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1. RESUMEN

La estimulacién ovérica controlada es el primer paso en las técnicas de
reproduccién asistida, es un proceso que tiene la finalidad de lograr la
maduracion de varios foliculos a la vez para aumentar el nUumero de ovocitos
obtenidos y, por tanto, aumentar el nimero de embriones obtenidos que
puedan ser transferidos al utero.

La variabilidad en la respuesta interindividual a los farmacos es un problema
generalizado y puede llevar a tratamientos ineficaces. El estudio de la variacion
en la respuesta a los farmacos resultantes de la variabilidad genética ha dado
lugar al campo de farmacogenética, y su principal intencion es aumentar la
eficacia y minimizar los riesgos.

Actualmente los marcadores usados para predecir la respuesta ovarica no
bastan para lograr un tratamiento Optimo, ya que a veces pacientes con
caracteristicas muy similares, responden de forma muy diferente a la COH. Por
eso se piensa que la aplicacion de la farmacogenética puede predecir como la
paciente respondera a la estimulacion y ayudar asi a ajustar y disefiar la antes
de iniciar el tratamiento.

Se estan estudiando polimorfismos genéticos que puedan estar relacionados
con la respuesta ovarica, especialmente se estan estudiando los polimorfismos
en el gen que codifica el receptor de la FSH (FSHR) son los que se han
estudiado mas y ademas parecen tener una mayor capacidad clinica como
marcadores, en comparacion con los demas.

Por ello este trabajo pretende determinar si los polimorfismos genéticos en el
gen FSHR pueden ser usados como marcadores farmacogenéticos que nos

permitan optimizar la estimulacion ovarica controlada.



2. INTRODUCCION

2.1. Farmacogenéticay medicina de precisiéon

Un hecho conocido es que no todos los individuos responden igual a los
tratamientos farmacolégicos, y que ningun medicamento es totalmente eficaz y
seguro para todos los pacientes. La variabilidad en la respuesta interindividual
a los farmacos es un problema generalizado y puede llevar a efectos adversos
graves y tratamientos ineficaces. Los factores que provocan esta variabilidad
pueden ser la edad, el sexo, el indice de masa corporal, los factores
ambientales, las interacciones farmacolégicas y los factores genéticos. El
estudio de la variacion en la respuesta a los farmacos resultantes de la
variabilidad genética ha dado lugar al campo de farmacogenética.

La farmacogenética se puede definir como el estudio de la influencia de las
variaciones genéticas interindividuales sobre la respuesta a determinados
farmacos y su principal intencion es aumentar la eficacia y minimizar los
riesgos.

Sabemos que el 99,9% del genoma humano es idéntico en todos los
individuos y que pequefias diferencias en el ADN pueden predisponer a
padecer una enfermedad o presentar una respuesta alterada a un farmaco.
Mas del 90% de las diferencias genéticas entre individuos son atribuibles a
polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP). Los SNP son variaciones en la
secuencia del ADN, que ocurren en al menos el 1% de la poblacion,
representan la forma de variacion genética mas abundante, las mutaciones en
comparacion son mas raras.(1) Estas sustituciones pueden ocurrir en cualquier
parte del DNA, actualmente hay identificadas més de 19 millones de SNPs(2) y
solo un pequefio niumero de estas se encuentran en la region codificante de
proteinas (exones).

El estudio de la farmacogenética puede predecir como va a responder el
paciente a un farmaco, proporcionando asi un medio adicional y muy especifico
para determinar la dosis de medicamento, que va méas alla del peso y edad,
considerando también, por ejemplo, la capacidad del paciente para metabolizar
el medicamento. Llegar a establecer y comprender las determinantes genéticas

gque pueden influir en la respuesta farmacologica de un medicamento,



optimizara el uso de estos en lo que se conoce como “medicina de precision”,
gue consiste en el uso del perfil genético de un individuo con el fin de disefiar
una tratamiento a medida del paciente, de tal forma que se favorezca la mejor
prescripcion posible, con la mayor eficacia y seguridad.(3) “La promesa de la
medicina de precision es dar el tratamiento correcto, en el momento correcto,
siempre, a la persona correcta”’, esa es la definicion que dan los Institutos
Nacionales de la Salud (NIH). (4)

El estudio de las variaciones del genoma humano en la respuesta a los
medicamentos ha avanzado mucho en los ultimos afios debido a la finalizacion
del Proyecto Genoma Humano y, mas recientemente, del Proyecto HapMap
Internacional, cuyo objetivo era desarrollar un mapa de haplotipos del genoma
humano que describiria los patrones comunes de la secuencia del ADN

humano, y también gracias al gran avance en bioinformatica.

2.2. Reproduccién asistida e hiperestimulacién ovarica controlada
Podemos definir la reproduccion asistida como el conjunto de técnicas que se
utilizan para sustituir el proceso natural de la reproduccion. Estas técnicas de
reproduccién asistida (TRA), por tanto, diremos que son todos aquellos
procesos que permiten la concepcion y el normal desarrollo de la gestacion en
parejas con problemas de fertilidad, por medio de la manipulacion médica. Hoy
en dia se utilizan las TRA para tratar diversas causas de infertilidad (Tabla 1).

()

Factor masculino
* Anomalias anatémicas
= Disfuncion eréctil
* Azoospermia
* Oligozoospermia
* Teratozoospermia
* Astenozoospermia
Factor tubarico
~ Factor uterino
* Anormalidades anatdémicas
= Mala historia obstétrica
* Antes de histerectomia
» Adherencias intrauterinas...
" Disfuncién ovulatoria
» Sindrome de ovario poliquistico
» Hipogonadismo hipogonadotropo
Endometriosis
“Disminucion de la reserva ovarica
Antes de radiacion o quimioterapia

~Enfermedades transmitidas genéticamente

Figura 1. Indicaciones de las técnicas de reproduccién asistida.



Existen distintos tipos de técnicas de reproduccion asistida:

Inseminacion artificial (IA): Es el método mas sencillo, consiste en la
introduccion de espermatozoides en el aparato reproductor femenino
con la finalidad de obtener la gestacion. Dependiendo del origen del
semen, puede ser conyugal (IAC) si el semen es de la pareja, o de un
donante (IAD) por lo que pueden usar este método tanto parejas
heterosexuales como lesbianas. Normalmente, los pasos a seguir en
esta técnica son: primero, la estimulacidbn ovarica, ya que permite
controlar el ciclo y aumenta las posibilidades de fecundacion. Por otro
lado, se prepara el semen, se elimina el plasma seminal, se incuba en
medios especificos y en perfectas condiciones ambientales para mejorar
la movilidad y seleccionar los mejores espermatozoides, y finalmente,
tras decidir el momento 6ptimo, se realiza la introduccion del semen en
el atero. (6,7)

Fecundacién in vitro (FIV): Esta técnica es una de las mas usadas, es
mas compleja que la anterior y consiste en la unién de un 6vulo y un
espermatozoide en el laboratorio para crear un embrién y posteriormente
introducirlo en el atero. Podemos diferenciar dos tipos: FIV convencional
o ICSI, en la cual se selecciona un Unico espermatozoide y después se
introduce directamente en el 6évulo por una microinyeccion. A la hora de
realizar esta técnica, igual que antes, lo primero seria realizar la
estimulacién ovarica controlada, después se realiza una puncion folicular
para extraer los 6vulos del ovario, por otro lado se prepara el semen en
el laboratorio, para después inseminar los Ovulos con los
espermatozoides seleccionados. Luego se cultivan en condiciones
Optimas para la fertilidad y en el momento adecuado se transfieren los

embriones en la cavidad endometrial.

En esta técnica tanto el semen como los 6vulos, pueden ser el de la
pareja y los propios o pueden ser de donantes. Y en el caso de parejas
lesbianas, existe una variante de la técnica, conocida como método

ROPA, en el cual se cogen los 6vulos de una de las mujeres de la pareja



y se transfieren los embriones a la otra mujer, de modo que las dos

participan en la gestacion. (6,8)

Como hemos visto, la estimulacion ovarica controlada (COH) es el paso inicial
en las técnicas de reproduccion asistida con la finalidad de lograr la
maduracién de varios foliculos a la vez para aumentar el nUmero de ovocitos
obtenidos y, por tanto, aumentar el nimero de embriones que puedan ser

transferidos al Utero.

De forma natural en la mujer, las gonadotropinas liberadas por la hipdfisis
ejercen una accion sobre los ovarios, en estos los foliculos empiezan a
desarrollarse, pero finalmente solo en uno de ellos se produce la ovulacion, es
decir, solo uno de ellos libera un évulo. En la estimulacion ovérica lo que se
pretende es que practicamente todos los foliculos que inician la maduracién
lleguen a la ovulacién, y esto se consigue con medicacion que contiene
gonadotropinas (naturales o sintéticas) llamadas hormona foliculo estimulante
(FSH), hormona luteinizante (LH) y gonadotropina corionica humana (HCG).
Existen distintos protocolos de estimulacion ovarica, pero de forma general
podemos decir que la medicacion consta de tres pasos fundamentales: inducir
la maduracion ovarica, bloquear el control natural y estimular la ovulacion.
Actualmente se utilizan dos: el protocolo largo con agonistas de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) y el corto con antagonistas de la GnRH,
gue difieren en duracion y niumero de inyecciones a administrar. En el protocolo
corto la duracion es de unos 15-17 dias, mientras que en el protocolo largo hay

gue afadir 10-15 dias de preparacion previa. (9)

2.3. Marcadores que se utilizan actualmente para predecir la

respuesta ovarica

Existe una gran variabilidad en la respuesta ovarica en las mujeres sometidas a
COH. Hay mujeres que tienen una respuesta baja a la COH, a pesar de
administrarseles altas dosis de gonadotropinas. Segun la Sociedad Espafiola

de Fertilidad (SEF), se considera que una mujer es baja respondedora cuando,



después de haberse sometido a dos ciclos de estimulacion ovarica, obtiene 3 o
menos foliculosen cada una de ellas. En cambio, hay mujeres que tienen una
hiperrespuesta que puede dar lugar a lo que se conoce como sindrome de
hiperestimulacion ovéarica (SHO), que es una afectacion que provoca el
agrandamiento de los ovarios y extravasacion del liquido del ovario a la zona
abdominal. Por ello es importante intentar realizar un tratamiento
individualizado a cada paciente en la COH, para predecir cual sera su
respuesta y asi evitar una hiper o hipo respuesta, usando distintos
marcadores. (10)

Actualmente los marcadores que se usan para predecir la respuesta ovarica
son: (11)

e Edad, esta relacionada una menor respuesta ovarica a mayor edad.

e Indice de masa corporal (IMC), a mayor IMC menor respuesta

o Estilo de vida, como el tabaquismo que se asocia a una peor respuesta.

e Recuento de foliculos antrales (AFC), es un indicador de reserva
ovarica y para observarlos se hace una ecografia transvaginal en el
tercer o quinto dia del ciclo. Cuanto mas baja es la reserva ovarica,
menor sera la respuesta.

e Hormona antimulleriana (AMH), esta se sintetiza en el ovario y es un
marcador bioquimico que indica también la reserva de oOvulos. La
determinacion de AMH se puede hacer en cualquier momento del ciclo,
ya que no varia. A menor AMH, menor respuesta ovarica.

e FSH basal (FSHb). Se evalua el tercer dia del ciclo y es también un
marcador bioquimico que se usa para valorar la reserva ovarica. Cuanto

mas elevados son los valores, peor sera la respuesta ovarica.

2.4. Busqueda de nuevos marcadores para predecir la repuesta

ovarica

Estd visto que con los marcadores usados actualmente para predecir la
respuesta ovarica no basta para lograr un tratamiento Optimo, ya que a veces

pacientes con caracteristicas muy similares, responden de forma muy diferente



a la COH. Por eso se piensa que las diferencias genéticas de cada individuo
pueden estar relacionadas con esta variabilidad en la respuesta y que la
aplicacion de la farmacogenética puede predecir como la paciente respondera
a la estimulacion y ayudar asi a ajustar y disefiar la dosis antes de iniciar el
tratamiento. Se estan estudiando polimorfismos genéticos que puedan estar
relacionados con la respuesta ovarica, especialmente se estan estudiando
polimorfismos en genes que codifican hormonas o receptores de hormonas que
participan en el desarrollo folicular (FSHR, FSHB, LHCGR, LHB, ESR1...). Los
polimorfismos en el gen que codifica el receptor de la FSH (FSHR) son los que
se han estudiado mas y ademas parecen tener una mayor capacidad clinica

como marcadores, en comparacion con los demas.

La hormona foliculo estimulante (FSH) y su receptor (FSHR) tienen un papel
fundamental en el desarrollo folicular. La activacion del receptor de FSH, el cual
esta codificado por el gen FSHR, es necesaria para el funcionamiento
hormonal de la FSH. El receptor de FSH pertenece al grupo de receptores
acoplados a proteinas G y se encuentra principalmente en las células

granulosas del ovario y en las células testiculares de Sertoli.(12)

El gen de FSHR esta localizado en el cromosoma 2p21 y esta constituido por
10 exones y 9 intrones. Se han localizado unos 1000 SNP en el gen FSHR,
pero solo 8 se encuentran en region codificante (exones), 6 son asintomaticos y
otros 2, ubicados en el ex6n 10, estan relacionados con la respuesta ovéarica. El
primer SNP se encuentra en el dominio extracelular, en posicion 919 que
corresponde al codon 307 (T307A), donde se produce un cambio de Alanina (A
o0 Ala) por Treonina (T o Thr) y el segundo se encuentra en el dominio
intracelular, en posicion 2039 que corresponde al codén 680 (N680S), donde
se produce un cambio de Asparagina (S o Asn) por Serina (S o Ser). Ambos
afectan a la funcién del gen cambiando las propiedades del receptor FSH y, en
consecuencia, modificando la respuesta a la FSH. Estos polimorfismos estan
en desequilibrio de ligamiento, lo que da como resultado la combinacion alélica
mas frecuente de T307-N680 y A307-S680.(2)



Recientemente, se ha descubierto otro polimorfismo en la region promotora de
la FSHR, en posicién -29 (-29G>A), este polimorfismo se caracteriza por la

sustitucion de guanina por adenina y parece reducir la expresion de FSHR. (13)

G-29A A919G A2039G
S (S o S S S }—
exons 1 2 34567 829 10
ECD —
-NH,
<—— Thr307Ala
TMD — Cell membrane
. -COOH

Asn680Ser

Figura 3. Modelo esquematico del gen FSHR (A) y la proteina (B). Se muestra

la distribucién de los SNP mas comunes.



3. OBJETIVO

El objetivo principal de este trabajo es determinar si los polimorfismos
genéticos en el gen FSHR pueden ser usados como marcadores

farmacogenéticos que nos permitan optimizar la estimulacion ovarica

controlada.



4. MATERIALES Y METODOS

Disefio

Se realiz6 una revision sistemética de los trabajos existentes relacionados con
los polimorfismos del gen del receptor de FSH y la estimulacion ovarica
controlada, en la base de datos Medline, principal base de datos biomédicos, a
través de su buscador PubMed. También se consultaron paginas web oficiales

como Reproduccion Asistida Org y Babygest.

Estrategia de busqueda

Para poder realizar la busqueda, lo primero fue seleccionar unos descriptores,
utilizando la herramienta de Descriptores de Ciencias de la Salud (DeCS). Tras
la consulta al DeCS se obtuvieron los descriptores en inglés que corresponde a
Medical Subject Headings (MeSH). Después en PubMed, se realiz6 la
busqueda a través de “MeSH Database”. En este caso los descriptores y MeSH
utilizados fueron: “farmacogenética” (“pharmacogenetics), “induccion de la
ovulacion” (ovulation induction), “receptor de FSH” (receptors, FSH) vy
“‘polimorfismo de nucledtido simple” (polymorphism, single nucleotid); se
utilizaron varias ecuaciones de busqueda en las que se usaron los conectores
“‘“AND” y “OR” para combinar los descriptores y aumentar la especificidad de la
basqueda. También se uso el subtitulo “genetics” que genera la base de datos,
y se aplico el filtro humans para afinar la busqueda-.
Ecuaciones usadas:
¢ ((("Polymorphism, Single Nucleotide"[Mesh]) OR "Polymorphism, Single
Nucleotide"[Mesh])) AND (("Receptors, FSH"[Mesh]) OR "Receptors,
FSH"[Title/Abstract]) Filters: Systematic Reviews; Guideline; published in
the last 10 years; Humans; English; Spanish
¢ (((("Pharmacogenetics"[Mesh]) OR "Pharmacogenetics"[Title/Abstract]))
AND (("Ovulation Induction"[Mesh]) OR "Ovulation
Induction"[Title/Abstract])) AND (("Receptors, FSH"[Mesh]) OR
"Receptors, FSH"[Title/Abstract]) Filters: published in the last 10 years;
Humans; English; Spanish
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¢ ("Receptors, FSH/genetics"[Mesh]) AND (("Ovulation Induction"[Mesh])
OR "Ovulation Induction"[Title/Abstract]) Filters: published in the last 10

years; Humans; English; Spanish

Criterios de inclusion vy exclusion

Para la seleccidon de articulos usados en este trabajo se usaron principalmente
como criterios de inclusion: aquellos trabajos que establecian una relacion
entre polimorfismos en el gen del receptor de FSH y la respuesta ovarica,
aguellos que trataban la aplicacion de la farmacogénetica en la estimulacién
ovérica, todos ellos publicados en los ultimos 10 afios. Basicamente, los
criterios de exclusion han sido: trabajos que no traten sobre los SNP en el gen

del FSHR vy articulos no escritos en lengua inglesa o espariola.

Extraccion de datos

Tras la basqueda en PubMed se encontraron 59 estudios, de los cuales
finalmente se excluyeron 44 debido a que no eran relevantes para el objetivo
del trabajo. Por lo que los articulos seleccionados para la revisiéon fueron 14,
ademas de alguna informacion consultada en la web, como publicaciones en la
revista de Reproduccion Asistida ORG y alguna otra publicacion sobre

reproduccién y farmacogenética encontrados a través de Google Scholar.
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5. RESULTADOS

Como ya hemos mencionado antes, tenemos dos polimorfismos en el exén 10
gue corresponde al codén 307 y al codén 680. Estos dos polimorfismos dan

lugar a cuatro posibles combinaciones alélicas:
- T307-N680 (60%)
- A307-S680 (40%)
- A307-N680
- T307-S680

Las combinaciones alélicas A307-N80 y T307-S680 son mucho menos
frecuentes que las otras dos, se encuentran en menos del 5% de la poblacion.
En cambio las otras dos combinaciones son mucho mas frecuentes, T307-
N680 es con diferencia la mas abundante.

Para simplificar, la mayoria de los estudios se centran solamente en el codon
680, en este coddn hay tres variantes alélicas posibles: NN, NS y SS. La

combinacion heterocigota NS es la que tiene una mayor frecuencia (24-50%).

5.1. ¢Polimorfismos en el gen FSHR estan relacionados con la

reserva ovéarica funcional?

La reserva ovarica funcional hace referencia al niUmero y a la calidad de los
ovocitos que quedan en el ovario en el momento de la estimulacién. Se
puede determinar midiendo los niveles de estradiol, de FSH basal, hormona

antimulleriana (AMH) y el nimero de foliculos antrales (AFC).

Un estudio realizado por Pérez-Mayorga et al (14), fue de los primeros que
intentaron evaluar el papel de las variantes alélicas del gen FSHR in vivo,
determinando la capacidad de respuesta del ovario a la estimulaciéon con
FSH. El estudio se llevd a cabo en 161 mujeres en su primer ciclo de
fecundacion in vitro por infertilidad masculina o factor tubarico, en las que se
aplico protocolos de estimulacion estandar y se midieron los niveles de FSH
(tercer dia del ciclo menstrual), en ciclos previos a la estimulacion ovérica, y

los niveles de estradiol se valoraron el dia de la administracién de la
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gonadotropina coriénica humana (hCG). Las mujeres fueron genotipadas y
la distribucion de frecuencia de las variables alélicas fue: 29% NN, 45% NS
y 26% SS. En los resultados se observo que al medir los niveles basales de
FSH, las mujeres con la variante alélica SS tenian concentraciones mas
altas de FSH basal, en comparacion con las otras mujeres con las variantes
NS y NN (Figura 3). Respecto a los otros parametros medidos que fueron:
niveles de estradiol el dia de la administracion de hCG, el niumero de
foliculos preovulatorios y el nimero de ovocitos recuperados fueron
parecidos en los tres grupos de las distintas variantes, lo que sugiere que el
tratamiento fue igualmente exitoso, independientemente de la variante del
FSHR (Figura 4).

Sin embargo, se aprecid que para alcanzar el mismo nivel maximo de
estradiol el dia de la administracion de hCG, las mujeres con genotipo SS
requerian mayores dosis de FSH que las mujeres NS y NN, este hallazgo
indica que las mujeres que presentan la variante SS son mas resistentes a
las accion de FSH exdgena que las mujeres con otros genotipos, y por lo
tanto, requieren una estimulaciéon mas fuerte (mayor cantidad de FSH) para

lograr la misma respuesta a la estimulacion.

30

FSH (IU/L)
-
T
1

a

1
(et L LIT)
" 0 nemenEm

AA AS SS
FSH receptor genotype (position 680)

Figura 4. Niveles basales de FSH medidos el dia 3 del ciclo menstrual
segun el genotipo de FSHR. AA (NN)= 6,4 UI/L; AS(NS) = 7,9 Ul/L y SS=
8,3 UI/L.
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Figura 5. Numero de ampollas de FSH (75 Ul / ampolla) requeridas para lograr
la induccion de la ovulacion y la recuperacion de oocitos en mujeres agrupadas
segun el genotipo FSHR. AA (NN)= 31,8; AS(NS)= 40,7 y SS= 46,8.

Otro trabajo, realizado por Mohiyiddeen et al(15), es un estudio observacional
prospectivo realizado en 421 sometidas a su primer ciclo de estimulacion
ovérica para IVF, evalud la asociacion entre las variantes alélicas del gen
FSHR y los marcadores de reserva ovarica (AMH, AFC, FSH). Las mujeres
fueron genotipadas y la distribucion de frecuencia de las variables alélicas fue:
30% NN, 51% NSy 19% SS.

Este estudio no pudo confirmar las observaciones de otros estudios de que el
genotipo de la variante homocigaética (SS) esta asociada con concentraciones
mas altas de FSH basal. Tampoco encontr6 evidencias de que los
polimorfismos de FSHR estudiados estén relacionados con los marcadores de
reserva ovarica usados actualmente (AMH y AFC), hallazgo que no resultd
sorprendente, dado que la reserva ovarica consiste en foliculos primordiales
gue no son activados por la FSH y la expresion de FSHR no es relevante para

estos foliculos.
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5.2. ¢Condicionan los polimorfismos en el gen FSHR la respuesta

ovérica al tratamiento con gonadotropinas?

Como ya se ha comentado antes y se ha descrito en el objetivo de este
trabajo, es fundamental establecer si existe una asociacion entre las
variantes genéticas del receptor de FSH y la respuesta ovarica, ya que
explicaria las respuestas tan variables entre pacientes similares en las que

se aplican los mismos protocolos de estimulacion.

Un estudio de cohortes realizado en 1250 mujeres chinas sometidas a un
programa de FIV/ICSI(16), tenia como objetivo evaluar la asociacion del
polimorfismo S680N del gen de FSHR con el resultado de la estimulacion
ovarica controlada. Para valorar la respuesta se midieron diversos
paradmetros como: la dosis de gonadotropinas administradas, el nUmero de
dias que se administré6 gonadotropinas, el nivel de estradiol medido el dia
de la administracion hCG, el numero de ovocitos recuperados. Estos

valores se recogieron en una tabla (Figura 6)

Genotype Ser680Asn (S5°*'N) NN NS 55

n 506 572 172

Age (year) 3105 £ 3-66 31-37 £ 3-30 31-50 £ 3-06
BMI (kg/m”) 22.71 £ 1-18 22.57 £ 120 22.59 £+ 117
Basal FSH (IU/1) 727 £ 146 7-48 £ 1-58 7-86 £+ 1-34
AFC (n) 1100 £+ 2-11 11-18 £+ 2:19 1092 £+ 2.37
Dosages of Gn ad ministration (IU) 2088 = 651 2124 + 524 2273 £ 949
Days of Gn administration (d) 1107 £ 217 11-00 £+ 1.96 1091 £+ 2-16
E, level on the day of hCG injection 2453 £ 1734 2209 £ 1661 2057 £ 1400

(pg/ml)

No. of oocytes retrieved 12-65 £ 6-00 11-80 £ 662 10-32 £ 6-38
Fertility rate (%) 74-61 £ 8-22 73-84 £ 677 74-42 £ 8-43
Clinical pregnancy rate (%) 28-8 (146/506) 29.3 (168/572) 30:2 (52/172)

Figura 6. Caracteristicas clinicas de las mujeres infértiles en el programa de

FIV/ICSI agrupadas segun genotipo.

A la hora de analizar los resultados, la respuesta ovérica a la estimulacién

con FSH se diferencié en funcion del nimero de ovocitos recuperados,

15



considerando que una produccién de menos de cinco ovocitos era una
respuesta baja (pobre respondedoras) y una produccion mayor eran buenas
respuestas. Se observlo que el grupo con una baja respuesta habia sido
tratado con dosis més altas de FSH exdgena para lograr una cantidad de
Ovulos en comparacion con el grupo de buena respuesta. Esto nos indica
gue el genotipo SS tiene una sensibilidad menor a la FSH que los otros
genotipos. A pesar de que otro estudio(14) sugirio que la resistencia de
pacientes SS a la FSH se puede superar aumentando las dosis de FSH
exégena administrada, este estudio no esta de acuerdo en esta conclusion,
ya que la concentracion de estradiol el dia de la inyeccion de hCG vy el
namero de ovocitos recuperados son claramente menores en el grupo SS

gue en el grupo NN.

Las pacientes con genotipo SS presentan una frecuencia mayor que
aquellas con genotipo NN y NS de tener una respuesta baja. También se
demostr6 que el alelo recesivo S confiere un riesgo de 1,56 veces de
obtener una respuesta baja, por ello los genotipos SS y NS se asociaron a
un riesgo mayor de respuesta baja que el genotipo NN. El analisis del nivel
de estradiol (E;) en el fluido folicular mostré que la concentracion de
estradiol en la variante SS fue menor que en NN y NS.

Genotypes PR GR

NN 11-9% (60/506) 88-1% (446/506)
NS 20-3% (116/572) 79-7% (456/572)
55 23-8% (41/172) 76-2% (131/172)
MAF (5 allele) 0-45 0-37

Figura 7. Distribucidon segun genotipo de las frecuencias de baja respuesta
(PR) y buena respuesta (GR).
*MAF: Frecuencia alelo recesivo.

Se puede concluir que este estudio si confirma que existe una relacion entre
el polimorfismo S680N del gen FSHR y el resultado a la estimulacion
ovarica y que, ademas, los pacientes gue presentan el alelo S suelen
necesitar dosis mayores de FSH para lograr una respuesta 6ptima a la

estimulacion.
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Ya anteriormente, Behre H.M et al, llegé a esta conclusion, realizé un
ensayo aleatorizado y controlado en 93 pacientes caucasicas que
participaban en un programa de FIV/ICSI donde se estudio la respuesta de
estradiol a la administracion de FSH en mujeres con las variantes alélicas

SS y NN. Se hicieron tres grupos de estudio:

- Grupo I: mujeres SS (150 Ul/dia de FSH)
- Grupo II: mujeres SS (225 Ul/dia de FSH)
- Grupo llI: mujeres NN (150 Ul/dia de FSH)

Se observé la concentracion de estradiol el dia de la administracion de la
hCG, interpretandose asi la respuesta ovarica. Los resultados mostraron
gue las mujeres del grupo | tenian valores de estradiol significativamente
menores que las mujeres de los otros dos grupos. Por lo tanto, la
administracion de FSH en mujeres SS parece ser menos eficaz en términos
de produccion de estradiol, pero aumentando la dosis de FSH administrada

se puede lograr alcanzar los mismos niveles que los otros grupos.

Respecto al otro polimorfismo, -29G/A, descubierto mas recientemente
también en el gen de FSHR parece que también esta relacionado con la
respuesta ovarica a la administracién de gonadotropinas. Un estudio que se
realiz6 en 50 mujeres en un programa de FIV demostré que las mujeres con
el genotipo AA en posicion -29 requerian mayores dosis de FSH, tuvieron
concentraciones menores de estradiol, produjeron menor cantidad de
foliculos y el nimero de ovocitos recuperados fue menor. Otro articulo mas
reciente decia que la baja respuesta ovarica en las pacientes con genotipo
AA estad causada por una expresion reducida de los receptores que se

encuentran en las células de la granulosa. (17,18)

Un estudio prospectivo llevado a cabo en 559 mujeres de distintas etnias
gue participaban en un programa de FIV/ICSI evalué la relacion entre el
polimorfismo -29G>A del gen FSHR con los parametros de reserva ovarica
y con la respuesta ovarica, midiendo el nimero de ovocitos recuperados y

la dosis de gonadotropina usada. Las mujeres fueron genotipadas y la
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distribucion de frecuencia de las variables alélicas fue: AA (9,1%), AG (41%)

y GG (49,9%).

Respecto a los resultados, para los marcadores de reserva ovarica no se

encontraron diferencias significativas entre los distintos genotipos.

Parameter

Median (10¢-90" percentile)
FSHR -29 G=A

Adjusted linear regression
For age, BMI, ethnicity

AA GA GG log difference per allele (95% Cl)
Basal FSH (IU/1) 7.1 6.7 6.6 0.03

(4.8-11) (4.6-9.8) (4.6-9.8) (-0.01-0.08)
AFC 11.5 14 13 -0.04

(8-19.3) (8-24) (8-22) (-0.09-0.02)
AMH (pmol/l) 11.8 16.3 14.4 -0.07

(4.7-37.1) (5.6-40.6) (4.8-44.4) (-0.17-0.02)

Figura 8. Marcadores de reserva ovarica segun los diferentes genotipos.

Tampoco hubo asociaciones significativas entre los genotipos y los

marcadores de respuesta ovarica. Las mujeres portadoras del alelo A tenian

mas probabilidades de tener un embarazo clinico y un nacimiento vivo

después de la estimulacion ovérica. Sin embargo, estas relaciones no

conservaron importancia cuando el andlisis se ajustd para la cantidad de

embriones transferidos.

median (10°"-90° percentile)

Adjusted regression analysis®

Parameter FSHR -29 GoA
AA GA GG Difference per allele (95% CI)
Total dose gonadotropin used (IU) 3000 2550 2700 —
(1500-3825) (1350-3765) (1420-3750) (—124-117)
Qocytes retrieved 9 9 8 0.03
(4-18) (3-18) (3-19) (-0.05-0.11)
Parameter AA GA GG Adjusted regression analysis
odds ratio per allele (95% Cl) P
Clinical pregnancy rate 20/51 91/229 87/279 1.32¢ 0.044
n (%) (39) (40) (31) (1.01-1.74)
1.27% NS
(0.95-1.71)
Live-birth rate 18/51 67/229 68/279 1.37° 0.035
n (%) (35) (29) (24) (1.02-1.84)
1.33° NS
(0.98-1.81)

Figura 9. Marcadores de respuesta ovarica y

nacimiento segun genotipos.
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A pesar de que, en los estudios anteriores sobre este polimorfismo, la dosis
total de gonadotropina administrada fue mayor para el genotipo AA que
para los otros dos, en este estudio no se observé una diferencia significativa
con los otros grupos. Ademas, tampoco hubo diferencias en el numero de
ovocitos recuperados entre los diferentes grupos, mientras que en los otros
estudios, en las mujeres con genotipo AA se recuperd un menor numero de

ovocitos maduros.

Por lo tanto, seria necesario un tamafio de muestra mayor para determinar
si este SNP tiene un efecto sobre la reserva ovarica o la respuesta ovérica.
Sin embargo, en términos practicos, para que el SNP tenga utilidad clinica

como marcador deberia tener un efecto mayor. (19)

5.3. ¢Los polimorfismos en el gen FSHR pueden ayudarnos a

optimizar el tratamiento con gonadotropinas?

Como ya hemos visto, varios trabajos han estudiado la relacion entre los
polimorfismos del gen FSHR vy la respuesta ovarica a la administracion de
gonadotropinas; determinar si existe una asociacion significativa es
importante ya que puede ayudar en la eleccion de un tratamiento individual
para cada paciente. También podria ser interesante evaluar si existe una
relacion entre los polimorfismos del gen FSHR vy los distintos tratamientos

de estimulacion.

Un estudio retrospectivo de cohortes(20), realizado en 191 mujeres
donantes de ovocitos sometidas a estimulacion ovarica controlada con FSH
recombinante (rFSH) y FSH altamente purificada (HP-FSH), tenia como
objetivo mostrar si el polimorfismo N680S tiene valor predictivo para la
respuesta ovarica a la estimulacion segun la naturaleza de las diferentes
FSH administradas. En todas las mujeres se llevo a cabo dos ciclos, se

diferenciaron tres grupos:

e Grupo 1: Un ciclo con rFSH y otro ciclo con HP-FSH
e Grupo 2: Dos ciclos con HP-FSH
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e Grupo 3: Dos ciclos con rFSH

La frecuencia, total y por grupos de los genotipos fue:

NN NS SS

Total 20% 37% 43%
Grupo 1 18% 41% 41%
Grupo 2 17% 34% 49%
Grupo 3 36% 36% 28%

Se observd que para las donantes del grupo 1 no hubo diferencias
significativas entre el ciclo con rFSH y el ciclo conHP-FSH.

Sin embargo, se observé que para el genotipo SS, el nUmero de ovocitos
recuperados y de ovocitos maduros en metafase Il (MIl) fue mayor en el ciclo
con HP-FSH. Y para las donantes con genotipo NS, el numero de ovocitos
recuperados y de ovocitos maduros en metafasell (Mll) fue mayor en el ciclo
con rFSH, mientras que para el genotipo NN no se encontraron diferencias

entre un ciclo y otro.

- La estimulacion ovarica en las donantes SS, es mas eficiente con la HP-
FSH (mayor vida media).
- La estimulacion ovarica en las donantes NS, es mas eficiente con la

rFSH (menor vida media, mayor actividad in vitro).

En conclusion, se demostré que el polimorfismo N680S del gen FSHR afecta a
la eficacia de HP-FSH y de rFSH, por lo que el genotipo de este polimorfismo
es un factor importante para determinar la dosis y el tipo de gonadotropina que
se van a usar en la estimulacién. Aunque se necesitan mas estudios que

confirmen esta asociacion.
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5.4. ¢Los polimorfismos en el gen FSHR pueden determinar la
calidad de los ovocitos obtenidos tras la estimulacién ovarica

controlada?

Como hemos visto muchos trabajos estudian la relacion de los
polimorfismos del gen FSHR con la respuesta ovarica a la FSH en
tratamientos de estimulacion ovarica, casi todos miden el numero de
ovocitos recuperados tras la estimulacion, pero practicamente ninguno ha
evaluado la calidad de estos o si los polimorfismos del gen FSHR guardan

relacion con la calidad de estos ovocitos obtenidos.

Un estudio (21) llevado a cabo en 104 mujeres albanas que estaban en un
programa de ICSI, investigd la relacion entre las variantes genotipicas del
polimorfismo S680N del gen FSHR y la morfologia de los ovocitos,
obtenidos por estimulacion ovérica controlada, antes de los procedimientos
de ICSI. En todas las mujeres participantes, el motivo de infertilidad era por
factor masculino. Las mujeres fueron genotipadas y las frecuencias de las
variantes genotipicas fueron: 21% NN, 47,1% NSy 30,8% SS.

La variante SS indic6 una mayor tasa de ovocitos recuperados en la forma
inmadura, metafase | (MIl) en comparacion con las otras dos variantes. El
genotipo SS también mostré una menor tasa de ovocitos que después de
una incubacion in vitro de 2-6 horas excedieron la etapa de metafase Il (MIl)
en comparacion con los genotipos NS y NN. Ademas, la tendencia de la
diferencia encontrada cuando comparamos tasas de ovocitos MIl, la
variante SS indica una tasa menor que las otras dos variantes genotipicas.
No hubo diferencias entre los genotipos con respecto al numero de foliculos

dominantes el dia de la administracion de hCG ni con la tasa de embarazo.
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Clinical and

endocrinclogic MNM (n=23) NS (n=4%) 58 (n=32)
Parameters

Age (years) 33.65 £ 6278 3406 + 5528 32.38 £5.707

BMI (kg/m®) 22.00 (20.60-24.70)" 22.30(20.20-25.10)" 26.10 (22.88-27.70)"

BFSH (miUfml)

10.01 (7.60-12.16)

10.20 (8.58-11.92)

10.28 (8.32-12.18)

b Estradicl {(pmolfT)

456.88 (36.75-55.09)

42.90 (34.5-61.20)

33.18 (26.25-45.53)

AFC

7043 £ 1.965

7.122 x 1.822

H625 £ 2.379

FSH amount need-
ed for ovulation
induction (IU)

2482 + 4467 .8

2441 £ 532.7

2466 + 481.5

Estradicl on hCG
day of administra-
tion (pg S 1)

1746 £ 811.0

1782 £ 581.0

1467 £ H27.3

Number of cocytes
retrieved

5174 £1.9446

5.633 £+ 1.845

4.906 + 1.653

MNumber of trans-
ferred embryos

2 (1-3)

3 (2-3)"

2 (1-2y"

Pregnancy rate

43.48 (10/23)

26.53 (13/49)

21.875 (7/32)

Figura 10. Caracteristicas clinicas y endocrinas de los pacientes segun su

genotipo.

Genotyp variants (FSHR) @182/2};“ ﬁ‘s:fg;r (ie:r:/;g? p

Total oocyte 147 294 164 0.0001

Number of dominant

follicles (d=17mm) on i

the day 5F RO admgl 4.565 + 1.674 4.551 + 1.542 3.813 £1.693 NS

istration

e 517441946 56331845  4906+1653  *NS

retrieved (n)

Mmetaphase stage | (n)  23.7% 21.9% 25.9% **0.3020

In vitro culture (n) o

(Mi to MIl, after 2-6 h) 8.4% 11.6% 5.2% 0.0031
76.3% 78.1% 74.1%

Metaphase stage Il (n) +_8'_4f____ +_]_]'6_%_____ :5'_29/1____ **+0.0258
84.7% 89.7% 79.3%

Oocytes fertilized (%) 79.8% 81.8% 78.6% NS
43.48 26.53 21.875 i

Pregnancy rate ,% (n) (10/23) (13/49) (7/32) NS

Figura 11. Frecuencia de fertilizacion y el desarrollo de embriones después
de ICSI madur6 Ml'y MII.

Se obtuvieron en total 605 ovocitos de todas las pacientes por aspiracion de
los foliculos. De estos, 414 tenian morfologia normal y 191 tenian alguna

anormalidad. En la figura 12 aparecen los valores observados
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Asn/Asn Asn/Ser Ser/Se

Genotyp variants %,(n) %.(n) %,(n)

(FSHR)
Normal Morphology of 7 cor09)  70.8% (208) 65.2% (107) 0.0480*
oocyte
Ooetos - 32.4% (48)  29.2%(86)  34.8% (57) 0.0417*
with abnormalities
Vacuolated cytoplasm 10.06% 11.20% 9.82% NS
E;;kpf'(;‘sfngm””'“r 8.20% 9.07% 7.70% NS
Debris in PVS 7.24% 7.15% 7.30% NS
Large PVS 7.20% 8.40% 7.82% NS
Fragmented 1st PB 10.12% 12.25% 10.31% NS
Big polar body 0.46% 0.80% 0.65% NS
Irregular ZP 8.35% 8.21% 8.63%

NS
Thin zona 3.10% 3.26% 3.01% NS
Thick zona 5.25% 4.95'% 5.62% NS
Irregular shape 5.76% 4.35% 3.92% NS
Giant oocyte 1.10% 1.50% 1.30% N&
Small oocyte 4.66% 2.85% 2.62% NS
>1 abnormalities 28.50% 17.80% 34.20% 0.0230
Total oocyte 147 294 164

Figura 12. Frecuencia de anormalidades de los ovocitos observadas en las
tres variantes genotipicas. PB: polar body, PVS: perivitilline space, ZP: zona

pelucida y NS: no significativo.

Por lo que este estudio concluyd que los polimorfismos del gen FSHR se
asocian con una morfologia normal y maduracion genética (metafase Il) de
ovocitos segun la variante genética del polimorfismo. Para confirmar estos

hallazgos se deberian realizar estudios mas amplios.
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6. DISCUSION

Muchos estudios han estudiado la relacién entre los polimorfismos del gen
FSHR vy la funcion ovarica y la respuesta ovarica a la estimulacion controlada,
para ver si es posible predecir como la paciente va a responder y si puede
ayudar a la eleccién y disefio de un tratamiento personalizado para cada

paciente y asi obtener respuesta dptima a la estimulacién ovarica controlada.

Ha sido documentado que mujeres, tanto ovulatorias como anovulatorias, con
genotipo homocigoto SS del polimorfismo N680S tienen niveles de FSH basal
mayores que los genotipos NS y NN; y que con respecto a la respuesta
ovarica, se relacionan también con una peor respuesta (respuesta baja). Por lo
tanto, el genotipo SS se relaciona con una leve resistencia a las
gonadotropinas exdgenas y que, por ello, las pacientes con este genotipo
necesitarian dosis mayores de gonadotropinas para lograr una buena

respuesta a la estimulacion.

Respecto a la reserva ovarica funcional, estudios investigaron si los
polimorfismos tenian relacion con esta y para ello observaron los valores de
hormona antimdilleria y de foliculos antrales (indicadores de la reserva ovarica)
en relacién con los distintos genotipos. No se encontraron evidencias de que

los polimorfismos del gen de FSHR alteren los niveles de AMH ni AFC.

Asimismo, existen discrepancias respecto a la relacion entre los polimorfismos
del gen FSHR vy la respuesta ovarica a la estimulacion controlada con
gonadotropinas. Respecto al polimorfismo N680S algunos estudios sugieren
gue las pacientes con genotipo SS se relacionan con una respuesta mas baja,
debido a menor numero de ovocitos recuperados y a niveles menores de
estradiol el dia de la administracion de hCG. Por lo que se piensa que el
genotipo SS es mas resistente (menos sensible) a la accion de la FSH, algunos
estudios dicen que aumentando la dosis administrada de FSH en el grupo SS
se puede superar esta resistencia pero otro estudio no coincide con esto. Para
el polimorfismo -29 G/A, un estudio concluyé que el genotipo AA necesitan

mayores dosis de FSH, ya que el nivel de estradiol y los ovocitos recuperados

24



eran menores, sin embargo otro estudio no encontrd diferencias significativas

entre los distintos genotipos.

Estas discrepancias entre los estudios pueden deberse al pequefio tamafio
muestral, a las diferentes etnias estudiadas, a la heterogeneidad de la

poblaciéon de estudio.

Con respecto a si los polimorfismos del gen FSHR podrian servir para
determinar qué tipo de gonadotropina es la mas adecuada para cada paciente
podemos concluir que, dado el pequefio tamafio muestral del Unico estudio
publicado (20) se necesitaria mas estudios que confirmen la asociacién entre el

genotipo y la gonadotropina mas adecuada.
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7. CONCLUSION

En definitiva, teniendo en cuenta toda la informacion recogida y analizada, la
pregunta es: ¢pueden estos polimorfismos utilizarse en la clinica como

marcadores predictivos de la respuesta ovarica?

Con los conocimientos actlales, no existe suficiente evidencia que apoye que
los polimorfismos del gen FSHR puedan ser usados como marcadores
farmacogenéticos para predecir la respuesta a la estimulacion ovarica

controlada y asi poder optimizar los protocolos a usar.

Son necesarios mas estudios que consideren el uso de otros polimorfismos
junto con marcadores como la edad, los habitos de vida e indicadores
bioquimicos y ecogréficos para asi lograr el disefio de tratamientos
personalizados. Ya que parece que un unico marcador no va a ser suficiente

para predecir un proceso tan complejo como la estimulacién ovarica.
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