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RESUMEN

Los tratamientos de reproduccién asistida tienen como finalidad conseguir el
nacimiento de recién nacidos vivos sanos. Puesto que estos tratamientos no aseguran
una tasa de éxito del 100%, es conveniente obtener el mayor nimero de ovocitos
maduros fecundables para aumentar la probabilidad de embarazo. Para ello, las
pacientes se someten a una estimulacidén ovarica controlada. No obstante, esta etapa
del proceso puede derivar en graves complicaciones o en cancelaciones de ciclo si no se
adecua a las caracteristicas de cada mujer. Por tal de evitar tal suceso y garantizar un
desarrollo seguro y eficaz para la futura madre, resulta fundamental predecir la
respuesta ovarica para poder personalizar el protocolo de estimulacién. A dia de hoy se
predice dicha respuesta mediante el uso de indicadores hormonales y ecograficos. Sin
embargo, éstos presentan un valor predictivo limitado. Por esta razén, se ha llevado a
cabo una revisién para identificar si existen polimorfismos asociados a la respuesta
ovarica de las mujeres sometidas a un tratamiento de reproduccién asistida y en caso
de existir; si resultaria beneficioso el estudio genético como prueba diagndstica para
predecir su respuesta y adecuar el protocolo de estimulacién. Se ha encontrado en la
bibliografia actual distintos polimorfismos en los genes FSHR, LHR, LHCRG, AMH,
AMHRII, CYP19, ESR, GDF9 y BMP15 que estan relacionados con la respuesta ovdrica. A
pesar de ello, no se dispone de pruebas suficientes para afirmar o negar una clara
asociaciéon con ninguno de ellos. Por lo tanto, se concluye que, actualmente, el estudio
genético de las pacientes no resultaria suficientemente beneficioso y que se requieren

mas estudios al respecto para establecer nuevos biomarcadores.
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ABREVIACIONES

- AMH: hormona antimulleriana

- AMHR2: receptor de la hormona antimiilleriana

- BMP15: Bone Morphogenetic Protein 15

- CG: células de la granulosa

- E2: Estradiol

- EOC: estimulacién ovarica controlada

- ESR: Estrogen receptor

- FSH: hormona foliculo estimulante

- FSHR: receptor de la hormona foliculo estimulante
- GDF9: Growth differentiation factor 9

- GnRH: hormona liberadora de gonadotropina

- hCG: Gonadotropina coriénica humana

- LH: hormona luteinizante

- LHCGR: receptor de la hormona luteinizante/coriogonadotropina
- RFA:recuento de foliculos antrales

- SHO: sindrome de hiperestimulacién ovarica

- SNP: single nucleotide polimorphism

- TGF-B: Transforming growth factor B

- TRA: Tratamiento de reproduccidn asistida



INTRODUCCION

Los tratamientos de reproduccién asistida (TRA) son uno de los principales recursos a
los que acuden parejas que sufren infertilidad, portadoras de enfermedades
hereditarias, parejas homosexuales o personas que quieren preservar la fertilidad.
Puesto que estos tratamientos no tienen una tasa de éxito del 100%, suelen incluir una
estimulacion ovarica controlada (EOC) con el fin de aumentar las probabilidades de

embarazo.

La estimulacién ovdrica controlada permite obtener un nimero suficiente de ovocitos
competentes para ser fecundados ya sea in vivo (inseminacion intrauterina) o in vitro
(FIV/ICSI). Es fundamental que la hiperestimulacion del ovario sea controlada,
permitiendo el reclutamiento de suficientes ovocitos pero sin dejar de ser segura para
la paciente y futuro hijo. Una intensidad demasiado elevada de este tipo de tratamiento
puede conducir a un numero elevado de embriones innecesarios, a un riesgo elevado
de gestacidn multiple en inseminaciones y en el peor de los casos, a un sindrome de

hiperestimulacion ovarica (SHO) que puede poner en riesgo la vida de de la paciente.

Este proceso hormonal involucra principalmente al ciclo ovdrico que puede definirse
como un proceso dindmico que incluye eventos e interacciones hormonales
indispensables para la correcta fisiologia de la ovulacién. En este sistema endocrino, la
interaccion de hormonas hipotaldmicas, hipofisarias y ovdricas forman el eje
hipotalamo-hipdfisis-ovario y permiten la formacién, crecimiento y ovulacidon de los

foliculos ovaricos.

Regulacion del desarrollo folicular

El foliculo es la unidad funcional del ovario y se compone principalmente de 3 tipos
celulares (ovocitos, células de la granulosa (CG) y células de la teca) que proporcionan

el entorno adecuado para que se lleve a cabo la foliculogénesis.



La foliculogénesis es un proceso que hace referencia al desarrollo de los foliculos
ovaricos. Se inicia durante la etapa fetal, en la que se cuentan aproximadamente unos
6-7 millones de foliculos primordiales que contienen un ovocito detenido en la profase
de la meiosis I. En el momento del nacimiento, los ovarios poseen 1-2 millones de
foliculos primordiales, de manera que toda mujer nace con un nimero determinado y
finito de ovocitos. La pérdida de estos foliculos es constante y hace que en el momento
de la pubertad, la reserva ovarica sea de unos 500.000 foliculos detenidos en la segunda
divisién meidtica. Esta reserva ovdrica va disminuyendo de forma continua hasta
alcanzar la menopausia, momento en la que la reserva de foliculos antrales se encuentra

por debajo del umbral minimo necesario (1).

A su vez, el ciclo menstrual se divide en 3 fases (2). En primer lugar tenemos la fase
folicular en la que los foliculos crecen y maduran. El punto de partida, como hemos
comentado, son los foliculos primordiales que se caracterizan por poseer un ovocito
rodeado por una monocapa de CG en forma fusiforme. De estos 500.000 foliculos
primordiales que puede tener una mujer al llegar a la pubertad una minoria se
desarrollaran a foliculos primarios, los cuales presentan mas CG, esta vez en forma
cuboidal. Los foliculos supervivientes pasan a ser foliculos secundarios en el momento
en el que disponen de dos o mas capas de CG en proliferacidon y una nueva capa de

células de la teca.

Hasta este momento todo el desarrollo folicular es independiente de gonadotropinas
(hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH)) y su supervivencia
depende de una comunicacién bidireccional en la que el ovocito y las células que lo
rodean se comunican mediante “gap-junctions”. Las células somaticas promueven el
crecimiento y desarrollo del ovocito mientras que éste regula la proliferacion y

diferenciacién de las CG y de la teca.

A partir de este momento, el desarrollo es dependiente de gonadotropinas. Los foliculos
secundarios pasan a ser foliculos antrales con la formacién del antro a partir de
cavidades llenas de liquido. En este punto, la mayoria de foliculos sufren degeneracién

atrésica. Unicamente el foliculo dominante, es decir, el que posea una concentracién de



receptores de FSH (FSHR) mas elevada en cada ciclo, logra sobrevivir y convertirse en
foliculo de Graaf o preovulatorio. Esto se debe a que los foliculos con mas FSHR seran
mas sensibles a la FSH, aumentando la actividad de la aromatasa P450 (enzima
codificada por el gen CYP19A1, catalizadora de la aromatizacién de andrégenos a
estréogenos) y por lo tanto, produciendo mas estrégenos responsables de la
retroalimentacidn negativa (disminuyen la secrecién de FSH a medida que aumenta la
cantidad de estrégenos). Con la caida de las concentraciones de FSH en respuesta al
aumento de estrégenos, solo el foliculo mas sensible a la FSH, con el umbral mas bajo

para proporcionar una respuesta, puede sobrevivir (3).

La fase folicular finaliza con la fase ovulatoria que se caracteriza por llevar a cabo la
liberacién del ovocito. Para ello, el pico preovulatorio de LH producido por la hipdfisis
(retroalimentacion positiva activada por unos niveles de estrégenos sostenidos) activa
los foliculos de Graaf, provocando el fendmeno de ovulacion, es decir, la maduracion
final del ovocito, la ruptura del foliculo y la expulsién del ovocito con capacidad de ser
fecundado. Finalmente tenemos la fase lUtea, en la que el ovocito ya ha sido expulsado
y se forma el cuerpo IUteo que en presencia de embarazo produce progesterona para

mantener el embarazo temprano y a falta de él, termina por degenerar.

En todo este proceso de desarrollo folicular, asi como en la comunicacion bidireccional
previamente mencionada, encontramos multiples vias de sefializacion y distintos
factores implicados. Varios de estos pertenecen a la familia del factor de crecimiento
transformante B (TGF-B). Uno de los mas importantes es la a hormona antimdilleriana
(AMH) que es una glicoproteina dimérica producida por las CG, especificamente de los
foliculos en crecimiento mas pequefios (pre-antrales). Su principal funcién consiste en
modular la progresién de los foliculos primordiales gracias a su interacciéon con su
receptor AMHR2. Para ello, inhibe el reclutamiento inicial de foliculos, el crecimiento
dependiente de FSH vy la seleccidn de foliculos preantrales mediante su efecto inhibidor
sobre la accién de la FSH y la aromatasa. Finalmente, la AMH provoca, como
consecuencia, una reduccién en los niveles estrogenos, y tiene por lo tanto un efecto

positivo propulsando la retroalimentacién positiva (4).



Otros de los factores implicados son la activina y la inhibina. La activina es una
glicoproteina que aumenta la secrecién de FSH por parte de la glandula pituitaria
promoviendo el desarrollo folicular. En los foliculos primarios y secundarios, las CG
secretan esta hormona ovarica mientras que sus receptores se encuentran en el ovocito,
sobre el cual ejerce su funcién para que crezca y se desarrolle. Contrariamente, la
inhibina es un dimero producido principalmente por foliculos preovulatorios que
suprime la secrecidn de FSH. Es decir, es antagonista de la activina y tiene un importante

papel en la retroalimentacion negativa (5).

Finalmente, dentro de la superfamilia del TGF-, también tenemos a BMP15 (Proteina
morfogenética 6sea 15) y GDF9 (Factor de diferenciacién del crecimiento 9). Pueden
definirse como potentes reguladores de la foliculogénesis y de la ovulacidon que actian
sinérgicamente. Ambas proteinas son sintetizadas por el ovocito de foliculos
primordiales y se unen a sus respectivos receptores localizados en las CG. Su principal
funciéon se basa en promover la actividad mitética de estas células, asi como su
proliferacién y diferenciacién. Mds concretamente, GDF9 se centra en promover la
proliferacién de CG y la transiciéon de foliculo primario a secundario, mientras que
BMP15 promueve la maduracion folicular, regula la sensibilidad de las CG a la FSH y las

previene de la apoptosis (6).

Estimulacidon ovarica controlada

En un ciclo natural, como hemos comentado, habitualmente el foliculo mas sensible a
FSH logra sobrevivir. Por lo tanto, para evitar la maduracién de un solo foliculoy obtener
un mayor numero de ovocitos fecundables, es necesario realizar una EOC. Este proceso
consiste en una primera supresién hipofisaria mediante la administracién de analogos
de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), provocando el bloqueo de la
produccién enddégena de gonadotropinas. Se puede realizar un protocolo corto con el
uso de antagonistas de la GnRH (efecto inmediato) o bien un protocolo largo con el uso
de agonistas de la GnRH (efecto “flare-up”). Seguidamente se administran
gonadotropinas exdgenas que se responsabilizan del desarrollo folicular y
posteriormente se inyecta gonadotropina coridnica humana (hCG) que simula el pico de

LH y promueve la maduracidn folicular. Finalmente, para evitar la ovulacién espontanea



del ovario, los foliculos son extraidos mediante una puncién folicular entre las 32-34h

post-hCG.

El protocolo empleado y la dosis de cada medicacién se ven ajustados segln la
prediccién de la respuesta ovarica con el fin de obtener una respuesta éptima ya que
ésta puede ser muy diversa en funcién de la reserva ovarica que caracterice a cada
paciente. Segun la guia proporcionada por ESHRE (European Society of Human
Reproduction and Embryology), existen distintos protocolos en funcién de una

prediccién pobre, normal o alta.

Una mujer con una baja reserva ovdrica tiene mas riesgo de presentar una respuesta
pobre y por tanto obtener pocos o ningln ovocito. El protocolo de EOC que mas se
adecuaria a la situacién seria un protocolo con agonistas o antagonistas de GnRH
indistintamente y una dosis inicial de gonadotropinas de 150-300 |U. Tras una
monitorizacidn ultrasénica del nimero de foliculos y su medida, si la respuesta sigue
siendo subdptima, se recomienda la administracién de 10.000 IU de hCG o 250ug de
hCG-recombinante para alcanzar la maduracién ovocitaria adecuada y de progesterona
natural o didrogesterona como soporte de la fase lutea. En casos en que la respuesta es

muy deficiente, siempre puede plantearse la posibilidad de cancelar el ciclo.

Por otro lado, en el caso de que la prediccién de la respuesta fuera normal, lo
recomendable es utilizar un protocolo de antagonistas de GnRH y una dosis inicial de
gonadotropinas de 150-225 [U. Tras una monitorizacidon con un resultado favorable, el

protocolo prosigue del mismo modo que en el caso de una baja respondedora.

Finalmente, las pacientes pueden tener una respuesta exagerada, ser clasificadas como
altas respondedoras y tener mas riesgo de sufrir un SHO. En estos casos, se suele utilizar
un protocolo de antagonistas de GnRH con una dosis inicial de gonadotropinas <150 IU.
También puede llevarse a cabo el protocolo con agonistas de GnRH y una dosis inicial de
gonadotropinas de 100-125 IU para reducir el riesgo de SHO. Se monitoriza el proceso
como ya se ha comentado y se establece la continuacién de la estimulacion. En el caso

de haber empleado un protocolo de antagonistas, se administran 200ug de agonistas de



GnRH y se debe criopreservar todos los ovocitos obtenidos. Si se ha utilizado el
protocolo de agonistas, pueden administrarse 5.000 IU de hCG vy realizar una
transferencia en fresco aportando el soporte de fase lUtea apropiado. Aun asi,
independientemente del protocolo utilizado, cualquier signo relacionado con un
aumento del riesgo de SHO conllevarda la cancelacién de la transferencia y la

criopreservacién de todos los embriones viables.

Prediccién de la respuesta ovdrica a la estimulacién mediante el uso
parametros predictores utilizados a dia de hoy

Para predecir la respuesta de cada paciente y ajustar las dosis de tratamiento, a dia de
hoy se utilizan diferentes indicadores (7). Uno de los principales es la edad ya que a
medida que la paciente se hace mayor, la reserva ovarica va disminuyendo a la vez que
su calidad (aumenta el riesgo de que los ovocitos sean genéticamente anormales). Pese
a la controversia que este pardmetro ha generado, se establece que la edad dptima para
realizar un TRA es inferior a los 35 anos. Por lo tanto, una mujer de menos de 35 afios
tiene mas probabilidad de presentar resultados reproductivos exitosos aunque también
de tener una alta respuesta con riesgo de SHO mientras que una mujer de 35 afios o

mas, presenta mayor probabilidad de tener una baja respuesta ovdrica.

Asi mismo, también se utilizan indicadores hormonales. Entre ellos tenemos la
concentracion de FSH, de Estradiol (E2), de inhibina By de AMH. A dia de hoy, los niveles
séricos de AMH son el mejor predictor de la funcidn ovarica ya que sus niveles presentan
una fuerte correlacién con el nimero de foliculos en crecimiento. Ademas, presenta
muy poca variabilidad por lo que puede medirse en cualquier fase del ciclo. Los puntos
de corte de esta hormona son poco claros en la literatura. Aun asi, podemos decir que
una AMH inferior a 1,1 ng/ml es sinénimo de baja respuesta, entre 1,2 — 3 ng/ml son
valores normales y superior a 3 ng/ml indica una probable alta respuesta, con elevado
riesgo de SHO si supera los 6 ng/ml. El segundo indicador mas empleado es la
concentracion de FSH que tiene una especificidad bastante elevada para predecir una
baja respuesta. De este modo, una FSH > 10-20 UI/L se correlaciona con una respuesta

deficiente. No obstante, esta prueba tiene la limitacién de que presenta variabilidad
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intraciclo y entre ciclos. Ademas, requiere un eje hipotalamo-hipéfisis-ovario funcional.
Esto hace que sea recomendable combinarla con la medida de la concentracién de E2
que puede definirse como normal cuando los niveles son inferiores a 40 pg/ml y
deficientes si son superiores a 60 pg/ml. Como ultimo marcador hormonal tenemos la
inhibina B. Su concentracién es inversamente proporcional a la concentraciéon de FSH y

valores inferiores a 45 pg/ml son indicadores de baja respuesta.

Finalmente, otra opcidn son los indicadores ecograficos. Con este término nos referimos
al recuento de foliculos antrales (RFA), al volumen ovarico vy al flujo vascular ovérico. El
mas importante sin duda es el RFA que se lleva a cabo mediante una ecografia
transvaginal. Permite identificar la presencia del antro de los foliculos de mas de 2mmy
se realiza durante la fase folicular temprana del ciclo menstrual de la paciente. Esta
prueba proporciona informacidn valiosa en caso de que el recuento sea inferior a 5 entre

los dos ovarios (baja respuesta) o superior a 10 (alta respuesta).

En resumen, podemos definir una baja respuesta como una fisiopatologia en la que la
paciente posee un numero de foliculos sensibles a FSH por debajo de lo normal. Con el
fin de unificar los criterios para identificar una baja respuesta, en 2016 la ESHRE
desarroll6 el método de clasificacion POSEIDON (Patient-Oriented Strategies
Encompassing IndividualizeD Oocyte Number) (7). Esta permite diferenciar a las
pacientes con baja respuesta en 4 grupos diferentes:
- Grupo 1: pacientes <35 afios con reserva ovarica normal (AMH >1.2 ng/mL; RFA
>5) y resultado inesperadamente subdptimo al tratamiento de estimulacién.
- Grupo 2: pacientes >35 afios con reserva ovarica normal (AMH >1.2 ng/mL; RFA
>5) y resultado inesperadamente subdptimo al tratamiento de estimulacién.
- Grupo 3: pacientes <35 afios con reserva ovarica baja (RFA <5, AMH <1.2 ng/mL).
- Grupo 4: pacientes >35 afios con reserva ovarica baja (RFA <5, AMH <1.2 ng/mL).

Por sulado, una respuesta normal se relaciona con un RFA entre 6-10, una edad materna

de entre 30 y 38 afios, una AMH de 1,2 — 3 ng/ml, una FSH <10 Ul/L y un E2 <40 pg/ml,

y por ultimo, una alta respondedora se trata de identificar mediante un RFA >15, AMH
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>3,52 ng/ml, ciclos previos con alta respuesta o cancelados por riesgo de SHO y edad

materna <35.

Justificacidon del trabajo

Las diferentes opciones de tratamiento en funcién de la respuesta predicha (las cuales
implican diferentes dosis y protocolos), hacen que sea de vital importancia predecir la
respuesta con sensibilidad y especificidad. No obstante, los indicadores utilizados a dia
de hoy parecen ser demasiado generales, pudiendo cometer errores en la clasificacién
de las pacientes. Un ejemplo podria ser la edad bioldgica, la cual puede no
corresponderse con la edad ovarica ya que una mujer puede nacer con una reserva
ovarica disminuida o por lo contrario, con una reserva capaz de desarrollar un nimero

de foliculos elevado en cada ciclo.

Del mismo modo, los indicadores hormonales pueden verse alterados por alguna
situacion concreta haciendo variar la clasificacién. Cabe destacar que los puntos de corte
de la mayoria de pardmetros tampoco son muy claros, pues podemos encontrar
diferentes valores de corte en la literatura disponible a dia de hoy. En cuanto a los
indicadores ecograficos, éstos presentan la limitacién de que pueden verse
influenciados por el criterio del observador. Por ello, se incentiva el uso de una

combinacidn de los distintos indicadores para valorar y personalizar la estimulacién.

Aun asi, la combinacién de los diferentes indicadores puede ser en algunos caso poco
sensible o especifica por lo que es necesario encontrar un método complementario que
proporcione mas informacién para la prediccidn de la respuesta ovdrica al tratamiento
de estimulacion. Una posible solucion podria ser hacer uso de la farmacogenética. El
estudio de la presencia de variaciones en el perfil genético, es decir polimorfismos de
un solo nucleétido (SNP), relacionados con alteraciones en la respuesta ovarica, nos
permitiria predecir en mayor medida la respuesta y por lo tanto personalizar mejor el

tratamiento garantizando seguridad y efectividad.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION Y OBJETIVOS

Pregunta de investigacion

Para llevar a cabo este estudio la pregunta de investigacion planteada es la siguiente:
¢Existen SNPs asociados a la respuesta ovarica de las mujeres sometidas a un
tratamiento de reproduccién asistida? En caso de existir; éresultaria beneficioso el
estudio genético como prueba diagndstica para predecir su respuesta y adecuar el

protocolo de estimulacién?

Objetivos
El objetivo principal de este estudio es evaluar en qué medida el estudio de los SNP
relacionados con la respuesta ovarica que podemos encontrar en la bibliografia, permite

predecir la respuesta de las pacientes sometidas a una estimulacién ovarica.

Para alcanzar este objetivo principal, a continuacién se establecen los objetivos
secundarios:

- Describir los diferentes SNPs relacionados con la respuesta ovarica.

- Relacionar los SNPs con la respuesta a la estimulacion ovarica.

- Describir el mejor tratamiento para cada SNP

- Evaluar si existe una relacidn entre los predictores actuales y los SNP.

- Evaluarla actividad en este campo mediante el analisis de los estudios en marcha

actualmente.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio

Con el fin de alcanzar los objetivos previamente descritos y poder dar respuesta a la
pregunta de investigacion, se ha realizado una revisidn sistematica de la la literatura de
los ultimos 10 afios, incluyendo articulos desde 2012 hasta 2022. Para llevar a cabo dicha
revision, en primer lugar se localizaron los multiples articulos que trataban sobre la
influencia de distintos polimorfismos localizados en diversos genes (Anexo 1) sobre la

respuesta ovarica a la estimulacién para tener una vision general de la literatura actual.

Estrategia de busqueda

El primer paso en la estrategia de blsqueda consistié en identificar las posibles palabras
clave que permitirian desarrollar la busqueda. Dichas palabras y términos MeSH
descritos en la Tabla 1 surgieron a partir de los objetivos planteados. Gracias a la
combinacidn de todas estas palabras y al uso de los operadores booleanos AND y OR,

obtuvimos la estrategia de busqueda definitiva.

Descriptores Resultados encontrados

#1 “Ovarian response” 51409
#2 “Ovarian stimulation” 31231
#3 “Polymorphism” 309513

(#1 OR #2) AND (#3) 515
#4 FSHR 3397
#5 LHB 742
#6 LHCGR 1142
#7 ESR 57428
#8 AMH 15989
#9 AMHR2 563
#10 CYP19 3584
#11 BMP15 1809
#12 GDF9 2061
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#4 OR #5 OR #6 OR #7 OR #8 OR #9 OR #10 OR
86188
#11 OR #12

(#1 OR #2) AND ((#3) AND (#4 OR #5 OR #6 OR
307

#7 OR #8 OR #9 OR #10 OR #11 OR #12))

Tabla 1: Estrategia de busqueda empleada para la revision de la literatura

Finalmente, podemos resumir la busqueda realizada con la siguiente estrategia:
(ovarian AND (stimulation OR response)) AND (polymorphism AND (FSHR OR LHB OR
LHCGR OR ESR OR AMH OR AMHR2 OR CYP19 OR BMP15 OR GDF9))

Criterios de inclusion y exclusion

Para la seleccion de los articulos, el principal criterio de inclusién fue que los articulos
relacionaran la respuesta ovdrica a la estimulaciéon previa a un tratamiento de
reproduccion asistida con los distintos polimorfismos (FSH, LH, LHCGR, ESR, AMH,
AMHR?2, CYP19, BMP15 y GDF9) que podrian modificar dicha respuesta. Asi mismo, el

resto de criterios de inclusién y exclusién se recoge en la Tabla 2.

Criterios de inclusion Criterios de exclusion

- Articulos en idiomas distintos al
- Articulos relacionados con la
inglés, castellano, catalan o
pregunta de investigacion.
francés.
- Articulos destinados a la
- Articulos anteriores al afio 2012
consecucion de los objetivos.
- Articulos duplicados.
- Articulos disponibles en inglés,
- Articulos centrados en cualquier
castellano, catalan o francés.
aspecto de la reproduccién
- Articulos de tipo estudios de
asistida distinto a la respuesta a
investigacion o revisiones
la estimulacién ovarica.
literarias.

Tabla 2: Criterios de inclusion y exclusion utilizados en la seleccion de articulos
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Seleccién de articulos

Tras determinar la estrategia de busqueda, ésta se realizd en las bases de datos de
PubMed, MedLine, Scopus, Web Of Science (WOS) y CLINAHL. Teniendo en cuenta los
criterios de inclusidon y exclusion previamente mencionados, se procedié a la seleccién
de los articulos. En primer lugar se seleccionaron los articulos que potencialmente
podian responder a la pregunta de investigacion segun el titulo. En segundo lugar, segun
el resumen/abstract y por ultimo segun el texto completo. En la Tabla 3 podemos

observar el proceso de seleccién de articulos de forma esquematizada.

Paralelamente, se realizd una investigacién en https://www.clinicaltrials.gov/ para

analizar los estudios relacionados con el tema de interés que se estan llevando a cabo a

dia de hoy.
Estrategia de blsqueda
~
PubMed MedLine Scopus CINAHL WO0S
n=193 n=137 n=148 n=15 n=175
J
Aplicacién de los criterios de inclusién:
- Articulos disponibles en inglés, castellano, cataldan o francés
- Articulos posteriores al ano 2012
PubMed MedLine Scopus CINAHL WwWOsS
n=71 n=62 n=51 n=9 n=173
— _/
v
Total de articulos obtenidos 266
Total de articulos obtenidos no duplicados (Anexo 2) 129
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Articulos potencialmente relevantes segun el titulo (Anexo 3)
- Criterios de inclusién:
* Articulos relacionados con la pregunta de investigacion
* Articulos destinados a la consecucion de los objetivos

61
- Criterios de exclusion:
* Articulos centrados en cualquier aspecto de la
reproduccion asistida distinto a la respuesta a la
estimulacion ovdrica.
Articulos potencialmente relevantes segun el resumen (Anexo 4) 38

Articulos potencialmente relevantes segun el texto completo (Anexo 5) 22

Articulos incluidos en la revision (Anexo 6) 17

Tabla 3: Esquema del proceso de seleccion de articulos

Rigor

Con el fin de garantizar la calidad de esta revisién sistematica, se utilizd la guia CASPe
(Anexo 7) para que articulos potencialmente relevantes segun el texto completo podian
ser incluidos en la revision. Asi mismo, los articulos finalmente seleccionados fueron
exportados y clasificados por el gestor bibliografico Zotero, que ademas permite la
eliminacion de articulos duplicados. Por ultimo, las referencias bibliograficas se han

redactado en estilo Vancouver.

Consideraciones éticas

Puesto que el presente trabajo es una revisidon de la literatura, no se ha tenido que
requerir la solicitud a ningln comité ético para su realizacidon. Del mismo modo, no ha
sido necesaria la elaboracion de un consentimiento informado ya que toda la
informacidén proviene de articulos previamente publicados que asumimos que han sido
examinados por los respectivos comités de ética. Por otro lado, se ha procurado evitar
el plagio de los textos analizados, haciendo uso de las referencias correspondientes.
Finalmente, se declara no tener ningln conflicto de interés con terceros como

consecuencia del desarrollo de este estudio.
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RESULTADOS

Los SNP son variaciones mas comunes en la secuencia del ADN en la que un Unico
nucleétido es remplazado por otro. Este cambio de base debe estar presente en al
menos un 1% de la poblacidn para ser considerado un polimorfismo y no una mutacion.
Aproximadamente en 1 de cada 1000 bases del codigo genético se produce uno de estos
cambios, los cuales pueden, no tener ningun significado o afectar a la respuesta de los

individuos, incrementando el riesgo de padecer una enfermedad (8).

Por lo tanto, un SNP en algun gen involucrado en el proceso de estimulacién ovarica
controlada podria estar relacionado con una alteracién de la respuesta ovdrica. Hasta la
fecha, se han estudiado diferentes genes susceptibles de presentar SNPs capaces de
modificar esta respuesta, entre ellos encontramos aquellos que codifican para las

proteinas FSHR, LHB, LHCGR, ESR1, AMH, AMHRII, CYP19, BMP15 y GDF9.

El gen FSHR (MIM*136435) ha sido el gen mas estudiado y propuesto como el primer
candidato para explicar las diferencias en la respuesta ovarica. Se localiza en la posicién
2p16.3, se compone de 54 kb y consta de 10 exones. Dando lugar a un receptor
transmembrana acoplado a proteina G, los exones 1 a 9 codifican el dominio extracelular
mientras que el exén 10 codifica una pequefa parte del dominio extracelular, las partes
transmembrana y el dominio intracelular. Dentro de este gen se han identificado mas
de 1000 polimorfismos, pero solo unos pocos se localizan en los exones. Entre los SNPs
mas relevantes relacionados con la respuesta ovdrica encontramos el p.Asn680Ser
(rs6166) y p.Thr307Ala (rs6165) ya que modifican las propiedades del producto génico
y en consecuencia se ve afectada la respuesta a la FSH. Ambos se encuentran ubicados
en la region codificante del exén 10 y dan como resultado una substitucién de

aminodcido (9).

El primero (rs6166), se encuentra en el cromosoma 2 en la posicion 2039 en la que se
produce el cambio de nucleétido de adenina con guanina (c.2039 A>G), lo que lleva a la
sustitucidon del aminodcido de asparragina por serina en la posicion 680 (p.Asn680Ser)

ubicada en el dominio intracelular. Se ha planteado la hipdtesis de que el residuo Asn
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introduce un sitio de glicosilacién, relevante para la expresion del receptor en la
superficie celular mientras que, el residuo Ser puede estar involucrado en un sitio de

fosforilacién que podria participar en la renovacion del receptor (1).

Esta mutacién benigna parece estar relacionada con la respuesta a la estimulacion
ovarica ya que mujeres homocigotas Ser/Ser presentan niveles basales de FSH
aumentados y bajos niveles de estradiol el dia de la administracion de hCG. Asi mismo,
presentan mayor resistencia a gonadotropinas exdégenas, menor niumero de ovocitos
total y mayor riesgo de pobre respuesta y cancelacién del ciclo. Esto hace que necesiten
una dosis inicial de gonadotropinas mas elevada a la convencional para obtener una
respuesta normal. A su vez, mujeres homocigotas Asn/Asn presentan mayor sensibilidad

ala FSHy por lo tanto, un riesgo mas elevado de SHO (10).

En el caso del segundo SNP (rs6165), éste se encuentra en el cromosoma 2 en la posicion
919 en la que se produce un cambio de una guanina por una adenina (c.919 G>A). Este
cambio resulta en una mutacion “missense” en el dominio extracelular que cambia de
treonina a alanina (p.Thr307Ala). La variacidn tiene un impacto en el consumo total de
FSH y da como resultado un cambio de un aminoacido hidrofébico polar a uno no polar
y la eliminacidon de potencial sitio de glicosilacién. Clinicamente, la mutacién homocigota
Ala/Ala esta relacionado con un mayor nimero de ovocitos recuperados y una menor
duracion de la estimulacién, asi como en un aumento del requerimiento de FSH durante

la estimulacion debido a la mayor resistencia a la FSH de los portadores Thr/Thr (1).

Mds recientemente también se ha identificado otro SNP c.-29 G>A (rs1394205) que
puede afectar a la respuesta ovdrica. Este se encuentra en la regién promotora del FSHR,
en la posicion -29. Se caracteriza por la sustitucion de guanina por adenina y parece
reducir la expresion de FSHR. Es decir, la variante A/A puede asociarse con una respuesta
ovdrica deficiente ya que presenta una actividad transcripcional reducida por la pérdida
de un sitio de unidn especifico del factor de transcripcidn y requiere mayor dosis inicial
de FSH en durante la estimulacidn ovarica. Asi mismo, se ha visto que los casos que

presentan la combinacion genética A/G para el polimorfismo ¢.2039 A>G con G/G para
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el polimorfismo c.-29 G>A tienen mejor respuesta con un mayor nimero de ovocitos

recuperados (11).

Por otro lado tenemos el receptor acoplado a proteina G LHR que tiene como ligando
las moléculas LHB y hCG. Solo hay un gen de la subunidad R de LH, pero 6 genes de la
subunidad B de hCG altamente homdlogos. Estos genes se ubican de manera contigua
en una regidn gendmica compartida en la posicidon 19g13.33 y ocupan 45.165 bases.
Hasta el momento se han observado diferentes variantes genéticas en el gen LHR
(MIM*152780) que pueden alterar la respuesta ovarica, como es el caso de los SNPs
c.82T>C, p.Trp8Arg (rs1800447) y c.104A>G, p.lle15Thr (rs34349826). La variacion
¢.82T>C se caracteriza por presentar una forma menos activa de LH y hiposensibilidad a
FSH exdgena durante la estimulacion ovarica (12). La combinacion 8Arg-15Thr es la mas
comun entre pobre respondedoras y la glicoproteina resultante tiene una bioactividad
in vitro elevada pero una vida media reducida. Es decir, estas mujeres lo presentan una
resistencia ala FSH y por lo tanto, necesitan una dosis inicial de FSH mas elevada durante

el tratamiento.

En cuanto al receptor LHR codificado por el gen LHCGR (MIM*152790) ubicado en el
cromosoma 2p16.3, se han descritos unos 300 polimorfismos, siendo los mas estudiados
insLQ (rs4539842) y c.+28 G>C (rs4073366). La insercién polimérfica insLQ consiste en
la presencia de dos aminoacidos, leucina-glutamina (6 pares de bases: CTCCAG) en la
posicidn 18 en el exdn 1. Esta insercién podria alterar el plegamiento, el desplazamiento
y la insercion de la proteina dando lugar a una mayor actividad del receptor, niveles
séricos mas altos de estrégenos, y por lo tanto, mayor riesgo de SHO. Asi mismo, 142
pares de bases mas lejos, encontramos el segundo polimorfismo (rs4073366) que
también resulta ser un predictor del riesgo de SHO, pues los portadores C/C presentan

mayor riesgo de SHO (13).

Otro SNP comun se encuentra en el gen AMH (MIM*600957), localizado en el brazo
corto del cromosoma 19 (19p13.3), y hace referencia a la variante c¢.146G>T, p.lle49Ser
(rs10407022). Este polimorfismo localizado en la regién promotora del gene parece

afectar a la bioactividad de la hormona derivando en un aumento del numero total de
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embriones producidos en mujeres con el perfil genético T/T (4). A su vez, como ya se ha
comentado, este miembro de la familia del TGF-8 ejerce su funcién a través del receptor
AMHRII, el cual también posee diversos SNP que podrian afectar a la respuesta ovarica.
El gen en cuestidon gen (MIM*600956) se encuentra en el cromosoma 12 (12q13.13) y
presenta su SNP mas importante, c.-482A>G (rs2002555), en la region no codificante del
promotor dando lugar a afectaciones del proceso de transcripcién de AMHRII. En
consecuencia, mujeres no portadoras de este SNP se benefician de un mayor ndmero
de foliculos y por consiguiente, son mas prevalentes entre las paciente con un mayor
riesgo de SHO. A su vez, mujeres con un perfil heterocigoto presentan un mayor nimero

foliculos pequefios y totales y un aumento de los niveles basales de FSH (14).

Siguiendo en la misma linea encontramos el polimorfismo CYP19(TTTA)n (rs60271534).
Esta repeticién en tandem de tetranucledtidos cortos se localizan en el intrén 4 del
cromosoma 15 (15g21.2) del gen CYP19A1 (MIM*107910). En este gen (que codifica
para la aromatasa P450 de la familia 19, subfamilia A, polipéptido 1), se han revelado 6
alelos con 7 a 12 repeticiones, considerandose de 7-9 alelos cortos y de 10 a 12 alelos
largos. Perfiles genéticos con alelos largos se asocian con niveles séricos mas bajo de
FSH y con mayor numero de foliculos grandes. Por lo que hace al alelo con 7
repeticiones, éste presenta niveles séricos de FSH mas altos el tercer dia del ciclo
menstrual y mayor predominancia de foliculos pequefios, es decir, menos foliculos

totales y foliculos grandes (3).

De igual manera, otros genes de interés son aquellos que codifican para los receptores
de estrogenos (ESR). Especificamente, se encuentran dos tipos de receptores, ERa
expresados en células de la teca y ERP expreasados en células de la granulosa. Son
codificados por los genes ESR1 (MIM*133430) localizado en la posicidon 6g25.1 y ESR2
(MIM*601663) localizado en la posicion 14g23.2-3, respectivamente. Estos genes
presentan diversos SNPs, siendo los mas estudiados c.-397T>C (rs2234693) y c.-351A>G
(rs9340799) para ESR1 y c.1082G>A (rs4986938) y ¢.1730A>G (rs1256049) para ESR2.
Tras su estudio, se puede aclarar que los genotipos T/T para c.-397T>C, G/G para c.-
351A>G y G/G para c.1082G>A se asocian con una concentracion basal de FSH mas alta

por lo que requieren mayor dosis inicial de gonadotropinas. En cuanto al genotipo A/A

21



para c.-351A>G, éste se correlaciona con mejores resultados en la respuesta a la
estimulacion mientras que el genotipo G/G para c.1730A>G parece ser mas recurrente

en casos de SHO (15).

Finalmente, otros polimorfismos que también se ven involucrados en la variacién de la
respuesta ovarica se encuentran en los genes GDF9 y BMP15. El gen GDF9
(MIM*601918) localizado en el cromosoma 5¢g31.1 presenta varios polimorfismos, entre
ellos los mas destacables son ¢.398C>G (localizado en un intrén) que se asocia con una
menor cantidad de foliculos, una menor recuperacién de ovocitos Mll y niveles bajos de
progesterona y c.447C>T, p.Thr149Thr que, de lo contrario, se relaciona con un mayor
numero de foliculos de entre 12 y 14 mm (16). En cuanto al gen BMP15 (MIM*300247),
gue se encuentra en el cromosoma Xp11.22, en su promotor encontramos el SNP c.-
9C>G (rs3810682) que induce un incremento de la produccion folicular derivando en
una alta respuesta a la estimulacién ovarica y por consiguiente, un mayor riesgo de SHO

(17).
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DISCUSION

La aparicidon de tecnologias de reproduccion asistida ha resultado una herramienta
imprescindible que permite enfrentar el desafio reproductivo de un gran grupo de
personas. En este grupo podemos incluir a todas aquellas parejas que sufren infertilidad,
una importante enfermedad global que afecta aproximadamente a un 15% de las
poblacién en edad fértil. Ademas, a este grupo se le afiaden madres solteras, parejas
homosexuales, parejas portadoras de enfermedades genéticas y personas que quieren

preservar su fertilidad ya sea por tratamientos oncolégicos u otros.

Sin embargo, este drea sigue teniendo aspectos a perfeccionar como puede ser la
identificacion de biomarcadores que permitan predecir la respuesta ovarica a la
estimulacion ovdrica controlada con total precisidon. Para tener un importante valor
diagndstico y prondstico, estos marcadores han de ser capaces de predecir la respuesta
individual a una ECO para qué esta etapa critica en un TRA sea lo mas segura posibley a

la vez lo mas provechosa para cada paciente.

Una medicacidn deficiente o excesiva en esta etapa puede tener un efecto tanto clinico
como emocional que hace imprescindible la bisqueda de marcadores 6ptimos para
personalizar los protocolos de ECO. A nivel clinico, una dosis deficiente provocaria un
numero de ovocitos recuperados muy bajo o nulo que conllevaria a una repeticién del
ciclo. Este hecho puede traducirse en una pérdida de tiempo, el cual en algunas
ocasiones es vital, y en un esfuerzo econédmico y desgaste emocional muy altos. Por lo
contrario, una dosis de medicacién excesiva para la paciente puede derivar en un SHO
gue se caracteriza por un agrandamiento de los ovarios acompafiado de un aumento de
la permeabilidad capilar que puede dar lugar a una fuga del fluido del compartimento
intravascular al compartimento extravascular. Esta complicacidn iatrogénica que puede
amenazar la vida de la paciente, tiene una incidencia de entre el 3,1 y el 8% entre los
TRA (18). Ambas situaciones podrian reducirse si dispusiéramos de marcadores
predictores de la respuesta ovdrica mas eficaces que permitieran el desarrollo de

protocolos totalmente efectivos y menos dafiinos.
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A dia de hoy, los marcadores mds utilizados son los niveles séricos de FSH, estradiol,
inhibina B, AMH o RFA. No obstante, no esta del todo claro cual tiene mejor sensibilidad
y especificidad como prueba diagndstica. En algunos casos se acepta como mejor
medida la concentracién de FSH sérica en la fase folicular temprana juntamente con la
medida de estradiol, mientras que en otros casos (7) se prioriza el uso de los niveles
séricos de AMH juntamente con el RFA. La medida de AMH tiene la ventaja de presentar
una variabilidad intraciclo e interciclo muy pequefia, sin embargo, el RFA presenta

variabilidad intra e inter-ciclo y ademas entre observadores.

Asi mismo, segun otros estudios (14) los niveles séricos de AMH se correlacionan con el
numero de foliculos antrales, con el tamano de los foliculos primordiales y con la
respuesta respuesta ovarica a la estimulacion de la FSH y ademas son indicativos de
sindromes de ovario poliquistico, amenorreas hipergonadotroéfica y tumores de células
de la granulosa. No obstante, aparte de disminuir con la edad, los niveles de AMH
pueden verse afectados por otros parametros provocando fluctuaciones que deben

tenerse en cuenta a la hora de utilizar este marcador como predictor.

Por esta razon, y por el simple hecho de que pacientes con un perfil endocrino similar
pueden tener respuestas muy diversas, se ha tratado de buscar una solucién con base
genética. Las variaciones genéticas entre pacientes son probablemente la principal
causa de que diferentes sujetos presenten respuestas diferentes a un mismo
tratamiento. Asi pues, identificar si existe una asociacion entre variaciones genéticas y
la respuesta ovarica a EOC puede ser un avance hacia protocolos farmacogenéticos

individualizados para la estimulacién ovarica (9).

Estas variaciones genéticas hacen referencia a los polimorfismos, que se diferencian de
la mutaciones puntuales por su frecuencia en la poblacidn ya que ésta debe ser superior
al 1%, y pueden ocurrir en secuencias de genes codificantes y no codificantes afectando
la transcripcion (1). En el caso de existir mutaciones que afectaran a la respuesta ovarica,
éstas tendrian un efecto fenotipico mas marcado que facilitaria su identificacién. La falta

de ellas impulsa el estudio de polimorfismos, los cuales tienen un efecto mucho menor,
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y requieren un estudio con un tamano muestral mucho mayor (miles de participantes)

para ser identificados.

Como es légico, si existieran polimorfismos capaces de alterar la respuesta ovdrica, éstos
deberian localizarse en los genes que codifican para factores o receptores implicados en
el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. No obstante, pese a que multiples polimorfismos han
sido estudiados por diversos equipos de investigacion, los resultados siguen sin ser del

todo claros.

En el caso del receptor de FSH, los 3 polimorfismos mas estudiados en el gen FSHR
(MIM*136435), son p.Asn680Ser (rs6166), p.Thr307Ala (rs6165) y c.-29G>A. Para estas
variantes existe casi un claro consenso sobre si podria ser un buen marcador predictor,
pues diferentes grupos (1,9,10,11) asumen que el SNP p.Asn680Ser (que se encuentra
en desequilibrio de ligamiento con p.Thr307Ala) tiene un efecto en la respuesta a la
estimulacion. Concretamente, afirman que el genotipo Ser/Ser es un factor de mayor
resistencia a la estimulacidn de FSH, lo que resulta en niveles séricos de FSH mas altos,
en menor numero de ovocitos recuperados, y en consecuencia en la necesidad de una
mayor dosis inicial de gonadotropinas. No obstante, Meireles et al. en 2021 (6) niegan
gue exista ninguna correlacidn entre estos polimorfismos y una pobre o alta respuesta
ovdrica. Cabe destacar que en este estudio, la muestra era muy pequeiia (solo fueron
estudiadas 14 mujeres pobre respondedoras comparadas con 52 normorespondedoras)

y los resultados no serian fiables.

Para la deteccidn de pacientes hiperrespondedoras, Nenonen et al. en 2019 (10) sugiere
gue portadoras de asparagina en la posicion p.Asn680Ser presentan una respuesta

exagerada a la FSH, aumentando en gran medida el riesgo de sufrir SHO.

Asi mismo, Conforti et al. en 2022 (8) realiz6 un estudio de consenso en el que
publicaciones previas fueron debatidas por importantes equipos de investigacion. Los
resultados de este debate sugieren que si que existe evidencia suficiente para respaldar
gue existe una asociacién entre SNPs del FSHR y la respuesta a la estimulacidn ovarica.

Mds concretamente, se acepta que los perfiles genéticos Ser/Ser para el SNP
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p.Asn680Ser, requieren mayores dosis de gonadotropinas durante la estimulacion,
presentan niveles basales de FSH superiores, producen menos ovocitos y tienen menor
riesgo de SHO que los Asn/Asn. Paralelamente, cuando deliberan sobre el SNP
p.Thr307Ala, llegan al consenso de que los portadores Thr/Thr requieren una
estimulacion menos duradera que los heterocigotos o los portadores Ala/Ala, los cuales
producen menos ovoctios en respuesta a la estimulacidn. Finalmente, concuerdan que
los portadores del alelo A/A del SNP c.-29G>A necesitan mayores cantidades de

gonadotropinas y tienen tendencia a presentar una respuesta pobre.

Durante este mismo debate (8), también se abordan otros polimorfismos importantes
relacionados con el gen LHR (MIM*152780). Respecto a las variaciones p.Trp8Arg y
p.lle35Thr, acuerdan que existe un aumento de la probabilidad de presentar
hiposensibilidad a FSH exdgena en portadores Arg/Arg y Thr/Thr, respectivamente. No
obstante, remarcan que se requieren mas estudios para obtener resultados mas claros.
Esta idea se refuerza por Marca et al. (1) que ademas afaden que estas variantes

genéticas se asocian con abortos recurrentes y anormalidades menstruales.

En este caso aumenta la controversia ya que Alviggi et al. en 2013 (12) confirman que
las portadoras del polimorfismo p.Trp8Arg requieren dosis iniciales de FSH mas elevadas
durante la estimulacién ya que respaldan la idea de esta variante presenta una forma
menos bioactiva de la LH, mientras que Meireles et al. en 2021 (6) no dan lugar a la duda
y afirman que la correlacidén entre estos polimorfismos y la respuesta ovarica es nula.
No obstante, como ya se ha comentado, Meireles et al. utilizd6 un nimero de

participantes demasiado reducido.

Algo parecido sucede con los polimorfismos que encontramos en el gen LHCGR
(MIM*152790). Hay grupos que apoyan la idea de que existe una posible correlacién
entre los polimorfismos c.+28 G>C y insLQ y la respuesta ovarica. Conforti et al. (8) y
O'Brien et al. (13) sugieren que las portadoras del alelo C/C presentan mayor riesgo de
SHO mientras que las portadoras de la insLQ presentan mayor actividad del receptor,
niveles séricos mas altos de estrégenos en consecuencia, mayor riesgo de SHO. Por el

contrario, Marca et al. (1) se limitan a asociar el SNP c.+28 G>C con un aumento de la

26



probabilidad de desarrollar cancer de mama y mayores niveles de estrégenos pero no
con la reserva ovdrica y su respuesta a protocolos de estimulacién. En este caso
debemos remarcar que el estudio de O'Brien et al. (13) se centraron en 172 mujeres
mientras que Marca et al. (1) aumentaron la muestra hasta 421, por lo que serian

necesarios estudios de mayor tamafio para resolver las discrepancias.

Por otro lado, uno de los marcadores mas utilizados para predecir la respuesta a la
estimulacion, como ya hemos comentado, es la concentracién de AMH. Esto hace que
muchos investigadores hayan centrado su atencién en tratar de averiguar si
polimorfismos en el gen (MIM*600957) que codifica para esta hormona podrian alterar
la respuesta y por consiguiente, ser buenos predictores. Este miembro de la familia TGF-
R producido por CGs que regula la sensibilidad del ovario a FSH contiene el SNP

€.146G>T, p.lle49Ser que ha sido ampliamente estudiado.

Meireles et al. en 2021 (6) niegan que este polimorfismo se correlacione con una baja
respuesta, asi como Cus et al. en 2019 (11) que no encontraron asociacién entre el SNP
y la respuesta ovarica y Cerra et al. en 2016 (19) que aseguran que el estudio genético
de esta variante no ofreceria informacidn util para asignar un protocolo de estimulacién.
En este caso la coincidencia es mas fuerte, y se refuerza con un tamafio muestral que
suma 729 pacientes (n=66, n=60 y n=603, respectivamente). Finalmente, en 2020, Chen
et al. (4) llevaron a cabo un extenso metaanalisis en el que se concluye que Unicamente
el numero de ovocitos MIl recuperados presenta una diferencia significativa, siendo
superior en pacientes c. 146 T/T que en c. 146 G/G. Aun asi, no difiere en gran medida
de lo estipulado por los anteriores investigadores ya que las diferencias en la duracién

de la estimulacidn, la dosis administrada y las tasas de embarazos no son significativas.

En varios de estos estudios, se aprovecha la situacidon para estudiar también el
polimorfismo del gen AMHRII (MIM*600956), c.-482A>G debido a su elevada
correlacion con AMH. Este receptor transmembrana serina/treonina kinasa expresado
en el ovario y en células mesenquimales adyacentes al conducto mulleriano, parece
indispensable ya que una mutacién es capaz de provocar la pérdida de su funcionalidad

lo cual se traduce en la aparicién del sindrome persistente del conducto de Miiller. Este
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es un claro ejemplo de que la relacidn entre el gen y la enfermedad es fuerte ya que
hace referencia a una mutacién, que como hemos comentado, se correlaciona con un

fenotipo muy marcado.

Aun asi, este hecho parece no implicar ninguna correlacién entre algin polimorfismo y
una alteracion en la respuesta ovarica, pues Chen et al. (4), Meireles et al. (6), Cus et al.
(11) y Cerra et al. (19) afirman que no existe asociacidén entre esta variacion genética del
receptor y la respuesta a la estimulacién. No obstante, esto parece contradictorio con
lo sugerido por Lazaros et al. (14) y por Ghaderian et al. (18), quienes afirman que este
SNP permite predecir la respuesta ovarica puesto que mujeres c.-482G/G tienen mayor

riesgo de SHO.

Otra enzima importante en la foliculogénesis es la aromatasa P450 codificada por el gen
CYP19. Esta enzima se compone de dos proteinas, el citocromo NADPH P450 reductasa
y el citocromo P450 aromatasa y se responsabiliza de la conversion de andrégenos
provenientes de células de la teca en estrégenos en células de la granulosa. Esto hace
gue una variacién genética en este gen sea capaz de modificar la respuesta a la
estimulacion ovarica puesto que los niveles finales de estrégenos podrian verse

afectados.

En 2012, Lazaros et al. (3) estudiaron el polimorfismo CYP19(TTTA)n del gen CYP19A1
(MIM*107910) y concluyeron que existe una asociacion positiva con los niveles séricos
de FSH y con el numero y tamano de los foliculos tras estimulacidn. Es decir, numerosas
repeticiones del tetranucleétido (TTTA)n se asocian con niveles séricos mas bajo de FSH
y con mayor nimero de foliculos grandes. Pese a ser un estudio de 300 pacientes y no
disponer de mas literatura relacionada con la EOC, otros estudios apoyan que cortas
repeticiones en tdndem se asocian con una actividad disminuida de la aromatasa que se
correlaciona con altos niveles de FSH y elevadas concentraciones de andrdégenos que
afectan negativamente la produccién de AMH, mientras que largas repeticiones se
encuentran en pacientes con tumores endometriales debido a una actividad excesiva de

la enzima. Por consiguiente, se sugiere que el estudio genético del polimorfismo
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CYP19(TTTA)n predeciria aproximadamente las concentraciones de AMH, parametro

utilizado a dia de hoy para adjudicar un protocolo de ECO.

Los estrégenos, a su vez, actian mediante sus receptores de estrogenos. Los genes que
codifican para estos receptores ERa y ERB, también pueden considerarse unos buenos
candidatos para predecir la respuesta ovdrica debido al importante papel que juega el
estradiol durante la maduracion ovocitaria. Esta hormona participa en la
retroalimentacién positiva y negativa del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario, ademas de
sostener la proliferacion de las células de la granulosa aumentando la expresién de FSHR
y de regular el crecimiento de células endometriales. Por lo tanto, tendria sentido que

un SNP en alguno de estos genes afectara la respuesta a la estimulacidn ovdrica.

De Mattos et al. (15), asi como diferentes estudios previamente realizados, confirman
una asociacion positiva entre la cantidad de medicacién utilizada y el SNP ¢.-397T>C, en
la que pacientes T/T requieren mayor dosis de rFSH. Del mismo modo, Cus et al.
(11) estudié este mismo SNP y pese a no obtener resultados concluyentes al respecto,
sugieren que existe una diferencia en los niveles de E2 en el dia de la hCG, siendo mas
bajos en pacientes C/C. No obstante, estos resultados no parecen ser respaldados por
otros autores posteriormente, y el hecho de ambos estudios presenten un pobre
reclutamiento de participantes (n=136 y n=60, respectivamente), hace que pierdan

veracidad.

Estos autores (15) también se centran en los SNPs ¢.351A>G, ¢.1082G>Ay c.1730A>G y
afirman que G/G para c.351A>G y G/G para c.1082G>A se asocian con niveles basales
de FSH mas altos, que A/A para c.351A>G se correlaciona con mejor respuesta a la
estimulacion y que G/G para c.1730A>G aumenta el riesgo de SHO. Sin embargo,
parecen ser los primeros en encontrar diferencias significativas por lo que se necesitan
mas estudios para establecer un claro resultado debido al pequefio tamafio muestral

del estudio (n=136).

Por ultimo, los SNPs ¢c.398C>G y c.447C>T del gen GDF9 (MIM*601918) y c.-9C>G del
gen BMP15 (MIM*300247) también han sido estudiados por diferentes grupos. El
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estudio del gen GDF-9 se lleva a cabo dado que se ha demostrado previamente la
implicacion de variantes genéticas de este gen en fallos ovaricos precoces, sindrome de
ovarios poliquisticos y gemelos dizigéticos. En cuanto al gen BMP15, variaciones
genéticas en este factor han sido un poco menos estudiadas que las mencionadas
previamente. No obstante, al igual que en el gen GDF9, se asocian con fallo ovérico
precoz. Por consiguiente, puesto que varias mutaciones de estas proteinas afectan a la
reserva ovarica, no seria de extraiar que existiera algiin SNP que también afectara a la

respuesta ovarica.

En este caso, tanto Bilibio et al. en 2020 (16) como Meireles et al. en 2021 (6), publican
estudios presentando resultados prometedores respecto GDF9. Ambos concuerdan en
el hecho de que ¢.398C>G y c.447C>T del gen GDF9 se encuentran correlacionados con
la respuesta ovdrica por lo que afirman que su uso como biomarcadores diagndsticos
seria de utilidad. Mas concretamente, la presencia del SNP ¢.398G/G se asocia con una
baja respuesta y el SNP c.447T/T con una alta respuesta. Asi mismo, Bilibio et al. (15)
también sugiere que el polimorfismo c.546G>A participa en la afectacion de la respuesta
ovarica disminuyendo los niveles de progesterona pero esto no es corroborado por
otros estudios. Cerra et al. en 2014 (17) llevan a cabo el estudio genético del SNP c.-
9C>G, en el que no logran describir una correlacion significativa entre esta variante y la
respuesta a la estimulacién ovarica. Aun asi, una vez mas los tamanos muestrales de
estos estudios son practicamente insignificantes, por lo que se requieren estudios de

mayor tamafio para establecer conclusiones.

Paralelamente a lo discutido hasta el momento, es importante evaluar si existe una
relacion entre los predictores de respuesta ovarica utilizados actualmente como los
niveles séricos de FSH, estradiol, inhibina B, AMH o el RFA y los diversos polimorfismos
gue hemos estudiado hasta el momento. Esto es fundamental ya que vendria a decir si
el uso de estos SNP como predictores remplazaria los biomarcadores actuales o si de lo
contrario, la variantes genéticas no serian suficientes por si solas para predecir la

respuesta.
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En cuanto al gen FSHR (rs6165 y rs6166), segun Huang et al. (9) con un tamafio muestral
aceptable (n=1250) y Cus et al. (11), éste parece estar asociado con los niveles de FSH,
AMH, E2 y con la dosis de rFSH empleada por lo que su estudio previo ofreceria una
valiosa informacién sobre la probable respuesta a la estimulacion ovdrica. No obstante,
estos datos no son compatibles con los publicados por Marca et al. (1), quiénes niegan

esta asociacién pero con un nimero de participantes en el estudio mucho menor.

Sin embargo, el resto de polimorfismos estudiados parecen no correlacionar los
genotipos con los predictores actuales. Alviggi et al. (12) no encontraron relacién con
SNP del gen LHR, y O'Brien et al. (13) tampoco la encontraron con el gen LHCRG. Asi
mismo, en 2016 Lazaros et al. (3) y Cerra et al. (19) negaron una asociacion con los genes

AMH y AMHRIl y Cerra et al. (17) la negaron con BMP15.

Para finalizar esta discusion, podemos reafirmar que los resultados en este dmbito no
son claros y falta investigacion al respecto. Ademas, los articulos publicados hasta el
momento presentan un tamafio muestral claramente insuficiente, si mas no, el estudio

de variante polimdrficas requiere el estudio de miles de personas.

Para conocer el estado actual de las investigaciones en esta area especifica de la
farmacogenética aplicada a la estimulacién ovarica personalizada hemos revisado los
estudios que se encuentran en fase activa de reclutamiento o redaccion de resultados,

en https://www.clinicaltrials.gov. Por el nimero de estudios en marcha podemos ver

gue tras la publicacién de los articulos que hemos revisado en este trabajo, no se ha
generado un interés general en este tema. Esto se puede deber probablemente a que
tras estos trabajos iniciales, los estudios para confirmar estos hallazgos requieren de un
numero de casos muy elevado (cientos o miles de pacientes) debido al bajo impacto que
cada polimorfismo puede llegar a tener. En 2019, el Instituto Universitario Dexeus
finalizé el estudio “Variacion genética en los genes de gonadotropinas y receptores de
gonadotropinas y respuesta suboptima” publicando sus resultados (20) en 2021. No

obstante, una vez mas, el estudio se realizé Unicamente sobre 364 mujeres.
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En 2019 también deberia haber finalizado el estudio prospectivo de cohortes “Impacto
de los polimorfismos del receptor de gonadotropina en la relacion entre la AMH sérica y
la respuesta ovdrica” por IVl Valencia, del cual no se han publicado resultados. Asi mas,
en 2017 el estudio observacional no randomizado “Algoritmo Farmacogenético para
Estimulacion Ovdrica Controlada Individualizada (iCOS) en Ciclos de Tecnologia de
Reproduccion Asistida” se aprobd en la Clinica Origen con un esperado tamano muestral
de 1350 participantes. En 2019 se presentd, por Angelini Farmaceutica, el estudio
observacional “Estudio del polimorfismo N680S del gen FSHR y su relacidn con el tipo de
gonadotropina utilizada en la estimulacion ovdrica controlada” en el que la inscripcién
estimada es de solo 300 participantes. No obstante, ambos siguen en la etapa de

reclutamiento.

Ademads, la esperanza en encontrar respuesta en la farmacogenética como prueba
diagnostica se ve relativizada ya que se sigue invirtiendo en mejorar los marcadores
actuales. Esto se ve reflejado en el estudio “Precision de los marcadores ultrasonicos
frente a los marcadores bioquimicos en la prediccion de la respuesta ovdrica en mujeres
obesas sometidas a tratamiento de FIV/ICSI” presentado en 2018 por la Universidad del
Cairo, y el reciente estudio “Hormona antimiilleriana (AMH) medida con un ensayo
totalmente automatizado frente a AFC en la prediccion de la recurrencia ovdrica”

iniciado en 2019 por la Clinica de Cirugia de Dia Andros.
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CONCLUSIONES

Tras el estudio realizado, podemos concluir que los genes FSHR, LHR, LHCRG, AMH,
AMHRII, CYP19, ESR, GDF9 y BMP15 contienen distintos polimorfismos relacionados con
la respuesta a la estimulacién ovarica. Concretamente, los polimorfismos de los genes
FSHR, LHR y AMH son los mds susceptibles a presentar una clara asociaciéon con la
respuesta ovdrica. No obstante, actualmente, parece que el estudio genético de estos
polimorfismos como prueba diagndstica no resultaria del todo beneficioso para predecir
la respuesta y adecuar el protocolo de estimulacidon. Se necesitan mas estudios con

tamafos muestrales mucho mayores para poder sacar conclusiones significativas.

Ademads, estos polimorfismos no presentan una evidente relacion con los indicadores
hormonales y ecograficos utilizados a dia de hoy. Los cuales siguen siendo la forma mas

sensible y especifica de la que disponemos para predecir la respuesta ovarica.

Aun asi, la unificacidon de diversos estudios nos lleva a pensar que una paciente baja
respondedora se caracteriza por presentar un perfil genético p.680Ser/Ser (rs6166),
p.307Ala/Ala (rs6165) y c.-29A/A (rs1394205) para el gen FSHR, c.398G/G para el gen
GDF9, ¢.-397T/T (rs2234693), c.-351G/G (rs9340799), c.1082G/G (rs4986938) para el
gen ESR, la combinacion 8Arg-15Thr para los SNP p.Trp8Arg (rs1800447) y p.llel5Thr
(rs3439826) del gen LHR y la presencia de 7 repeticidon en tdndem del tetranucleétido
(TTTA)n en el gen CYP19 (rs60271534). Del mismo modo que pacientes con riesgo de
SHO parecen caracterizarse por disponer del genotipo p.680Asn/Asn (rs6166) para el
gen FSHR, ¢.+28C/C (rs4073366) para el gen LHCRG, c.-482G/G (rs2002555) para el gen
AMHRII, ¢.1730G/G (rs1256049) para el gen ESR, c.-9G/G (rs3810682) para el gen
BMP15 y de la insLQ (rs4539842) en el gen LHCRG.

Esto nos lleva a pensar que un posible futuro estudio seria comprobar si el estudio de Ia
suma de estos genes serian capaces de predecir la respuesta de manera 6ptima, asi
como de correlacionarse con los marcadores actuales por tal de ser capaces de

remplazarlos y personalizar los protocolos en base al estudio genético de cada paciente.
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ANEXOS

Anexo 1: Genes relacionados con la respuesta ovarica

gen MIM
1 FSHR *136435
2 LHR *152780
3 LHCGR *152790
4 AMH *600957
5 AMHRII *600956
6 CYP19A1 *107910
7 ESR1 *133430
8 ESR2 *601663
9 GDF9 *601918
10 BMP15 *300247

Tabla: Genes relacionados con la respuesta ovdrica (informacion obtenida de OMIM®,

“Online Mendelian Inheritance in Man”)
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Cabello, J.B. por CASPe. Plantilla para ayudarte a entender una Revision Sistemdtica.
En: CASPe. Guias CASPe de Lectura Critica de la Literatura Médica. Alicante: CASPe;

Resultados:

2005. Cuaderno I. p.13-17

1.1 - El polimorfismo en AMH/AMHRII podria tener una influencia en la respuesta ovarica

1.2 - El consenso expone que si existe una relacidn entre algunas variantes en los genes

de receptores de gonadotropinas y la respuesta ovarica a la estimulacion.

1.3 - El polimorfismo de FSHR altera la respuesta a FSH por lo que el genotipo Ser680 es
un factor de mayor resistencia a la estimulacidn con FSH con niveles séricos de FSH mas

altos.

1.4 - El estudio del perfil genético del gen FSHR se tendria que tener en cuenta en los

tratamientos de infertilidad.

2.Estudio de cohortes

A. éSon los resultados del estudio validos?

1.

2.
3.
4

éEl estudio se centra en un tema claramente definido?
éLa cohorte se reclutd de la manera mas adecuada?

éEl resultado se midié de forma precisa con el fin de minimizar posibles sesgos?

¢Han tenido en cuenta los autores el potencial efecto de los factores de

confusidn en el disefio y/o analisis del estudio?

¢El seguimiento de los sujetos fue lo suficientemente largo y completo?

B. ¢Cudles son los resultados?

6.
7.

éCudles son los resultados de este estudio?
¢Cual es la precisién de los resultados?

C. éSon los resultados aplicables en tu medio?

8.
9. ¢los resultados de este estudio coinciden con otra evidencia disponible?

¢Te parecen creibles los resultados?

10. éSe pueden aplicar los resultados en tu medio?

11. é¢Va a cambiar esto tu decision clinica?
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Cabello, J.B. por CASPe. Plantilla para ayudarte a entender Estudios de Cohortes. En:
CASPe. Guias CASPe de Lectura Critica de la Literatura Médica. Alicante: CASPe; 2005.
Cuaderno Il. p.23-27.

Resultados:

2.1 - La combinacion genética de A/G para el SNP ¢.2039 con G/G para el SNP c.-29G>A
se asocia significativamente con el mayor nimero de ovocitos recolectados

2.2 = Los SNP C398G y C447T del gen GDF9 afectaron negativamente la respuesta
ovarica en mujeres sometidas a hiperestimulacién ovarica controlada.

2.3 = No existen evidencias significativas en los niveles basales de FHS, AMH y RFA entre
los perfiles genéticos con diferentes SNP en el gen BMP15.

2.4 - La genotipificacidén de los polimorfismos AMH ¢.146G>T y AMHR2 -482A>G no
proporciona informacion util adicional como predictor de la reserva ovérica o la
respuesta ovarica y los resultados del tratamiento.

2.5 - El genotipo GG en la posicidn rs1394205 estd asociado con una respuesta ovarica
deficiente a la HOC. Las pacientes con este genotipo pueden requerir dosis mas altas de
rFSH para la induccién de la ovulacidn.

2.6 =2 Los polimorfismos de los genes MTHFR, AMHR2 y LHCGR podrian promover el
riesgo de susceptibilidad al SHO. Sin embargo, el alelo polimdrfico en PGR rs10895068
SNP podria proteger contra una predisposicién al SHO.

2.7 > El polimorfismo del gen del receptor de la hormona foliculoestimulante en la
posicidon 680 estd asociado con diferentes respuestas ovdricas a la hiperestimulacion
ovarica controlada.

2.8 = Los SNP de AMH y AMHRII pueden estar relacionados con las caracteristicas de
las pacientes y la estimulacion ovdrica controlada y el resultado del embarazo y, por lo
tanto, pueden proporcionar un medio para la prediccidon de la respuesta ovdrica en
subgrupos especificos de mujeres que ingresan un programa de FIV/ICSI.

2.9 - Las variantes genéticas de CYP19 se asociaron con la reserva ovdérica y la respuesta
a la estimulacién estdndar con gonadotropinas en mujeres sometidas a fertilizacién in
vitro.

2.10 > El analisis del genético de AMHRIlI 1749C>T y -482A>G podria ayudar a los
especialistas en FIV a adaptar los protocolos COS para lograr un mayor nimero de
foliculos grandes y ovocitos capaces de fertilizar mediante FIV/ICSI.

2.11 - El polimorfismo del gen FSHR en la posicidon 680 esta asociado con diferentes
respuestas ovaricas a la COH. El genotipo del gen FSHR es un factor importante para
determinar el prondstico de los ciclos de COH en mujeres normoovulatorias fértiles.

2.12 - Los polimorfismos del gen ER estan asociados con los resultados de COH. ERS1
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Xbal AA se asocia con mejores resultados de COH y Alul GG se asocia con SHO, mientras
gue Pvull TT, Xbal GG y Rsal GG se asocian con una mayor cantidad de rFSH en ciclos de
FIV.

2.13 - No se detectaron asociaciones de genotipos FSHR con marcadores de reserva
ovdrica en la cohorte estudiada.

2.14 - Las mujeres con asparagina en la posicion FSHR N680S son hipersensibles a la
FSH y, en consecuencia, tienen un mayor riesgo de SHO cuando se someten a un
tratamiento de FIV. Las pruebas genéticas pueden ser beneficiosas para agregar a los
predictores ya conocidos para identificar a estas mujeres.

2.15 - Si bien la edad y los niveles de FSH del dia 3 predijeron el resultado, no existe
una asociacién entre insLQ y la respuesta del paciente a la HOC. Curiosamente, el estado
de portador de la variante C de rs4073366 se asocio con el riesgo de SHO.

3.Estudio de casos y controles

A. ¢éSon los resultados del estudio validos?

1. ¢El estudio de centra en un tema claramente definido?

2. ¢lLos autores han utilizado un método apropiado para responder a la
pregunta?

3. ¢los casos se reclutaron/incluyeron de una forma aceptable?
¢éLos controles se seleccionaron de una manera aceptable?

5. ¢La exposicidon se midid de forma precisa con el fin de minimizar posibles
sesgos?

6. ¢Han tenido en cuenta los autores el potencial de los factores de confusién
en el disefio y/o analisis?

B. ¢Cudles son los resultados?

7. ¢Cudles son los resultados de este estudio?

8. ¢Cudl es la precision de los resultados? ¢ Cual es la precisidn de la estimacién
del riesgo?

9. ¢(Te crees los resultados?

C. éSon los resultados aplicables a tu medio?

10. é{Se pueden aplicar los resultados a tu medio?
11. éLos resultados de este estudio coinciden con otra evidencia disponible?

11
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Meireles et al.
2021

3.1

Mohiyiddeen et
al. 2013

3.2

2> Si

- Mas o menos . -2 No

Cabello, J.B. por CASPe. Plantilla para ayudarte a entender un Estudio de Casos y

Controles. En: CASPe. Guias CASPe de Lectura Critica de la Literatura Médica. Alicante:
CASPe; 2005. Cuaderno Il. p.13-19.

Resultados:

3.1 - GDF-9 parece jugar un papel importante en el desarrollo folicular y el SNP C447T

afecta positivamente la respuesta ovarica

3.2 - Lavariante Asn680Ser no parece predecir la respuesta ovarica.
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