara al éxito de la estimulacién ovarica.
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TABLA 2: resumen de los resultados de la revision bibliogréfica.

TAMANO TIPO DE POLIMORFISMOS
AUTOR MUESTRAL ESTUDIO ANALIZADOS CONCLUSIONES REFERENCIA
Mayorga et Observacional FSHR-Rs6166 . . . ) .
al.. 2000 163 prospectivo FSHR-Rs6165 Diferencias en la FSH basal y cantidad de FSH exdgena consumida. (10)
Greb et al, 21 Observacional FSHR-Rs6166 Niveles de FSH mas altos durante el cicloy umbral de respuesta al FSH (11)
2005 prospectivo es superior en el genotipo SER680.
Xianliana et Estudio de Diferencias en nivel basal de la FSH, FSH ex6gena consumida, nivel de
g 1250 cohortes FSHR-Rs6166 estrogenos en el dia de hCG y en el nimero de ovocitos obtenidos. Doble (12)
al., 2014 . o -
prospectivo de posibilidades de ser pobre respondedora (genotipo SS).
K&ing et al Observacional Diferencias en FSH basal, el nimero de ovocitos obtenidos, nimero de
2819 8 1185 retrospectivo FSHR-Rs6166 embriones obtenidos y tasa de recién nacido vivo por embrién (13)
P transferido. La variante (SS) es resistente a la FSH.
Overbeeck et Observacional Resistencia de la variante SS al Citrato de Clomifeno es el doble
al., 2009 193 retrospectivo FSHR-Rs6166 comprada con las variantes NN y NS. (14)
Pirtea et al Estudio de No detecta diferencias entre tasa de ovocitos obtenidos, blastocito Util
h 1183 cohortes FSHR-Rs6166 . = ’ ' (15)
2022 - tasa de implantacion y tasa de RNV de ambos grupos NN y SS.
retrospectivo
La Marca et Observacional No encuentra diferencias en FSH basal cuando analiza FSHR-Rs6166,
193 . FSHR-Rs6166 pero si las detecta en combinacion con polimorfismos de la subunidad B (16)
al., 2013 prospectivo
de la FSH.
Yao et al., 1092 Metaanalisis FSHR-Rs6166 Diferencias en FSH basal y ten’denma al mayor consumo de FSH a7
2011 exogena.
Tang et al., 4287 Metaanalisis FSHR-Rs6166 leere_ncms_en el nimero de ov_ocnos obtenl_dos. Proppnen el (18)
2015 polimorfismo como un predictor de ovocitos obtenidos.
Alviaai et al FSHR-Rs6166 FSHR-Rs6166 y Rs6165 se asocia a un menor nimero de ovocitos y
2817 N 5532 Metaanélisis FSHR-Rs6165 FSHR-Rs1394205 se asocia a menor consumo de FSH exdgena. El uso (19)
FSHR-Rs1394205 de gonadotropinas urinarias hace desaparecer este efecto.
Prodromidou 4343 Metaandlisis FSHR-Rs6166 Diferencias en el estradiol y nimero de embriones transferidos (mayores (20)

et al., 2022

para NN). Combinacidn estradiol y marcador genético como predictor.
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6. Argumentacion critica de los resultados.

Para integrar toda la informacién obtenida se procederd a comentar los principales
resultados en funcion de las variables determinadas inicialmente en la pregunta de

investigacion.

En primer lugar, se necesitaba plantear si los tratamientos de estimulacion suave son tan
efectivos como los de estimulacion convencional; aunque esto puede ocupar un trabajo
entero, lo publicado hasta dia de hoy refleja que ambos tipos de tratamientos tienen
resultados similares; los cuantiosos trabajos publicados sobre los pros y contras de un tipo
de estimulacion u otro tienen que verse respaldados por datos que nos ofrezcan una vision
objetiva de la discusion. En este sentido, multitud de metaanalisis publicados en la
actualidad llegan a conclusiones similares; en este trabajo se ha reflejado uno de los
metaanalisis mas completos y actualizados hasta la fecha que cuenta con 31 ensayos
clinicos aleatorizados y una estratificacion de pacientes en funcién de su respuesta. Las
conclusiones de trabajo no muestran ninguna diferencia en la tasa de recién nacido vivo
en ninguno de los tres grupos, pero si que muestra diferencias en el riesgo de
hiperestimulacion y en la cancelacion de ciclo. En definitiva, a pesar a un aumento de
riesgo de cancelacién en normorrespondedoras, la tasa de RNV y el menor riesgo de sufrir
un sindrome de hiperestimulacién hace que sean equiparables ambos tipos de
estimulacion; esto asociado al menor uso de gonadotropinas, lo que disminuye los efectos
secundarios y gastos hacen que sea una opciébn muy a tener en cuenta en mujeres que

cumplen las pautas mencionadas anteriormente en el trabajo.

La realidad actualmente es que las pacientes sometidas a este tipo de tratamientos no
cumplen estas caracteristicas recomendables; muchas de estas mujeres son mayores de
38 afos y con fallos en ciclos previos, lo que obviamente va a hacer que la efectividad de
este tipo de estimulacién en la practica clinica sea muy inferior a lo que se refleja en los
estudios realizados al respecto como el mencionado anteriormente. Esta situacion hace
que tengamos que proponer nuevos métodos para incrementar la eficacia de este tipo de

estimulacion si realmente los beneficios son mayores.
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En este trabajo hemos propuesto a la farmacogenética como medio para incrementar esta
eficiencia. Se ha elegido el receptor de FSH ya que hay mucha literatura cientifica
alrededor de los polimorfismos que afectan a este gen.

Los polimorfismos con mayor relevancia hasta el dia de hoy son FSHR-Rs6166, FSHR-
Rs6165 y FSHR-Rs1394205 y aunque el FSHR-Rs6166 es del que mas resultados
tenemos, todos pueden ser candidatos a ser buenos marcadores y, aunque no encontramos
resultados completamente homogéneos, parece que todos indican en la misma direccion.
A continuacion, procederemos a comentar los resultados clinicos extraidos de los estudios
en funcion de las variables: FSH basal, cantidad de medicacion usada, nimero de ovocitos

obtenidos, tasa de recién nacido vivo y tipo de respuesta:
FSH basal:

Solo uno de los estudios, Greb et al., analiza los ciclos completos en términos de niveles
hormonales y en este se refleja una diferencia entre los genotipos SS y NN del FSHR-
Rs6166, lo que observamos son mayores niveles de FSH y menores de estradiol para el
genotipo SS. Este hecho concuerda con 4 estudios méas donde el nivel basal de FSH es
superior en este genotipo y un metaanalisis también llega a esta conclusion. Todos los
autores de estos trabajos proponen al polimorfismo FSHR-Rs6166 como “resistente” a la
FSH; lo que ocurre es que la menor respuesta que origina este polimorfismo en el interior
celular tienen que ser compensada con una mayor cantidad de FSH para obtener el mismo
efecto, por tanto, es ldgico que aparente ser una variante resistente a la luz de lo visto en
estos estudios. Asi mismo, hay otros trabajos en los que no se observa esta elevacion de
la FSH basal, aun asi, los datos clinicos y fisioldgicos parecen indicar que esta resistencia

ocurre realmente.
FSH consumida:

En cuento a la FSH consumida, solo podemos valorar aquellos trabajos que han sido
realizado con datos de ciclos de reproduccion asistida. En este sentido, Mayorga et al. y
Xianliang et al., detectan diferencias en la cantidad de FSH consumida, siendo superior
para el genotipo SS. Este hecho guarda relacion con el resultados anterior de la FSH basal,
ya que corroboran que es necesaria una mayor cantidad de FSH para llegar al nivel de

activacion de las otras variantes. Un hecho también destacables es que en el trabajo de
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Koing et al. no hay diferencia de cantidad usada de FSH debido al disefio de su
investigacion, pero esto se refleja en el resto de las variables, ya que los ovocitos
obtenidos son menores, por tanto, vemos que si existe esa concordancia de la que se
hablaba anteriormente de que hace indicar que el polimorfismo FSHR-Rs6166 es

resistente al FSH.

Alviggi et al. en su metaandlisis llega a esta conclusion para el polimorfismo FSHR-
Rs1394205, del que observa gque necesita mayor cantidad de FSH para llegar al mismo
efecto. A pesar de estos resultados, hay que tomar con cautela esta variable ya que es muy
dependiente de la configuracién del estudio o del tipo de tratamiento que reciban las

pacientes.
NUmero de ovocitos obtenidos:

Este es el parametro clinico mas importante de cara a la efectividad del tratamiento y
donde los resultados son mas homogéneos. Xianliang et al. y Kding et al. en sus trabajos
demuestran que existen diferencias entre el nimero de ovocitos obtenidos, siendo menor
en el genotipo SS. Como ya hemos comentado anteriormente, este dato es especialmente
relevante en el estudio de Koéing et al. ya que no hay diferencias en la FSH consumida.
Estos datos se conforman en los metaanalisis de Alviggi et al. y Tang et al. donde detectan
diferencias en el nimero de ovocitos obtenidos, siendo siempre menor en el genotipo SS.
Este hecho es muy relevante, ya que el objetivo final de una estimulacion es maximizar
el numero de ovocitos obtenidos y en este caso vemos que disminuye el namero. Como
se propone en Tang et al. este marcador si puede ser Util para predecir el numero de

ovocitos obtenidos y en funcion de este modificar los ciclos para que se maximice.
Tasa de recién nacido vivo:

El Unico estudio que analiza la tasa de recién nacido vivo Kding et al., si que detecta
diferencias significativas entre los genotipos SS y NN, siendo menor la tasa del primero,
pero este efecto se mitiga cuando se observa la tasa acumulada de recién nacido vivo
aplicando una regresion logistica. El resto de los estudios no encuentran diferencias en
este parametro, que es el objetivo principal de las pacientes que acuden a una clinica de
reproduccion, por tanto, estos marcadores pueden perder relevancia si no se observan

diferencias en parametros de RNV.
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Tipo de respuesta:

Xianliang et al. y Kding et al. observaron que el riesgo de ser baja respondedora, si era
portadora del genotipo SS, era el doble comparado con el resto de los genotipos; en ambos
casos, las Odds Ratio eran superiores a 2, por tanto, hay una evidencia estadistica de que
este genotipo causa mas casos de baja respuesta. Este hecho tiene relacion con lo
demostrado en el apartado de nimero de ovocitos obtenidos ya que, si con este genotipo
(FSHR-Rs6166 SS) obtenemos un menor ndmero de ovocitos respecto a otros genotipos
(FSHR-Rs6166 NN/NS), hay mas posibilidades de ser pobre respondedora al no llegar a
5 ovocitos, limite estipulado entre baja respondedora y normo respondedora.

Para continuar con este apartado, comentaremos otros resultados obtenidos durante la

revision gque se consideran de gran interés para el trabajo.

Como se ha comentado en la introduccion, la estimulacion suave se basa en el menor uso
de gonadotropinas para la estimulacién ovérica, el citrato de Clomifeno, es uno de los
farmacos usados en este tipo de estimulacion. EI CC bloguea los receptores de estrégenos
del sistema nervioso central, generando el blogueo hipofisario del feedback negativo, que
provoca un aumento de la GnRH, incrementando la sintesis de FSH y LH, hecho que
favorece la ovulacién. Lo que observo Overbeeck et al. en su estudio es que, las mujeres
que portan el genotipo FSHR-Rs6166 SS son mas resistentes al tratamiento con este
farmaco; el riesgo de no ovular con dicho farmaco era mas del doble cuando se
comparaban los genotipos FSHR-Rs6166 SS vs NN/NS. Lo que observamos una vez mas,
es que el umbral de la FSH esta alterado. Como se ha comentado anteriormente, las
cantidades de FSH necesarias para la correcta maduracion ovocitaria de las portadoras
del FSHR-Rs6166 SS son superiores a las del genotipo NN. Se concluye que estos hechos
guardan relacion ya que, si aplicamos un farmaco como el citrato de Clomifeno para
incrementar los niveles de FSH necesitamos superar el umbral necesario para la evolucion
de los foliculos, si dicho umbral esté alterado y las cantidades no son suficientes para que
se produzca la maduracion, nos encontraremos en un situacion similar a no aplicar n
ningun tipo de farmaco y resultara en una mayor tasa de cancelacion, especialmente si

hablamos de estimulacion suave.
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Otro resultado con relevancia extraido del metaanalisis de Alviggi et al. nos indica que el
uso de gonadotropinas urinarias frente a la FSH recombinante hace desaparecer las
diferencias en cuanto al ndmero de ovocitos obtenidos. La posible causa puede
encontrarse en las distintas isoformas que encontramos en cada uno de los farmacos; las
gonadotropinas urinarias contienen gran variedad de isoformas, mientras que de la rFSH
las isoformas son mucho mas limitadas. Las isoformas de las hormonas tienen un claro
impacto sobre su funcién y la capacidad de estas de mitigar efectos producidos por el
genotipo FSHR-Rs6166 SS ha de ser tenida en cuenta para la aplicacion de los protocolos

de estimulacion.

Un ultimo hecho a comentar guarda relacion con la elevada heterogeneidad de los
metaanalisis utilizados. En los 4 metaanalisis incluidos en el estudio este factor hace que
los resultados tengan que ser tomados con mucho cuidado. La explicacion que dan los
autores a este hecho se relaciona con la distribucion étnica; como se ha comentado, la
distribucion de los polimorfismos, en especial FSHR-Rs6166 es muy variada en funcién
de las regiones, esto hace que muchos de los resultados puedan variar en funcion de la
poblacién de referencia que se utilice. Los principales resultados de la division por etnias
dan una vision mas precisa con resultados que pueden ser aplicados a dichas etnias; esto
hace que nuestro marcador seleccionado pierda valor, ya que se necesita un marcador
global que funcione en todas las etnias por igual, para poder ser aplicado en cualquier

Caso.

Para concluir este apartado hay que hacer referencia al modelo 3D de la proteina y la
visualizacion de los distintos cambios realizados. Haciendo una recapitulacién de los
resultados, se han determinado unas claras tendencias relacionadas con los polimorfismos
estudiados: se observa una resistencia a la FSH que provoca un umbral mas alto para
alcanzar la correcto desarrollo de los ovocitos, esto provoca la obtencion de un menor
numero de ovocitos tras EOC y mayor porcentaje de pacientes pobres respondedoras. Los
datos obtenidos del modelo 3D de la proteina coinciden con lo propuesto en la literatura,
tanto en ubicacion como en funcion. No se observa ningun cambio de interaccion con
otros aminodcidos, es decir, que no hay cambios conformacionales, ya que los
polimorfismos FSHR-Rs6166 y FSHR-Rs6165 no se encuentran en regiones estructurales

importantes. Lo que si observamos es un cambio funcional del receptor que causa la
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resistencia a la FSH. A nivel molecular solo se conoce el efecto del polimorfismo FSHR-
Rs6166 y lo que hay descrito en la literatura concuerda de nuevo con el modelo;
observamos que esta mutacion se ubica en el dominio intracelular de la proteina, donde
se une el sistema de activacion de la cascada de sefializacion. La adicion de un posible
lugar de fosforilacion hace que toda esta dinamica celular cambie y se retrase la activacion
de la via ERK produciéndose un ascenso mas lento del CAMP mas lento y generando la
resistencia a nivel fisioldgico como consecuencia de una respuesta al FSH mas pobre,

tanto cualitativa como cuantitativamente.

En el caso del polimorfismo FSHR-Rs6165 la mutacion se ubica en una region enlace
entre los dominios extracelular y transmembrana. La posible retirada de un lugar de O-
glicosilacion provoca un cambio en la vida media de la proteina, ya que se conoce que
los residuos azucarados determinan caracteristicas postraduccionales de las proteinas que
los portan. Respecto al polimorfismo FSHR-Rs1394205 no podemos ver estos cambios
reflejados en el modelo ya que se trata de una region no traducida (5°-UTR) pero el efecto
si que se observa a nivel fisiologico debido a una menor traduccion del RNA mensajero
debido al cambio de uno de los nucleétidos, lo que supone un impedimento en la unién
de los factores y maquinaria de traduccion, generando por tanto, menor cantidad de

proteina FSHR y dando lugar a una respuesta menor.
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7. Conclusiones.

Actualmente los tratamientos médicos se orientan hacia la medicina personalizada. El
reciente aumento de su popularidad y sus elevados costes hacen que quede muy lejos su
aplicacion en la practica clinica habitual, por lo que hay que seguir investigando en esta
direccion para conseguir con el tiempo un sistema de prevencion, deteccion y tratamientos
que aumente la efectividad de los mismos y que mejore la calidad asistencial a los

pacientes.

Una de las aproximaciones a esta medicina personalizada es la farmacogenética, como
hemos visto a lo largo del trabajo, las variaciones de los genes tienen influencia en los
resultados de los tratamientos convencionales. Lo que se ha intentado demostrar en este
trabajo es que la farmacogenética es una opcion a dia de hoy y hay varios ejemplos donde
la aplicacion de la misma nos puede aportar una nueva vision, en este caso, de los
protocolos de estimulacion. Observamos que el pronostico, en nimero de ovocitos, que
nos ofrecen las caracteristicas clinicas y bioquimicas analizadas de manera habitual, en
ocasiones no se corresponden con los resultados reales obtenidos, dando lugar a bajas
respuestas. Esta es la razon por la que se propone la farmacogenética como herramienta
para entender esta variabilidad y que permita explicar los casos en los que los resultados

no sean acordes a lo esperado.

Uno de los genes més estudiados en el &mbito de los ciclos de reproduccion asistida es el
fshr. El receptor de la FSH es una proteina indispensable en el proceso evolutivo y
madurativo de los foliculos vy, las variaciones que encontramos en el genoma pueden
alterar la accion de la FSH administrada de forma exdgena en los tratamientos de
estimulacion ovarica controlada. No solo este gen tiene efectos sobre la EOC, otros como
la subunidad B de la FSH (fshb) también se han mostrado como posibles marcadores;
incluso se han demostrado interacciones entre polimorfismos de ambos genes que
provocan diferencias significativas en el nivel basal de la FSH, dando lugar a una posible
resistencia debido a cambios en la proteinay el receptor (16). Ademas de este, otros genes
como Ihb (subunidad B de la LH), hcgb (subunidad B de la hCG) y el Ihcgr (receptor de

LH y hCG) son candidatos a incluirse dentro de estos marcadores genéticos.

El objetivo principal de este tipo de investigaciones y aproximaciones es mejorar la

eficacia de los protocolos de estimulacion, especialmente en aquellos casos donde las
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previsiones son peores. Por esta razon, el trabajo, se ha ideado de cara a la estimulacion
suave, un tipo de estimulacion con menor cantidad de medicacion y por tanto menor
riesgo de hiperestimulacion, menores efectos derivados de la medicacion convencional y
un menor gasto econdémico. Este tipo de estimulaciones sigue la corriente “Menos es
mas”, donde el método de estimulacion mas natural seria menos agresivo y se obtendrian
ovocitos de mejor calidad y mejorando la calidad del endometrio para la implantacion a
costa de obtener un nimero menor de ovocitos. Esta idea estd muy extendida y es uno de
los argumentos que abalan a la estimulacion suave como un método alternativo, fiable y
mas seguro que las estimulaciones convencionales, pero no ha sido completamente

demostrada ya que existen argumentos en contra y a favor de la misma.

Actualmente, los resultados de la estimulacién suave no son los esperados; el aumento de
popularidad de este tipo de tratamientos y la aparicion de clinicas especializadas como
MiniFiv Madrid han generado un mayor uso de estas técnicas pero sus resultados no son
Optimos. Hemos comentado ya que el mayor problema de este tipo de estimulacion es la
poblacién a la que va dirigida: mujeres jovenes, sin problemas reproductivos graves y sin
fallos en ciclos anteriores. La realidad es bien distinta, encontramos un gran nimero de
pacientes de edad mas avanzada y mujeres que llevan muchos intentos en estimulaciones
y transferencias y no han conseguido aun ser madres. A pesar de esta realidad de la
estimulacion suave los avances en medicina personalizada deberian centrarse en
incrementar las posibilidades de todos los tipos de pacientes, no solo de aquellas cuyas

caracteristicas son ideales para este tipo de tratamientos.

El problema de este tipo de estimulacion, como se ha comentado en el trabajo, es que se
obtiene un menor numero de ovocitos para conseguir el objetivo del recién nacido vivo.
Como alternativa existe la acumulacién ovocitaria en varios ciclos de estimulacion o
aumentar la eficacia de este tipo de tratamientos para conseguir el maximo ndmero de
ovocitos posibles, con la menor cantidad de medicacion posible. EI descubrimiento e
investigacion de nuevos biomarcadores es esencial para maximizar la eficiencia de estas
estimulaciones. En este trabajo, el marcador estudiado ha sido el gen del fshr y se han

observado resultados esperanzadores de cara a uso futuro uso.

Los resultados de la busqueda bibliografica demuestran que los polimorfismos (SNPs)
presentes en el FSHR tienen repercusion sobre los resultados de la estimulacion. Del que

mas resultados significativos se han obtenido es el FSHR-Rs6166, los estudios
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observaciones y metaanalisis han demostrado diferencias significativas de manera
conjunto en la FSH basal y el nimero de ovocitos obtenidos. La principal conclusion
obtenida durante el estudio es que este polimorfismo genera una resistencia al FSH, lo
que hace que se necesita una mayor cantidad de FSH para obtener los mismos resultados;
esto se refleja en un umbral FSH alterado y la evolucion de un menor nimero de foliculos,

gue dan un menor nimero de ovocitos recuperados tras la puncién.

Los resultados obtenidos, en cambio, no muestran diferencias en las tasas de embarazo ni
en las tasas de recién nacido vivo. Estas estadisticas son las mas importantes, ya que el
objetivo de un ciclo de reproduccion asistida es conseguir un embarazo evolutivo que
Ilegue a término. Que estas tasas no se vean modificadas cuando se comparan diferentes
polimorfismos puede hacer que el marcador pierda valor, ya que el objetivo final se
cumple de igual manera. Es por ello que algunos autores proponen estos polimorfismos
como factores protectores del embarazo, en donde, la existencia de estos polimorfismos
hace que la calidad de los ovocitos mejore y no se vea afectada la tasa de embarazo. Aun
asi, tener mas marcadores que nos ayuden a la hora de evaluar la efectividad de la
estimulacion y poder predecir mas exactamente el nimero de ovocitos que vamos a
obtener son esenciales para aconsejar a las pacientes que tipo de estimulacién es mas

recomendable.

Estos resultados contradictorios tienen que ser estudiados de cara al futuro, realizando
ensayos clinicos aleatorizados y posteriores metaanalisis de sus resultados para eliminar
la elevada heterogeneidad que muestran actualmente los estudios. Con estos nuevos
datos, se podrian establecer nuevos marcadores genéticos y procedimientos que nos
ayudasen a la eleccion de un correcto tratamiento. Actualmente se comienza a ver que
detras de los marcadores genéticos se esconde parte de la aleatoriedad de los resultados y
controlar este componente nos dirigiria hacia una medicina personalizada centrada en

cada paciente.

Por tanto, uniendo todos los datos recabados, hemos determinado que la estimulacion
suave es un método efectivo y mas seguro que la estimulacion convencional pero que sus
resultados actuales no son los esperados. Para conseguir que estos resultados mejoren,
necesitamos nuevas aproximaciones clinicas para reducir la variabilidad de los resultados.
En el trabajo se propone la farmacogenética, mas concretamente se estudia el receptor de

la FSH como marcador genético que puede generar variabilidad en los resultados. La
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estimulacion suave necesita de estos marcadores para mejorar su eficiencia y conseguir
un mayor numero de 6vulos ya que estos estan comprometidos a causa de utilizar menos
dosis de farmacos. La existencia de polimorfismos en el fshr da lugar a diferencias en los
resultados clinicos, principalmente la obtencion de un menor nimero de ovocitos. Por
tanto, la existencia de estos polimorfismos reduce mas ain el nidmero de ovocitos
obtenidos, llevandonos a una situacion de baja respuesta e incluso a una cancelacién del
ciclo. Por esta razon, la busqueda de estos marcadores es esencial, especialmente en este
tipo de tratamientos, donde la cantidad de ovocitos que se manejan es menor. Por otro
lado, estos polimorfismos también influyen en la actuacion del Citrato de Clomifeno, muy
utilizado en estimulacion suave. Se ha demostrado una resistencia a este farmaco de
aquellas mujeres con el polimorfismo FSHR-rs6166 SS y esto tienen un impacto claro en
el tratamiento ya que, su efectividad serd menor y se conseguirdn un menor namero de
ovocitos. El andlisis de este marcador podria ser muy Gtil para modificar los protocolos

en funcién de la genética de cada paciente y mejorar la eficacia del tratamiento.

La investigacion y uso de este tipo de marcadores pueden ser muy Utiles para controlar
las mas variables y poder maximizar la obtencién de ovocitos en cada estimulacion.
Ademas, el estudio conjunto de otros genes puede ser de gran ayuda; en estimulaciones
convencionales la FSH es exdgena, pero, en estimulaciones suaves donde se usa el citrato
de Clomifeno, la FSH es enddgena; esto hace que sea interesante estudiar nuevos
polimorfismos en el gen de la fshb y como la combinacidn de estos polimorfismos afecta

al resultado final.

Para concluir, un solo marcador genético no va a ser suficiente para comprender toda la
variabilidad observada en un tratamiento de estimulacion ovérica controlada, por eso el
trabajo en un pool de marcadores tiene que ser el camino a seguir en el futuro, generando
paneles de marcadores genéticos, clinicos y bioquimicos que permitan una mejor gestion

de las pacientes.
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