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ARNmM: ARN missatger

Bhcg: fraccid beta de la hormona gonadotropina coridonica humana
CC: cel.lules cervicals uterines

CG: cel.lules de la granulosa ovariques

CE: cel.lules endometrials

COX2: ciclooxigenasa 2

D1,D2,D3: deiodinasa 1,2,3

DGP: diagnostic genetic preimplantacional

DI01,DI02,DI03: gen de la deiodinasa 1,2,3

DNA/ADN: acid desoxiribonucleic

E2: 17-B-estradiol

END: endometri

FIV/ICSI: fecundacid in vitro/injeccié intracitoplasmatica

FSH rec/u: hormona fol.liculoestimulant d’origen recombinant/urinari
FSH: hormona fol.liculoestimulant

GDF-9: factor de diferenciacié del creixement-9

Gl: glandula

GnRH/LHRH: hormona alliberadora de gonadotropines

GREM1: gremlina 1

HAS2: acid hialuronic sintasa 2
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HIV/VIH: virus d’'inmunodeficiéncia humana

HUDGDIJT: Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta

IMC: index de massa corporal

IVF: in vitro fertilization, fecundacid in vitro

LF: liquid fol.licular

LH rec/u: hormona luteinitzant d’origen recombinant/urinari

LH: hormona luteinitzant

MlIl: metafase Il

PRL: prolactina

PTGS2: gen de I'’enzim ciclooxigenasa 2 (COX2)

PTU: propitiouracil

RHA: reproducciéo humana assistida

RNA/ARN: acid ribonucleic

RPR: sifilis

RT: temperatura ambient

Rt-PCR: reaccid en cadena de la polimerasa a temps real

SEF: Sociedad Espafola de Fertilidad

SHO: sindrome d’hiperestimulacié ovarica

T3L: triiodotironina lliure

T4L: tiroxina
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TR/THR/RHT: receptor hormonal tiroidal

TSH: hormona estimulant de la glandula tiroide

Ul: unitats internacionals

VHB: virus de I'hepatitis B / VHC: virus de I’hepatitis C

VS: versus
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ESTUDI DE L’EXPRESSIO DELS RECEPTORS HORMONALS TIROIDALS | LES
DEIODINASES, EN CEL.LULES DE L’APARELL REPRODUCTOR DE DONES FERTILS |
ESTERILS SOTMESES A CICLES DE FECUNDACIO IN VITRO

INTRODUCCIO: L’esterilitat constitueix una part important de la practica clinica i de la
consegiient despesa sanitaria. Tot i el progrés que han experimentat les técniques de
reproduccié assistida, aquestes tenen en el moment actual una taxa de gestacio
limitada. Entre d’altres sistemes hormonals, esta demostrat que |'estatus tiroidal juga

un paper determinant en varis aspectes de la reproduccié humana.

OBJECTIUS: Avaluar si els parametres associats a la funcidé intracel.lular de les
hormones tiroidals en relacié a I'expressié dels receptors TRa1, TRa2, TRS, ADRS2 i les
deiodinases D1-D2-D3 en ceél.lules de la granulosa ovariques i cel.lules cervicals
uterines son diferents en dones fertils i esterils, i si la presencia d’aquests s’associen a

diferencies en la resposta al tractament de fecundacid in vitro.

MATERIAL | METODES: Es tracta d’un estudi descriptiu prospectiu de dues cohorts
consistents en 33 dones fertils i 23 estérils de dos centres diferents. S’han realitzat un
total de 56 puncions fol.liculars en el context de tecniques de fecundacié in vitro, que
en el cas de les dones fertils tenia com objectiu la donacié d’ovuls. S’ha analitzat
I’expressié génica dels receptors tiroidals TRal, TRa2, TRp, les deiodinases D1-D2-D3 i
la dels factors associats a fertilitat GREM1, HAS2 i PTGS2 en cél.lules de la granulosa
dels fol.licles aspirats i en cel.lules cervicals de tots els subjectes, aixi com en cel.lules

endometrials de les dones fertils.

RESULTATS: En les cel.lules de la granulosa ovariques periovulatories i cervicals
uterines de dones esteérils sotmeses a fecundacié in vitro s’identifica una
sobreexpressio de TRa2 (relativa a PPIA) en comparacié amb les mateixes cél.lules de
dones fertils (p<0.0001 en cél.lules de la granulosa i p=0.028 en cél.lules cervicals). De
manera congruent, en cel.lules de la granulosa de dones estérils s’observa una
disminucié de I'expressio de D3 (p=0.011) en comparacié amb les cel.lules de la

granulosa de dones fertils. Al mateix temps, també existeix una associacid entre
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I’expressid genica del receptor TRa2 en cél.lules de la granulosa i I'edat de la dona,

independentment del seu grau de fertilitat (p=0.01).

De forma paral.lela al que succeeix en altres cel.lules diana de la funcié tiroidal
(muscul, fetge i teixit adipds), en cél.lules de la granulosa existeix una associacio
inversa significativa entre I'expressid del receptor TRa2 i ADRS2 (p=0.003) i entre TRa2
i D3 (p=0.005) existint associacié positiva entre TRS i D3 (p=0.038). En cel.lules
cervicals s’observa, de manera concordant al que succeeix en cel.lules de la granulosa,
una associacio positiva entre TRal i ADRfS2 (p=0.003), TRa1 i D3 (p<0.001) i entre TR
i D3 (p=0.008). En 'endometri, també existeix associacid positiva entre el rati TRa1/a2

i D3 (p=0.032), i inversa entre TRa2 i ADRf2 (p=0.025), entre d’altres.

En cél.lules de la granulosa ovariques de les dues cohorts de dones (fertil i esteril), els
gens implicats en la fertilitat GREM1 i PTGS2 s’associen a I'expressid dels parametres
de funcid intracel.lular hormonal tiroidal TRa2, ADRf2 i D3, essent les associacions més
representatives per GREM1 amb TRa2 (p=0.008), ADRS2 (p<0.0001) i D3 (p<0.0001) i
per PTGS2 amb TRa2 (p=0.001) i ADRS2 (p=0.004).

La poblacié esteril sense gestacio al final del tractament expressa major quantitat de
TRa2 (p=0.017) i menor de ADR/2 (p=0.008), D3 (p=0.034), GREM1 (p=0.003) i PTGS2
(p=0.002) en cel.lules de la granulosa del fol.licle ovaric periovulatori, que la poblacié
fertil els oocits de les quals han donat lloc a gestacid, al llarg d’un cicle de fecundacio in
vitro. En céel.lules cervicals, aquesta mateixa poblacid esteril expressa major quantitat
de TRa2 (p=0.033) i de D2 (p=0.015) que els seus homolegs fertils amb resultat

favorable.

CONCLUSIONS: Els parametres associats a la funcio intracel.lular hormonal tiroidal en
cel.lules de la granulosa ovariques i cel.lules cervicals uterines en fase periovulatoria,
son diferents en dones fertils i esteérils, i al mateix temps, també s’associen a

diferéncies en la resposta al tractament de fecundacid in vitro.
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ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LOS RECEPTORES HORMONALES TIROIDEOS Y LAS
DESYODASAS, EN CELULAS DEL APARATO REPRODUCTOR DE MUJERES FERTILES Y
ESTERILES SOMETIDAS A CICLOS DE FECUNDACION IN VITRO

INTRODUCCION: La esterilidad constituye una parte importante de la practica clinica y
del consiguiente gasto sanitario. A pesar del progreso que han experimentado las
técnicas de reproduccidn asistida, estas tienen en el momento actual una tasa de
gestacién limitada. Entre otros sistemas hormonales, esta demostrado que el estatus

tiroideo juega un papel determinante en varios aspectos de la reproduccién humana.

OBJECTIVOS: Evaluar si los parametros asociados a la funcion intracelular de las
hormonas tiroideas en relaciéon a la expresion de los receptores TRal, TRa2, TRp,
ADRB2 y las desyodasas D1-D2-D3, en células de la granulosa ovdricas y células
cervicales uterinas son diferentes en mujeres fértiles y estériles, y si la presencia de

éstos se asocian a diferencias en la respuesta al tratamiento de fecundacion in vitro.

SUJETOS Y METODOS: Se trata de un estudio descriptivo prospectivo de dos cohortes
consistentes en 33 mujeres fértiles y 23 estériles de dos centros diferentes. Se han
realizado un total de 56 punciones foliculares en el contexto de técnicas de
fecundacion in vitro, que en el caso de las mujeres fértiles tenia como objectivo la
donacién de 6vulos. Se ha analizado la expresion génica de los receptores tiroideos
TRal, TRa2, TRp, las desyodasas D1-D2-D3 y la de los factores asociados a fertilidad
GREM1, HAS2 i PTGS2 en células de la granulosa de los foliculos aspirados y en células
cervicales de todos los sujetos, asi como en células endometriales de las mujeres

fértiles.

RESULTADOS: En las células de la granulosa ovaricas periovulatorias y cervicales
uterinas de mujeres estériles sometidas a fecundacién in vitro se identifica una
sobreexpresion de TRa2 (relativa a PPIA) en comparacion con las mismas células de
mujeres fértiles (p<0.0001 en células de la granulosa y p=0.028 en células cervicales).
De manera congruente, en células de la granulosa de mujeres estériles se observa una

disminucion de la expresién de D3 (p=0.011) en comparacion con las células de la
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granulosa de mujeres fértiles. Al mismo tiempo, también existe una asociacion entre la
expresion génica del receptor TRa2 en células de la granulosa y la edad de la mujer,

independientemente de su grado de fertilidad (p=0.01).

Paralelamente a lo que sucede en otras células diana de la funcidn tiroidea (musculo,
higado y tejido adiposo), en células de la granulosa existe una asociacién inversa
significativa entre la expresidn del receptor TRa2 y ADRS2 (p=0.003) y entre TRa2 y D3
(p=0.005) existiendo asociacion positiva entre TRS y D3 (p=0.038). En células cervicales
se observa, de manera concordante a lo que sucede en células de la granulosa, una
asociacion positiva entre TRal y ADRS2 (p=0.003), TRal y D3 (p<0.001) y entre TRS y
D3 (p=0.008). En el endometrio, también existe asociacion positiva entre el ratio

TRal/a2 y D3 (p=0.032), e inversa entre TRa2 y ADRf2 (p=0.025), entre otras.

En células de la granulosa ovdricas de las dos cohortes de mujeres (fértil y estéril), los
genes implicados en la fertilidad GREM1 y PTGS2 se asocian a la expresion de los
parametros de funcidn intracelular hormonal tiroidea TRa2, ADRS2 y D3, siendo las
asociaciones mas representativas para GREM1 con TRa2 (p=0.008), ADRf2 (p<0.0001)
y D3 (p<0.0001) y para PTGS2 con TRa2 (p=0.001) y ADRfS2 (p=0.004).

La poblacion estéril sin gestacidon al final del tratamiento expresa mayor cantidad de
TRa2 (p=0.017) y menor de ADRfB2 (p=0.008), D3 (p=0.034), GREM1 (p=0.003) y PTGS2
(p=0.002) en células de la granulosa del foliculo ovarico periovulatorio, que la
poblacion fértil cuyos ovocitos han dado lugar a embarazo, a lo largo de un ciclo de
fecundacion in vitro. En células cervicales, esta misma poblacion estéril expresa mayor
cantidad de TRa2 (p=0.033) y de D2 (p=0.015) que sus homdlogos fértiles con

resultado favorable.

CONCLUSIONES: Los parametros asociados a la funcidn intracelular hormonal tiroidea
en células de la granulosa ovaricas y células cervicales uterinas en fase periovulatoria,
son diferentes en mujeres fértiles y estériles, y al mismo tiempo también se asocian a

diferencias en la respuesta al tratamiento de fecundacion in vitro.
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STUDY OF THE EXPRESSION OF THYROID HORMONE RECEPTORS AND DEIODINASES
IN CELLS OF THE REPRODUCTIVE SYSTEM FROM FERTILE AND STERILE WOMEN
UNDER IN VITRO FERTILIZATION TREATMENT

INTRODUCTION: Infertility is a frequently underestimated problem in the clinical
setting wich has an important impact on health budget. Despite progress experienced
by assisted reproduction techniques, infertiie women have at present, limited
pregnancy rate. Among other hormonal systems, it is known that thyroid status plays a

role in several aspects of human reproduction.

PURPOSE: To specifically evaluate whether the expression of factors associated with
intracellular thyroid hormone function, TRal-TRa2-TRf receptors, D1-D2-D3
deiodinases and ADRS2 in ovarian granulosa cells and uterine cervical cells, are
different in fertile and infertile women, and if their presence is associated with

differences in the response to IVF treatment.

SUBJECTS AND METHODS: This is a prospective study of two cohorts, consisting of 33
fertile and 23 infertile women, from two different medical centers. Fifty-six egg
retrieval, in the context of in vitro fertilization techniques were performed, which in
the case of fertile women had as objective to egg donation. TRa1, TRa2, TRf thyroid
receptors, D1-D2-D3 deiodinases and the fertility associated factors GREM1, HAS2 and
PTGS2 gene expression were analyzed in granulosa cells of follicles aspirated and

cervical cells in all subjects, as well as endometrial cells from fertile women.

RESULTS: In cells from sterile women undergoing IVF, TRa2 overexpression was found
when compared to cells from fertile women (p <0.0001 in granulosa cells and p=0.028
in cervical cells). Consistent with this, a D3 decreased expression (p=0.011) was
observed in granulosa cells of infertiie women. At the same time, an association
between TRa2 receptor gene expression in granulosa cells and the age of women,

regardless of their degree of fertility (p=0.01), was found.
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Parallel to other target cells of thyroid function (muscle, liver and adipose tissue), in
granulosa cells there was also a significant inverse association between TRa2 receptor
and ADRf2 expression (p=0.003) and between TRa2 and D3 (p=0.005). A positive
association was found between TRf and D3 (p=0.038). In cervical cells, consistent with
what happens in granulosa cells, a positive association between TRal and ADRS2
(p=0.003), TRal and D3 (p <0.001) and between TRf and D3 (p=0.008) was observed.
In endometrium, there was also a positive association between TRal/a2 ratio and D3

(p=0.032), and reverse between TRa2 and ADRS2 (p=0.025), among others.

In ovarian granulosa cells from fertile and sterile women, genes involved in fertility
PTGS2 and GREMI1, were associated with that of intracellular thyroid hormone
function factors TRa2, ADRS2 and D3, being the most representative associations for
GREM1 with TRa2 (p=0.008), ADRS2 (p<0.0001) and D3 (p <0.0001) and for PTGS2 with
TRa2 (p=0.001) and ADR/2 (p=0.004).

The unsuccessful IVF sterile population expressed more TRa2 (p=0.017), and less
ADRp2 (p=0.008), D3 (p=0.034), GREM1 (p=0.003) and PTGS2 (p=0.002) in granulosa
cells of the peri-ovulatory ovarian follicle, than the fertile population whose oocytes
resulted in pregnancy after IVF treatment. In cervical cells, sterile women expressed

more TRa2 (p=0.033) and D2 (p=0.015), than fertile counterparts with positive result.

CONCLUSIONS: The factors associated with intracellular thyroid hormone function in
periovulatory ovarian granulosa cells and uterine cervical cells were different in fertile
and infertile women. The expression of these factors was associated with differences

in response treatment after in vitro fertilization.
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L’esterilitat es defineix com la incapacitat per concebre després d’un any de relacions
sexuals continuades sense proteccid contraceptiva. Afecta aproximadament al 15%
de les parelles del nostre medi estimant-se, segons dades de la Sociedad Espafiola de
Fertilidad (SEF), que a Espanya hi ha més de 600.000 parelles implicades, constituint
una part important de la practica clinica diaria i de la conseglient despesa sanitaria,
tant aqui com a nivell mundial. Ja a l'any 1991 s’admetia que en paisos
industrialitzats unes 1200 parelles per cada milié d’habitants i any tenien problemes
de fertilitat (Thonneau, 1991) fet que suposaria més de 44.000 noves parelles cada
any a Espanya (SEF, 2007). Les darreres dades del registre del FIVCAT de 2012
indiquen que el 2009 es van realitzar, a Catalunya, 1728 cicles de RHA per cada milié

d’habitants.

A Europa, I'any 2006 hi va haver gairebé 90.000 naixements mitjancant aquestes
tecniques i a Catalunya I'any 2009, en van ser més de 2.800, concretament el 3.4%
del total de nascuts vius (FIVCAT.NET versid actualitzada maig 2012). A més, s’ha de
tenir present que la seva incidencia global esta mostrant, des de fa 30 anys, un
comportament ascendent per varies causes, la més important de les quals és
I'ajornament de la maternitat. Degut a l'estrés psicofisic, la frustracié i Ia
desesperanga generats pel trastorn, aquesta entitat ha estat considerada, per la

Organitzacié Mundial de la Salut (OMS), una malaltia per caréncia.

Des que P. Steptoe i R. Edwards van aconseguir el 1978, la primera gestacid
mitjangant técniques de fecundacio in vitro/transferéncia embrionaria, s’han obert
les portes a la possibilitat d’intervenir efectivament en el procés reproductiu huma.
Milions de parelles esterils que fins llavors no tenien capacitat de tenir descendéncia,
han recorregut a aguest procediment com un cami real i eficient cap a la paternitat.

Les causes d’esterilitat sén complexes, i en molts casos provenen de la combinacid de
factors que afecten a ambdds membres de la parella (40%). Es pot dir que el 30% son
d’origen masculi, el 30% corresponen a factors tuboperitoneals, 20% degudes a

disfuncié ovulatoria, 10% per factors cervicals i 15% d’origen desconegut. Aixi doncs,

49



INTRODUCCIO

entre els multiples factors que condicionen certa dificultat en la capacitat

reproductora n’hi ha, a hores d’ara, alguns que estan per definir.

La induccio de l'ovulacié és una de les facetes amb més éxit dins de la medicina
reproductiva. Els avengos recents en aquest camp han tingut com a resultat una
varietat de tecniques que restableixen, en gran proporcié de casos, els cicles
ovulatoris en dones amb irregularitat menstrual o amenorrea. L'eleccié de la técnica
d’estimulacié ovarica no obstant, depén de les circumstancies individuals de cada
dona en particular, i la seleccio apropiada de pacients és important si es vol tenir exit
(The ESHRE Capri Workshop Group, 1995; American Society for Reproductive
Medicine, 1998). Per tant, la taxa de gestacié de les técniques de reproduccié
assistida ve determinada en part pels factors metodologics del tractament i en part,

pels factors intrinsecs de la funcid reproductora.

A continuacié es revisaran alguns aspectes del procés de fertilitzacio humana i de la

tecnologia reproductiva actual.

1.1. FUNCIO REPRODUCTORA

Per a que hi hagi una normal regulacié de la funcio reproductora, a més d’un correcte
desenvolupament sexual, la normalitat cromosomica i 'adequada anatomia genital,
és indispensable el bon funcionament de dos sistemes glandulars encefalics
(I'hipotalem i la hipofisi), juntament amb una seqiiéncia d’esdeveniments controlats
pels esteroides sexuals i peéptids produits a nivell fol.licular ovaric. Aquest eix
principal, el gonadotrop, esta intrincat enmig d’un entramat endocrinologic complexe
gue implica diferents eixos hormonals que s’autorregulen directa o indirectament
entre si. Entre ells hi figuren els eixos tirotrop i corticotrop, que juntament amb el
gonadotrop es veuen regulats per sistemes com el dopaminergic, amb participacio de
la prolactina i les endorfines, i la via posterior hipofisaria amb la vasopressina i

I’oxitocina com a hormones principals. Tots aquests sistemes estan modulats per
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infinitat de peéptids i substancies, mitjancant mecanismes altament sofisticats, i la
seva homeostasi ve definida al mateix temps per la genetica, I'epigeneética, la
proteomica i la metabolomica que en determinades circumstancies arriben a ser

modificades per I'entorn (dieta, estil de vida, exposicié a toxines, etc).

1.1.1. Eix Hipotalem-Hipofisari-Ovaric

De forma global es pot dir que el sistema hormonal que regula el funcionament
genital femeni és I'eix hipotalem-hipofisari-ovaric. Com bé diu el seu nom, aquest

sistema inclou tres jerarquies diferents d’hormones:

e Una hormona de secrecio hipotalamica, ’hormona alliberadora de gonadotropines

(GnRH), anomenada també hormona alliberadora d’hormona luteinitzant (LHRH).

® Les hormones de I'adenohipofisi, hormona estimulant del fol.licle (FSH) i hormona
luteinitzant (LH), que se secreten sota I'estimul de I’hormona alliberadora

procedent de I'hipotalem.

® les hormones ovariques, estrogens i progesterona, secretades pels ovaris

estimulats per les dues hormones de la hipofisi anterior.

Aquestes hormones no s’alliberen en quantitats constants durant el cicle sexual
femeni, sino que ho fan en descarregues que varien durant les diferents fases del
cicle. Petites concentracions d’estrogens i quantitats una mica majors de
progesterona inhibeixen la produccio de FSH i LH. Aquests efectes de
retroalimentacio funcionen fonamentalment a nivell de I’'adenohipofisi, perd també a
nivell hipotalamic, disminuint la secrecié de GnRH mitjangant una modificacié en la

fregliencia dels seus polsos.
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1.1.2. U’ovari: funcié hormonal i gametogenesi

Dins del procés reproductiu femeni, unes de les funcions més rellevants pertanyen a
I'ovari que, juntament amb altres sistemes hormonals és el responsable de controlar
el desenvolupament fol.licular. Aquesta accié es duu a terme mitjancant factors que
actuen per mecanismes de secrecid autocrina i paracrina, tenint els nivells de
gonadotropines, una acci6 merament permissiva sobre la fol.liculogenesi. Les

funcions ovariques es podrien resumir en dues:

e Alliberacio periodica de gametes o cel.lules germinals femenines, que fins al

moment de I'ovulacié es troben allotjades dins del fol.licle. Aquest, constitueix la
unitat funcional basica de I'ovari en la dona adulta i té la funcio de proporcionar el

microambient optim per al seu desenvolupament.

® Produccio d’hormones, que sén transcendetals en varis moments:

o Contribucio al desenvolupament dels caracters sexuals secundaris

femenins, mitjangant la secrecié d’esteroides.

o Regulacié del cicle genital femeni, que donades les variacions de la seva

produccié estrogenica, permet modular [I'alliberacid hipofisaria de

gonadotropines, determinant el patro ciclic de secrecié.

o Participacié, mitjancant mecanismes autocrins i paracrins, en la seleccio i

maduracio del fol.licle dominant.

o Preparacid uterina, eminentment endometrial, fonamental per a

I’adequada implantacié embrionaria.

Histologicament, I'ovari esta dividit en 3 compartiments ben diferenciats:

e E| cortex, la porci6 més externa del qual, denominada tunica albuginia, té la

superficie tapissada per una capa de cel.lules cuboidals anomenada mesoteli
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ovaric. Els ovocits o oocits, situats en l'interior dels fol.licles, es troben en la part
interna d’aquesta capa, enmig de I’estroma ovaric. Aquest darrer, esta constituit
per teixit connectiu i cel.lules intersticials, capaces de respondre a la hormona

luteinitzant (LH) i la gonadotropina corionica humana (hCG), produint androgens.

® la medul.la, zona central de I'ovari, que procedeix majoritariament de cel.lules

mesonefriques, constituida per teixit connectiu ricament vascularitzat.

e |'hili 6 punt d’'unidé al mesovari, que conté vasos, nervis i cel.lules hiliars.

Figura 1. Anatomia de I'ovari

.- Epitelli germinal
Regit ="~ Tanica albuginea

==
Fal.licles primardials

000000
Hil.li ovaric /__7——*_\\\ \\
Regié medul.lar \ |
e
T Fol.licle secu ndaLi,

ANATOMIA DE L'OVARI

Anatomia, histologia i distribucio fol.licular de I'ovari de la dona en edat fértil.

Pel que respecta a la gametogenesi, definida com el procés maduratiu de les cél.lules
germinals que les capacita per a la fecundacid, cal tenir present que en I'embrio
femeni, aquestes cel.lules d’origen endodermic i originades en el sac vitel.li, migren
a la cresta germinal per constituir la gonada primitiva cap a les 5 setmanes de
gestacid. Es llavors quan inicien un procés de divisi6 mitotica i posteriorment
meiotica, fins que, cap a la setmana 20 de la gestacid, assoleixen la xifra aproximada
de 7 milions. Durant aquest periode, la gonada inicia la seva diferenciacié sexual en

sentit femeni, pel que ja es denomina ovari. A nivell de la setmana 24 de gestacid, les
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cél.lules germinals han arribat a la fase de diploté de la profase | de la primera divisié
meiotica, en la que queden detingudes. En aquest moment les ovogonies,
anomenades aixi fins llavors, reben el nom d’ovocits i s’envolten d’'una capa de

cel.lules somatiques epitelials planes, donant lloc aixi als fol.licles primordials.

La meiosi, caracteristica de les especies amb reproduccié sexual, és un procés de
divisié cel.lular mitjangant el qual, una cel.lula diploide (2n) experimenta dues
divisions successives, amb la capacitat de generar quatre cél.lules haploides (n).
Aquest procés es duu a terme en dues divisions nuclears i citoplasmatiques,
anomenades primera i segona divisi6 meiotica. Ambdues, comprenen profase,
metafase, anafase i telofase. Aquest procediment, és el responsable del

manteniment del nombre cromosomic caracteristic de cada especie.

Figura 2. Fases de la mitosi i la meiosi
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Resum esquematic de les diferéncies entre la divisio cel.lular mitotica i meiotica.
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Després del naixement, cada ovari conté entre 250.000 i 500.000 fol.licles quiescents

que constitueixen la reserva ovarica. Aquesta, disminueix de forma constant des de la

setmana 24 de gestacio fins a la menopausa, moment en qué cada ovari conté entre
100 i 1.000 fol.licles quiescents. Esta establert que la reserva ovarica comenga a ser
limitada a partir dels 35 anys i disminueix de forma drastica a partir dels 38. Des de
llavors, una part d’aquests fol.licles restants aniran depleccionant-se seguint el seu
desenvolupament i arribant a la maduracié complerta (inclos durant la menopausa),

mentre que altres experimentaran atresia per apoptosi.

Com s’ha dit anteriorment, tots els ovocits primaris inclosos en els respectius fol.licles
primordials, romanen aturats en fase de diploté de la primera divisié meiotica, des de
I’edat fetal fins a la pubertat. En I’'edat prepuberal alguns dels fol.licles comengaran el
seu creixement a expenses de I'augment del tamany dels ovocits i del nombre de
cel.lules fol.liculars. Tots aquests processos inicials es duen a terme sense una

intervencio hormonal determinant.

A partir de la pubertat i en cada cicle menstrual, un cert nombre d’ovocits primaris
completaran la primera divisié meiotica. El desenvolupament fol.licular complert, té
una durada aproximada de 85 dies, dels quals només els darrers 20 dies depen de
I’estimul de les gonadotropines. Les cel.lules de la granulosa que envolten I'ovocit
son avasculars i estan separades de I'estroma per una membrana basal. Aquestes
careixen d’aport vascular fins que conclou I'ovulacié, depenent fins aquell moment,
d’unions comunicants especialitzades que connecten les cel.lules i es comuniquen
amb l'ovocit mitjancant l'intercanvi metabolic i el transport de mol.lecules de
senyalitzacié. Aquesta estructura permet la determinacio de la meiosi en el moment
adequat. Aquest grup de cel.lules més proper a |'ovocit s’anomenen ceél.lules del
cumul (CC) i tenen funcions especifiques que no tenen la resta de cel.lules de la
granulosa (CG). Les CC i CG també difereixen en |'expressié de factors reguladors del

cicle cel.lular (Wu and Wolgemuth, 1995) i d’hormones proteiques (Braw-Tal, 1994).
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Un cop superada la fase de creixement autonom, el fol.licle precisa d’uns nivells de
FSH per a continuar el seu desenvolupament. El control de les gonadotrofines
hipofisaries esta en funcié de la produccié ovarica d’estradiol, pero a I'ovari li calen

una serie d’esdeveniments abans d’arribar a poder produir estrogens:

® Formacio de la teca interna: El primer pas del desenvolupament fol.licular es

produeix en la cortical ovarica, que és avascular. No obstant, un cop el fol.licle
assoleix un tamany determinat, aquest penetra en la medul.lar, molt millor
irrigada, i es forma la teca interna, una capa de teixit fibrds situada per fora de la
granulosa, la qual secreta un factor estimulant de I'angiogénesi que fa possible |a
formacié dels vasos sanguinis en aquest nivell. Aquest fet contribuira al
creixement fol.licular, exposara el fol.licle a les hormones plasmatiques, permetra
a les cel.lules de la teca la sintesi d’esteroides a partir del colesterol i, finalment,
fara possible la diferenciacio de la teca inicial en dues capes: una interna,
intensament vascularitzada i una externa, que té funcié protectora. Les cel.lules
de la teca disposen de grans quantitats de receptors de LH que faran possible la
produccié d’androgens. Una part d’aquests seran traslladats a les cel.lules
granuloses on seran convertits a estrogens per accidé de I'aromatasa i una altra

part potenciara I'accié de la FSH sobre el fol.licle, modulant la seva activitat.

® Formaciéo de les gap junctions: Es tracta d’unions de contacte altament

especialitzades per l'intercanvi d’informacid entre les cel.lules de la granulosa, i

entre aquestes i I'ovocit.

e Aparicio _dels receptors de FSH i estradiol: Les cel.lules de la granulosa

desenvolupen, a mesura que avanca la fase fol.licular del cicle menstrual,
receptors de FSH, els quals a I'activar-se secreten petites quantitats d’estrogens
que facilitaran la formacié de cavitats fol.liculars i la produccié de liquid, que
inicialment prové de les propies cél.lules fol.liculars pero que després ho fa a partir
del transsudat dels capil.lars que envolten la granulosa. En el moment en que es

forma la cavitat fol.licular, el fol.licle primari passa a anomenar-se secundari. La
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major expressio de receptors de la FSH correspon a les cel.lules de la granulosa,
perd també n’hi ha a la superficie ovarica i a la trompa de Fal.lopi. El nombre de
fol.licles que maduren en cada cicle menstrual és depenent de la quantitat de FSH
disponible per les gonades i de la sensibilitat dels fol.licles a les gonadotropines. El
desenvolupament i maduracio dels fol.licles ovarics més enlla de I'’etapa d’antral
requereix que el nivell circulant de FSH sobrepassi un determinat dintell per sota
del qual, I'accid d’aquesta hormona és inefectiva. El dintell de FSH permet que
I’elevacié del nivell de FSH que es produeix al final de la fase lutea de cada cicle
menstrual recluti una cohort de fol.licles antrals per a que un d’ells completi el seu
desenvolupament i maduracié. L'estimul de la FSH augmenta el nombre dels seus

receptors i els d’estradiol en aquestes cel.lules.

Les cél.lules de la granulosa disposen també de certs nivells de receptors de LH,
I"adquisicié dels quals comenga a partir del tamany aproximat de 10 mm. En fase
fol.licular avancada, quan els fol.licles assoleixen un diametre aproximat de 16 mm, la
granulosa ha completat la sintesi d’aquests receptors i sén plenament sensibles a
I'accié6 d’aquesta hormona. Els nivells de receptors en aquestes cel.lules sén
variables, de tal forma que les properes a la membrana basal tenen més altes
concentracions i les properes a I'ovocit en tenen menys. Per a que I'accio de la LH
sigui adequada els seus nivells s’han de mantenir per sota d’un limit i el ritme de les
seves pulsacions cal que estigui per sota d’'una determinada freqliencia. Quan la
concentracido d’androgens que arriba a la granulosa és massa elevada, fet que
succeeix per exemple en la sindrome de I'ovari poliquistic, se supera la capacitat
d’aromatitzacié d’aquestes cél.lules que llavors transformen aquests androgens en
altres més potents com la dehidrotestosterona, donant lloc a un microambient
fol.licular androgénic que disminueix la mitosi de les cel.lules de la granulosa i

provoca canvis degeneratius i atresia fol.licular.

Per tots aquests motius només participaran en un nou cicle ovaric els fol.licles que
sorgeixin del pool coincidint amb uns nivells adequats de FSH i LH, fet que es
determina al final de la fase lutea del cicle previ.
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Tot i que les cel.lules de la granulosa son capaces de produir els tres tipus
d’esteroides ovarics (estrogens, progesterona i androgens) majoritariament secreten
estradiol, hormona que reflecteix el grau de desenvolupament fol.licular. Segons la
teoria de ‘dos cél.lules, dos gonadotropines’, la LH estimularia les cel.lules de la teca
per a produir androgens a partir del colesterol que reben gracies a la seva rica
vascularitzacid. En canvi, a la granulosa no hi arriba aport sanguini i només rep els
androgens (basicament androstendiona i testosterona) sintetitzats per la teca interna
i que difonen a través de la membrana basal, cap a les seves cel.lules, per ser

aromatitzades a estrogens gracies als estimuls de la FSH.

La capacitat aromatitzant d’androgens depenent de la FSH no es desenvolupa
completament fins a la fase de fol.licle antral no obstant, en el fol.licle preantral

petites quantitats de FSH |i permeten crear el seu propi ambient estrogenic.

1.1.2.a. Fol.licle antral i dominancia fol.licular

Sota I'ordre de les hormones esteroidals i la FSH, la produccié de liquid fol.licular que
s’acumula entre les cel.lules de la granulosa augmenta formant I’antre fol.licular, que
constitueix un ambient Unic per a cada fol.licle i permet la nutricié de I'ovocit i de les
cél.lules de la granulosa. El liquid fol.licular esta format per gran quantitat de
substancies entre les quals destaquen els ions, electrolits, mucopolisacarids,
proteines plasmatiques, gonadotropines i esteroides. Mentre que la seva
concentracio de proteines plasmatiques és similar a la del plasma, la de
gonadotropines esta regulada en funcié del tamany fol.licular i de la fase del cicle en

gue es trobi.

La FSH presenta concentracions similars durant tot el cicle mentre que la LH no
canvia fins a la fase preovulatoria, moment en que experimenta un increment brusc.
Els androgens estan més concentrats en els fol.licles antrals que en el plasma, i la

relacié androgens/estrogens és més elevada de forma proporcional, en els fol.licles
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petits i atresics. Els fol.licles preovulatoris contenen més concentracid d’estrogens i
progesterona i menys androgens en proporcié. L'acimul de liquid suposa un
augment del tamany fol.licular que arriba fins als 2 cm de diametre, fet que comporta
una compressié de I'estroma que envolta el fol.licle, constituint la teca externa. En
aquest moment, i sota l'estimul de la FSH, apareixen els receptors de LH que
assoleixen el seu maxim nombre en el periode preovulatori. També ho fan els
receptors de prolactina i prostaglandines en les cél.lules de la granulosa. La interaccié
entre FSH i estradiol, importants fins a arribar a agquest moment, també sembla
responsable de la seleccio del fol.licle destinat a ovular (Fritz i Speroff, 1982). Cap al
dia 5e-7¢ del cicle es produeix un augment dels nivells de 17-B-estradiol en la sang
venosa de l'ovari que posteriorment ovulara. D’aquesta forma, es produeix un
feedback negatiu sobre els nivells de FSH, que conduira a I'atrésia de tots els
fol.licles, exceptuant el dominant. Aixo es deu a que, tot i que el fol.licle dominant
segueix depenent de la FSH pel seu desenvolupament, pot escapar de |'atresia gracies

a tres mecanismes:

e E| fol.licle dominant, degut a la major proliferacié de cél.lules de la granulosa,
presenta major nombre de receptors per la FSH fet que li permet continuar amb

I’aromatitzacio i la sintesi d’estradiol.

e La millor vascularitzacid, juntament a un major desenvolupament de la teca, i

permet I'arribada de major concentracio de FSH que a la resta de fol.licles.

® |’accid de factors ovarics no esteroidals, com la inhibina produida per les cél.lules
de la granulosa, que actua sobre la hipofisi frenant la secrecié de gonadotrofines:
Sembla que aixi es contribuiria a la seleccid, en els primers moments del
desenvolupament fol.licular, quan els nivells estrogenics produits pel fol.licle

dominant sén massa baixos per frenar I'aliberacio de la FSH.
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En aquest moment s’establiria el que Di Zerega i Hodgen, van definir el 1981 com
I’assimetria ovarica o fase unigonadal, que reflecteix la dominancia d’un dels dos
ovaris a través del fol.licle dominant i que continua fins al final de la fase lutea,
moment en que es restableix la simetria ovarica sense que cap d’ells domini, fins que
en el cicle segiient un nou fol.licle n"assumeixi la responsabilitat. Mentre no hi ha
dominancia, ambdds ovaris es comporten com una Unica unitat fol.licular a partir de

la qual se’n realitzara la seleccio.

1.1.2.b. El fol.licle preovulatori

Un cop assolida la maduresa definitiva del fol.licle, aquest s’apropa a la superficie
ovarica, les cel.lules de la granulosa augmenten de tamany adquirint inclusions
lipidigues, i la teca es vacuolitza i vascularitza intensament. Sembla ser el propi
fol.licle el que desencadena I'estimul ovulatori a través de la produccid estrogenica.
La FSH indueix sobre la granulosa, I'aparicid6 de receptors de LH i la produccié
d’esteroides, els quals augmenten bruscament, i quan assoleixen un nivell basal de
200 pg/ml d’estradiol durant un minim de 50 hores, produeixen un efecte de
retroalimentacié positiu que desencadena el pic ovulatori de LH. També en fase
preovulatoria hi ha un augment de progesterona degut a la luteinitzacio de les
cél.lules de la granulosa. Aquest fenomen s’observa 24-48 hores abans de I'ovulacio i
és fonamental per a la mateixa, degut a que potencia lI'efecte de I'estradiol
desencadenant el pic de LH i perque sense la progesterona no apareix el pic de FSH
gue acompanya al de LH en el transcurs de I'ovulacié. Les funcions d’aquest pic de
FSH sén contribuir a I'expulsid de l'ovocit en el moment de 'ovulacid i induir la
formacié d’'un nombre adequat de receptors de LH en les cél.lules de la granulosa per
tal d’assegurar una adequada produccié de progesterona durant la fase lutea. El pic
de LH és el responsable de I'ovulacid, unes 10-12 hores després del pic maxim, i 28-

32 hores després de l'inici de I'ascens de la LH.
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A nivell ovocitari podem dir que el desenvolupament complert dels ovocits doéna lloc
a dos estirps cel.lulars diferents: una és I'ovocit secundari il’altra el primer corpuscle
polar. Unes 12 hores posteriors a I'ovulacid, els ovocits secundaris inicien la segona
divisié meiotica que aquest cop acabara en metafase Il, esperant a ser fecundat per

tal de completar la segona divisié meiotica i formar un segon corpuscle polar.

Figura 3. Fases de la fol.liculogénesi

. A L+ ®-g
~
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1 Fol.licle primari 5 Ovulacid

%

2 Fol.licle en creixement & Ovul

3 Liguid fol.licular 7 Cosluti

4 Fol.licle madur 8 Cos albicans

FOL.LICULOGENESI

Dibuix esquematic de les diferents fases de la fol.liculogénesi i la seva distribucio en el

cortex ovaric.

1.1.2.c. Luteogénesi i luteolisi

Després de I'ovulacid el fol.licle es transforma en cos luti degut a una série de canvis.
Els capil.lars penetren en la lamina basal augmentant de forma significativa la
vascularitzacié, procés mediat per factors angiogenics fol.liculars, fet que permetra
I'arribada de colesterol LDL que serveix al cos luti de substrat per a la sintesi de

progesterona. Al mateix temps, les cél.lules de la granulosa es luteinitzen i juntament
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amb les cél.lules de la teca i I'estroma circumdant formen el cos luti. A partir dels 14
dies, en cas d’absencia de gestacid, comenca la seva regressid transformant-se en cos
albicans. La LH és la responsable del manteniment del cos luti, exceptuant quan es
produeix la gestacid. En la gestacid, la HCG secretada pel trofoblast fetal manté la
capacitat del cos luti de secretar progesterona fins que es realitza el recanvi

luteoplacentari.

1.1.2.d. Atrésia fol.licular

Tots els fol.licles que comencen el seu desenvolupament sense aconseguir fer-se
dominants acaben en atrésia, transformant-se en cossos fibrosos. Les cel.lules tecals
passen a I'estroma ovaric i responen a la LH amb la secrecié d’androgens durant la
fase mitja del cicle. La secrecié d’androgens sembla actuar localment, induint I’atresia
dels fol.licles que no hagin arribat a la dominancia, i a nivell sistemic, augmentant la

libido en la fase més fertil del cicle.

1.1.3. Cicle endometrial

Sota la influéncia de les hormones ovarigues estrogen i progesterona, |'endometri
mostra una serie de canvis ciclics caracteristics, indispensables per a I'adequada
receptivitat endometrial. Morfologicament hi podem distingir dues capes: la capa
funcional, que és la que experimenta predominantment els canvis ciclics i que es
despren en el moment de la menstruacid, i la capa basal que serveix d’element

regeneratiu després de cada cicle.

Segons els canvis histologics que experimenta I'endometri, es pot dividir el cicle

menstrual en tres fases: proliferativa, secretora i menstruacio.
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1.1.3.a. Fase proliferativa

Associada al creixement fol.licular ovaric i conseqientment a l'increment de la
secrecié d’estrogens. L'epiteli superficial es regenera rapidament a partir de les
glandules, fins i tot abans que la descamacié sigui complerta. El gruix augmenta
rapidament de 1 a 3 mm, en relacié a la concentracié plasmatica d’estrogens,
basicament a expenses de les glandules que al principi son estretes, rectilinies i
revestides per un epiteli cubic monoestratificat. Les mitosis sén escasses. A partir del
dia 10-13 del cicle les glandules sén més nombroses, la llum s’eixampla, el seu epiteli
s’eleva, i les cel.lules tenen nuclis allargats d’aparenca pseudoestratificada degut a la
col.locacio dels nuclis a diferent algada. Cap al dese dia, I'estroma s’edematitza per la
incorporacio d’ions, aigua i aminoacids i les seves cel.lules adquireixen limits poc clars
amb nuclis més densos. Atravessant |'estroma, els vasos espirals s’extenen
inmediatament per sobre de la superficie de l'epiteli glandular formant una red
capil.lar laxa. Les seves cél.lules endotelials comencen a expressar, entretant,

receptors estrogenics.

La proliferacié de cada un dels components del teixit endometrial (glandules,
cél.lules de I'estroma i cel.lules endotelials) esta marcada per I'augment de I'activitat
mitotica i l'increment d’ADN nuclear i ARN citoplasmatic. Les concentracions
intranuclears de receptors d’estrogens i progesterona assoleixen un pic a la meitat

del cicle, préviament a 'ovulacio.

1.1.3.b. Fase secretora

Després de I'ovulacié I'endometri mostra certa sensibilitat a I'accié combinada dels
estrogens i la progesterona. El gruix endometrial no es modifica a partir del maxim

preovulatori (5-7 mm), tot i prosseguir la influéncia estrogenica.

Aquesta estabilitzacido sembla ser induida per la progesterona i esta associada a un

decliu en les mitosis i sintesis d’ADN degut a la interferéncia de I'expressié de
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receptors d’estrogens i [I'estimulacid per la progesterona de la 17-beta-
hidroxiesteriode-deshidrogenasa i sulfotransferasa, que converteixen I'estradiol en
sulfat d’estrona que és rapidament excretat per la cel.lula. Cap al dia 21 del cicle
I'estroma esta impregnat en una substancia fonamental rica en polisacarids, i els
vasos s’han diferenciat formant espirals en resposta als esteroides sexuals, les
prostaglandines i els factors autocrins i paracrins produits en resposta a estrogens i
progesterona. El procés de decidualitzacié comenca en la fase lutea sota la influencia
de la progesterona. Les cel.lules deciduals produeixen una série de substancies com
la prolactina, relaxina, renina i factors de creixement ‘insulin-like’. Els estrogens
entretant van sensibilitzant les cél.lules de I'estroma. En els dies 27-28 del cicle
I'estroma disminueix el seu espessor i I'endometri es decidualitza. Les arterioles
espirals obstrueixen mecanicament la circulacido sanguinea i es degeneren creant

I’estasi premenstrual.

Figura 4. Histologia de I'endometri

2
1 Capa funcional 6 Plexe capilar
2 Capa basal 7 Venes
3 Gl endometrial 8 Llac venos
4 Arteria allargada 9 Anastomosi arterio-
5 Arteria espiral venosa

HISTOLOGIA ENDOMETRIAL

Dibuix esquematic de la histologia de I'endometri de la dona en edat fertil.
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1.1.3.c. Fase menstrual

En absencia de fertilitzacié i implantacié es produeix la involucié del cos luti i baixen
els nivells d’estrogens i progesterona. Aix0 determina una reaccido vasomotora i el
col.lapse a nivell de les arterioles espirals i la conseglient menstruacid. El contingut
de prostaglandines PGF-2a i PGE2 en I'endometri secretor assoleix els nivells maxims

durant la menstruacio.

1.2. FECUNDACIO IN VITRO (FIV)

Com ja s’ha exposat a l'inici de la introduccid, I'adequat funcionament de la fisiologia
genital és tan important com els factors metodologics de cares a maximitzar el
rendiment de les técniques de reproduccié assistida. A continuacid definirem en qué

consisteix i de quines fases consta el tractament de fecundacio in vitro (FIV).

La FIV és una tecnica de reproduccidé assistida que esta indicada en parelles amb
fallada de tractament d’inseminacid artificial, endometriosi severa, obstruccid

tubarica bilateral i factor masculi sever, entre d’altres.

El protocol amb antagonista és el que s’ha seguit en aquest treball, i consta de varies

etapes:

e  FEstimulacio hormonal ovarica: Tractament amb preparats que contenen FSH + LH
recombinant/urinaria purificada, d’administracié subcutania diaria que s’inicia
durant el segon-cinque dia del cicle menstrual amb la finalitat d’hiperestimular
els ovaris. En els protocols d’estimulacid, la dosi inicial utilitzada es determina
tenint en compte diferents parametres com l'edat de la pacient, els indexs
hormonals basals, I'index de massa corporal, la valoracid ecografica basal de
fol.licles antrals i la resposta en cicles d’estimulacié previs. Pel que fa a la
frenacio hipofisaria s’utilitzen antagonistes de la GnRH. Aquesta fase es realitza

sota control ecografic a dies alterns, i ocasionalment analitic (determinacio
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d’estradiol) abans de la induccié de I'ovulacid. Acostuma a tenir entre 10 i 12

dies de durada.

Inducciéo de [l'ovulacié: Un cop s’ha assolit I'estimulacid oOptima del
desenvolupament fol.licular s’administren 250 g de coriogonadotropina
subcutania o bé 5000-7500 Ul de HCG intramuscular que gracies a la seva accio
LH, i simulant el pic fisiologic, produeix la represa de la meiosi ovocitaria, el
trencament fol.licular, la formacié del cos luti i la produccié de progesterona i
estradiol pel cos luti. L'ovulacié també es pot desencadenar, en aquest tipus de

protocol, administrant analegs agonistes de la GnRH.

Puncio fol.licular: Es realitza a quirofan sota sedacid. Consisteix en la puncié
transvaginal ecoguiada dels fol.licles ovarics estimulats i I'aspiracié del
corresponent liquid fol.licular que es manté en condicions esterils i a
temperatura corporal per tal d’evitar-ne la seva degradacidé. En el liquid fol.licular
emmagatzemat al laboratori, els embriolegs hi identificaran els ovuls que

posteriorment s’inseminaran.

Inseminacio: En el moment de la puncio fol.licular la parella de la pacient obté
una mostra d’esperma, de la qual se seleccionaran els espermatozous per a
fecundar els ovocits. La inseminacié es pot realitzar mitjangant dues tecniques

diferents.

o Fecundacio in vitro (FIV): Consisteix en posar en contacte els oocits
obtinguts amb una quantitat adequada d’espermatozous per tal que

segueixin el curs natural de la fecundacid.

o Microinjeccié intracitoplasmatica d’espermatozous (ICSI): Mitjangant
un micromanipulador s’introdueix un espermatozou dins de cada ovul.
Els espermatozous es poden obtenir de I'ejaculat o d’una biopsia de
testicle en cas que en I'ejaculacié no hi hagi espermatozous suficients,

o bé que aquesta no sigui possible.
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®  Cultiu embrionari: 24 hores posteriors a la inseminacié s’identifiquen els ovuls
fecundats, que ja reben el nom d’embrions. Aquests embrions romandran en

cultiu durant 48-72 hores per tal d’afavorir la divisié embrionaria.

e Transferéncia embrionaria: 2-5 dies després de la puncio es dipositen 1 6 2
embrions a nivell endometrial per via vaginal, mitjangant un catéter. Es
realitza amb l'ajuda d’una ecografia en un procés indolor per a la pacient.
Posteriorment es recomana un repos absolut d’uns 30 minuts per tal d’evitar
moviments en la bombolla endometrial que s’origina després de la

transferencia.

e (Congelacié embrionaria: Els embrions que no es transfereixen romanen

congelats en el banc del laboratori fins que son novament requerits.

1.3. PARAMETRES DE RESPOSTA. EXPRESSIO DE GREM1, HAS2
| PTGS2

Com s’ha descrit anteriorment, els fol.licles preovulatoris estan constituits, a part de
I'estructura oocitaria, per dues subpoblacions de céel.lules de la granulosa que
inclouen les cel.lules murals i les cel.lules del camul. Les cel.lules de la granulosa
murals, adherides a la membrana basal del fol.licle i adjacents a les céel.lules de la
teca, expressen gens importants per la ruptura del fol.licle. Les cel.lules del cimul,
gue romanen properes a |'oocit durant el desenvolupament fol.licular i I'ovulacid, sén
mediadores de les senyals paracrines de l'oocit i del seu potencial de
desenvolupament, facilitant-li funcions com per exemple el metabolisme dels
caReproductive biomedicine onlinehidrats. Aquestes funcions sén essencials pel
desenvolupament oocitari i pel procés de fertilitzacio (Matzuk et al, 2002). En el
periode periovulatori, les cel.lules del cumul s’expandeixen per formar la corona

radiata en resposta al pic de LH (o a la HCG exogena). Durant I'expansid, les cel.lules
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del cumul secreten acid hialuronic, que adhereix I'oocit amb el cumul facilitant
I’extrusid fol.licular, la captura de I'0Ovul per part de les fimbries tubariques i la

penetracié i fertilitzacio per part de I'espermatozou (Salustri et al, 1996).

L’'edat de la dona avancada afavoriria alteracions en I'expansidé del camul, fet que
disminuiria les qualitats estructurals de I'o0cit traduint-se en una disminucié de les

capacitats reproductives.

Figura 5. Composicio del fol.licle antral

1 Membrana hasal 5 Membrana pel.lucida
2 Artre 6 Granulosa

3 Corona radiata 7 Tece

A Ovocit 8 Estroma ovaric

FOL.LICLE ANTRAL

Estructura, histologia i composicio del fol.licle ovaric durant la fase d’antral.

L'expansio del cumul esta regulada pel factor de diferenciacié de creixement 9
(GDF9), membre de la superfamilia dels factors de creixement (TGF-B) secretat per

I'odcit. Al mateix temps, GDF9 sembla ser que indueix I'expressié de determinats
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gens en les cel.lules del cimul, incloent HAS2 i PTGS2, en preséncia de FSH (Gui et al,
2005) i GREM1. Aquests gens sén coneguts per regular les senyals oocitaries i per
tenir funcions importants en I’expansioé i metabolisme del cimul. Variants genetiques
de GDF9 s’han associat a sindrome de I'ovari poliquistic, fallada ovarica prematura
(Gilchrist, 2008), reserva ovarica disminuida i resultats pobres en FIV (Wang et al,

2010).

Alguns d’aquests gens critics pel desenvolupament oocitari expressats pel cumul,
estan sota control de senyals derivades tant de I'o0cit com maternes i per tant, s’ha
proposat que la seva expressio és representativa tant dels estadis de maduracié de

I’'oocit com de 'ambient matern.

L'aspecte morfologic de I'embrid, basat en el nombre i tamany de les céel.lules, la
multinucleacié i la fragmentacio, és l'eina clinica utilitzada habitualment per
identificar 'embrid amb millor potencial per establir una gestacid. L’habilitat d’un
embrio per donar lloc a un nounat esta relacionada amb la qualitat dels gamets dels
guals prové, particularment de I'oocit (Ebner et al, 2003) no obstant, els parametres

morfologics donen poca informacid sobre la competéncia oocitaria.

Lexpressid dels gens HAS2, PTGS2 i GREMI1 en les cél.lules del cumul durant
I'expansié s’han relacionat recentment, amb les seves caracteristiques morfologiques
i fisiologiques proporcionant un enfocament innovador per predir el potencial de
desenvolupament dels embrions humans (McKenzie et al, 2004), (Cillo et al, 2007),
(Gebhardt et al, 2011), (Adriaenssens et al, 2011). Segons aix0, I'adquisicié de la
competencia de l'oocit seria, en part, dependent de la funcié de les cel.lules del

cumul.

El gen PTGS2 codifica I'enzim ciclooxigenasa2 (COX2), que sintetitza prostaglandines.
L’'expressid de PTGS2 en cumuls bovins i primats participaria en la sincronitzacié de la
maduracio i la qualitat oocitaria (Calder et al, 2001), (Srois et al, 2004), (Duffy et al,
2005). També s’ha associat a morfologia embrionaria (McKenzie et al, 2004). En

rates, el gen PTGS2 i la seva prostaglandina resultant (PGE2) faciliten I'expansié del
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cumul mitjancant la induccié dels gens de la seva matriu, essent importants per la
seva supervivéncia. Segons aquestes dades, Gebhardt (Gebhardt, 2011) ha afirmat
gue el paper del gen PTGS2 seria per tant, el de promoure I'expansio del cimul i la

competéncia oocitaria.

GDF9 també indueix I'acid hialuronic sintasa 2 (HAS2) en les cél.lules del cimul, que
estimula la produccié d’acid hialuronic tenint un paper rellevant en I'expansio del

cumul.

GREM1, un altre gen regulat a través de GDF9 inhibeix selectivament la senyalitzacio
de la proteina morfogénica 0ssea (BMP), fet que facilitaria la luteinitzacié de la
granulosa mural, permetent al mateix temps I'expansié del camul (Pangas, 2004).
L’'expressié de GREM1 en cel.lules de la granulosa prediria 3 parametres: maduresa,
potencial de fertilitzacio i qualitat embrionaria (Mc Kenzie et al, 2004), (Cillo et al,
2007), contribuint a una millor formacio del blastocist i a una major taxa de gestacio,
estadisticament no significativa. Jindal et al han demostrat (Jindal et al, 2012) que
I'expressié de GREM1 esta 3.08 vegades disminuida en dones amb reserva ovarica

compromesa respecte els controls.

Segons aquestes dades, el potencial fertil dels oodcits i per tant, dels embrions

humans, seria un reflexe de I'expressié genica de les cel.lules del camul.

Pel que fa a I'expressid d’aquests gens a nivell vaginal, cervical i endometrial se sap
que el plasma seminal indueix la transcripciéo de PTGS2 de manera dosi-depenent en
les seves cel.lules epitel.lials (O’Leary, 2004), essent el seu producte, PGE2, el
principal responsable dels canvis inflamatoris en aquests teixits. Aquesta seqiiencia
s’ha demostrat en biopsies (postcoitals) cervicals i endometrials humanes, creient que
forma part de la resposta inflamatoria necessaria per activar les adaptacions
inmunologiques requerides per la promocio de la fertilitat (Sharkey, 2007). A més, les
prostaglandines endometrials sén mediadors importants en el procés de Ia
decidualitzacio i en l'augment de la permeabilitat vascular endometrial durant la

implantacié. Les disrupcions en el gen de la COX-2 (PTGS2) en rates, han donat com a
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resultat multiples errors en els processos reproductius, incloent I'ovulacié,

fertilitzacio, implantacio i decidualitzacié (Lim et al, 1997).

En relacio als gens HAS1, HAS2 i HAS3 a nivell de la cérvix uterina, se sap que
promouen la sintesi d’acid hialuronic a través de I’enzim acid hialuronic sintasa. L’acid
hialuronic és el glicosaminoglica més abundant en els teixits i fluids del tracte
reproductor. Aquest pot formar grans estructures que promouen l'augment de la
viscositat, la hidratacio i els canvis de la matriu cel.lular afavorint la maduracio i la
dilatacio cervical durant el treball de part. Els nivells d’acid hialuronic cervicals
augmenten del 19% (del total de glucosaminoglicans) en la gestacio incipient, al 71%
en la gestacié a terme. El gen HAS2 esta en part regulat pels estrogens, i durant el
periode de dilatacid, gran part del contingut d’acid hialuronic cervical en humans

prové de I'expressié augmentada de mRNA de HAS2 (Akgul et al, 2012).

A nivell endometrial, Raheem et al (Raheem et al, 2013) han demostrat un augment
significatiu de I'expressié de HAS2 durant la fase proliferativa en relacié amb la fase
secretora, suggerint que les altes dosis d’estradiol durant la fase fol.licular
estimularien I'expressio de HAS2, mentre que les altes dosis de progesterona durant

la fase luteinica regularien a la baixa la seva expressio.

El gen GREM1 esta sobreexpressat en |'endometri eutopic de dones amb
endometriosi. Aquest tindria una activitat proangiogénica que contribuiria
sinergicament a la promocié de la proliferacio i a la inhibicié de I'apoptosi, facilitant
la invasio peritoneal de I'endometri ectopic via paracrina. Fins el moment actual no
es coneix la publicacid de cap article que revisi aquest gen com a factor involucrat en

la receptivitat endometrial.
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1.4. EIX HIPOTALEM-HIPOFISI-TIROIDAL

L’adequat funcionament hormonal és indispensable tant pel desenvolupament i la
funcié sexuals, com per la gametogenesi. Aixi com les hormones sexuals tant
proteiques com esteroidals estan considerades les principals responsables de
I'activitat genital, hi ha altres sistemes hormonals que també participen en la seva

regulacid.

Un dels sistemes que participen activament en el procés reproductiu és el tiroidal,
amb un intrincat d’actuacions a nivell periferic, cel.lular i tissular altament complexe,

com es veura a continuacio.

1.4.1. Regulacio central de la funcié tiroidal

La tirotropina 6 TSH (thyroid-stimulating hormone) és I’hormona glicoproteica
determinant de la funcio tiroidal. La sintetitzen i secreten les cél.lules tirotropes de la
glandula pituitaria anterior, controlades en part per I'hipotalem via TRH (tirotropin
releasing hormone) i per altres mol.lecules. L’hipotalem exerceix un control
estimulador sobre la funci6 tiroidal a través de la mediacié de la TSH. Aquest control
és dut a terme per la TRH, un tripeptid produit per neurones hipotalamiques i
transportat a través dels seus axons cap a nervis terminals en I'eminéncia mitja de
I'hipotalem on s’allibera cap a la sang portal hipofisaria. En resposta a I'estimulacié
per la TSH, la glandula tiroide secreta dues hormones, la tiroxina i la triiodotironina,
anomenades habitualment T4 i T3, que exerceixen un efecte profund sobre el

metabolisme de I'organisme.

Un component clau en I'eix hipotalem-hipofisari-tiroidal és I'accid inhibidora de les
hormones tiroidals circulants. Aquesta accié s’exerceix primariament sobre les
cél.lules tirotropes pero també en menor grau sobre les neurones hipotalamiques

alliberadores de TRH. Addicionalment, una gran varietat de moduladors secundaris
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tenen control sobre la secrecié de TSH, el resultat del qual és el manteniment de la
secrecié adequada d’aquesta hormona i per tant, d’hormones tiroidals. Aquests
moduladors secundaris sén la somatostatina i la dopamina, que contribueixen a la
inhibicié de la funcié dels tirotrops i les vies alfa-adrenérgiques que sén en general,
estimuladores. Altres moduladors de la funcid tiroidal inclouen les hormones
glucocorticoides, el peptid derivat de I'adipocit leptina, varies citoquines i altres
mediadors inflamatoris. Addicionalment a les seves accions sobre els tirotrops, la
TRH pot tenir un paper important en I'estimulacié de I'alliberacié de prolactina (PRL),
d’hormona del creixement (GH) en determinades circumstancies, i d’hormona

adrenocorticotropa (ACTH) en alguns pacients amb Sd. de Cushing.

1.4.2. Produccid i transport plasmatic de les hormones tiroidals

La glandula tiroide secreta tant T4 com T3. La secrecié de T4 és unes 20 vegades
superior a la de T3. Quantitats substancials de la T4 secretada son metabolitzades a
T3 en la circulacié periferica. No obstant, la ratio plasmatica T4/T3 és propera a 60/1,
reflectint una major taxa de depuracié de T3. Tant la T4 com la T3 estan unides a
proteines plasmatiques circulant poca quantitat d’hormona de forma lliure. Les
concentracions lliures estimades de les dues formes d’hormones tiroidals sén
2x10™M per la T4 i 6x107"M per la T3. La T3 és més activa que la T4, de forma

paral.lela a la seva afinitat pels receptors nuclears.

En humans, només el 0.02% de la T4 i el 0.2% de la T3 circulen en sang de forma
lliure. En condicions fisiologiques, al voltant del 75% de la concentracié de T4
circulant total és transportada per TBG (Thyroxine-Binding Globulin), amb 10-15%
unida a la TTR (Transthyretin) i 10-15% a I'albumina. Una fraccié menor de T4 i T3

circulants van associades a lipoproteines.

La fraccio lliure de T4 i T3 circulant determina 'accié hormonal i I’eliminacié, aixi

com el feedback sobre la secrecid pituitaria de la TSH. El fet que les concentracions
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d’hormona total variin ampliament en resposta a diferents patrons d’hormona
transportadora mentre es mantenen relacions relativament constants d’hormona
lliure, dona suport a aquesta hipotesi. Concentracions de proteina transportadora
poden variar per motius independents a I'estatus tiroidal. Quan la concentracié de
TBG varia, les concentracions totals de T4 i T3 es modificaran per restablir la
concentracio preexistent d’hormona tiroidal lliure, tal i com ve determinat per la
relacié de feedback amb la TSH. La unid a les proteines plasmatiques és no covalent i
rapidament reversible. Cal remarcar que la fraccié més gran de I’lhormona lligada té
funcié de reserva. La dissociacid de I'hormona lligada gairebé instantaniament
restableix la concentracié d’hormona lliure, mentre que aquesta fraccio és captada

pel teixit o depurada irreversiblement.

1.4.3. Transport intracel.lular de les hormones tiroidals

La questié sobre com I’"hormona tiroidal plasmatica entra a la cél.lula i va guanyant
accés cap als receptors nuclears, ha rebut una atencid considerable. A jutjar per
I’estructura lipofilica de I’hormona tiroidal es va creure durant molts anys que
aquesta entrava a la cel.lula per difusié passiva. El 1986 Hennemann va evidenciar el
transport facilitat a través de la membrana plasmatica. Posteriorment es va afirmar
gue existien transportadors hormonals tiroidals i que I'activitat dels mateixos
determinaven en part, la concentracié intracel.lular d’hormona tiroidal. En relacio a
aquest fet s’"ha demostrat, mitjancant técniques de dilucié isotopiques, que hi ha 58
vegades més quantitat de L-T3 i 4 vegades més de D-T3 en el nucli que en el citosol

cel.lular (Oppenheimer, 1985).

En els diferents teixits hi ha grans diferencies en el gradient de concentracié
hormonal tiroidal a través de la membrana nuclear i plasmatica, suggerint que aquest
procés alteraria el repartiment hormonal en els diferents teixits diana. Aquest
sistema sofisticat de regulacid juntament amb el fenomen de la deioditzacid, permet

a les cel.lules i als teixits rebre la quantitat apropiada d’hormona tiroidal en el

74



INTRODUCCIO

moment adequat, de forma independent als nivells hormonals tiroidals sérics

protegint-se de les variacions hormonals periferiques.

Com s’ha avancat anteriorment, s’ha demostrat que la captacio cel.lular de T4 i T3
esta mediada per transportadors especifics. Alguns d’ells sén els membres de la
familia dels transportadors d’anions organics (OATP) (Abe, 1998). Els OATP
comprenen una gran familia de transportadors responsables del transport
transmembrana independent de Na*, de components organics amfipatics, com les
hormones tiroidals, esteroidals i nombroses drogues. S’han identificat uns 40 OATP
diferents. Aquesta familia consta de grans proteines d’uns 652-848 aminoacids, amb
12 dominis de transmembrana. La majoria d’elles s’expressen en multiples teixits de

forma especifica.

Altres transportadors hormonals tiroidals sén el polipéptid cotransportador de
Na*/taurocolat (TCP) (Friesema, 1999) aixi com membres de la familia de

transportadors aminoacids heterodimeérics (HAT) (Friesema, 2001).

Una altra familia de transportadors hormonals tiroidals és la dels transportadors
monocaReproductive biomedicine onlinexilat vinculats a protons (MCTs) que juguen

un paper important en el metabolisme energetic muscular i cerebral.

L'activitat d’aquests transportadors en qualsevol teixit sembla ser un factor clau en la
determinacié de I'efecte de la concentracid sérica de T3 sobre els nivells de T3
intracel.lulars. T4 també és activament transportada a l'interior de les cél.lules, pero
més enlla de I'activitat dels transportadors, la seva contribucio als nivells de T3
intracel.lulars també ve determinada per les variacions de l'activitat de la D2

intracel.lular.

La T4 exerceix a més, una serie d’efectes no mediats per receptors nuclears a nivell

de la membrana cel.lular, citoesquelet o a nivell intracel.lular.
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1.4.4. Mecanismes d’accié de I’hormona tiroidal. Receptors tiroidals

La T3 s’uneix als seus receptors amb una afinitat de 10 a 15 vegades superior que la
T4. Les constants de dissociacio pels receptors nuclears hepatics mesurats in vitro son
2x107°M per la T4 i 2x107'°M per la T3. Aquestes caracteristiques d’unié condicionen
gue poca hormona circulant estigui unida als seus receptors. No obstant, els
receptors nuclears estan saturats en aproximadament el 75% per hormona tiroidal en
cervell i pituitaria, i 50% en ronyé. El fet que els receptors no estiguin completament
ocupats en la majoria de teixits condiciona que canvis en els nivells hormonals

tiroidals alterin I'activitat del seu receptor.

Les hormones tiroidals tiroxina (T4) i triiodotironina (T3) tenen multitud d’efectes
fisiologics, exercint accions en tots els teixits i actuant sobre la majoria de les vies
metaboliques. Les accions fisiologiques de les hormones tiroidals es poden dividir en
dues grans categories: efectes en la diferenciacié i desenvolupament, i efectes en les
vies metaboliques. Obviament, aquestes dues accions estan interrelacionades de tal
forma que per a que hi hagi alteracions en el creixement i desenvolupament calen
canvis concomitants en el metabolisme. De forma similar, canvis en la diferenciacid
cel.lular poden donar lloc a alteracions de patrons d’expressio genica, de tal manera

gue poden influir sobre les vies metaboliques.

En adults, els efectes principals de les hormones tiroidals es manifesten per
modificacions metaboliques, incloent canvis en el consum d’oxigen i en el
metabolisme de les vitamines, lipids, caReproductive biomedicine onlinehidrats i
proteines. Les hormones tiroidals també alteren la taxa de sintesi i degradacio
d’altres hormones i factors de creixement, influenciant altres vies endocrines. Les
caracteristiques cliniques de I’hipotiroidisme i I'hipertiroidisme recorden que les
hormones tiroidals tenen efectes que reflecteixen les seves accions sobre diferents
vies i organs diana. Com s’ha mencionat, una de les accions hormonals tiroidals
reconeguda com a principal és l'alteracié del consum d’oxigen. Clinicament, aquest

aspecte de I'accié hormonal tiroidal constitueix la base per a la determinacié de la
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taxa metabolica basal (TMB), que esta reduida en |'hipotiroidisme i augmentada en
I’hipertiroidisme. La mesura del consum d’oxigen en teixits individuals ha permes
crear un index d’organs que son diana pels efectes metabolics de les hormones
tiroidals. El consum d’oxigen esta augmentat per ’lhormona tiroidal en el cor, muscul
esqueletic, fetge, ronyd i organs gastrointestinals, mentre que melsa, cervell i
gonades son metabolicament menys responedors. Les causes de la resposta
metabolica variable en els diferents organs encara no es coneixen completament.
Cada un d’aquests teixits depéen del metabolisme aerdbic i conté els enzims
necessaris per augmentar el consum d’oxigen. Aquesta variabilitat de resposta es deu

en part a la composicid dels receptors hormonals tiroidals.

Les hormones tiroidals desencadenen els seus efectes genomics classics interactuant
amb receptors especifics de les cel.lules dels teixits diana. Com s’ha vist, la majoria
dels seus efectes estan mediats per I'hormona tiroidal activa T3 a través de
mecanismes d’acci6 mediats per receptors en el compartiment nuclear o

mitocondrial implicant la modulacié o transcripcié dels gens nuclears o mitocondrials.

Varis autors han demostrat la localitzacié nuclear dels TR (Evans, Kirkland i Mukku,
1983). Aquests modulen la transcripcié unint-se a llocs del DNA coneguts com
‘elements de resposta tiroidal’ (TREs) (Goglia, 1999). També s’ha demostrat la
localitzacio dels TR en la mitocondria (Morel, 1996) exercint aquests un paper major
en la regulacié de la biogenesi mitocondrial i interferint en la proliferacio,
diferenciacié, maduracié i regulacié de I'expressié genica mitocondrial, incrementant
I'estat d’equilibri dels nivells de RNAm mitocondrials, la respiracié, |'activitat

enzimatica i la sintesi proteica (Mutvei, 1989).

El temps de resposta genomica a I'estimulacido hormonal tiroidal varia d’hores a dies
(Aranda i Pascual, 2001). Alguns efectes hormonals tiroidals succeeixen en pocs
minuts (s"anomenen resposta no gendomica), i s’associen a vies de senyalitzacido amb

missatgers secundaris, com la protein quinasa mitogen-activada (MAPK) (Losel i
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Wehling, 2003). La tiroxina promou aquests efectes unint-se a la superficie cel.lular i
activant els complexes MAPK, en particular el ERK en el cas del receptor hormonal
tiroidal B1. L’efecte de la T4 sobre la fosforilaciéo de MAPK i la subseqiient activacio de
TRP1 es fa efectiu als 10 minuts i assoleix el seu pic maxim d’activitat als 30-40

minuts (Davis, 2000).

El nombre de receptors tiroidals (TR) per nucli és relativament baix. No obstant,
teixits com I'adenohipofisi i el fetge, molt responedors a I’hormona tiroidal, contenen
aproximadament 10.000 receptors per nucli. En general, hi ha una correlacié entre el
nombre de receptors i la resposta tissular a la T3, fet que s’ha corroborat pels indexs

de consum d’oxigen.

1.4.4.a. Estructura, expressio i isoformes dels receptors hormonals

Els DNAc dels receptors tiroidals van ser clonats el 1986 per dos grups de forma
independent i sense buscar-ho explicitament cap dels dos: Sap (Sap, 1986) i
Weinberger (Weinberger, 1986). La troballa es va dur a terme per la gran homologia
amb la seqliencia de l'oncogen viral v-erbA. A més dels receptors tiroidals, la
superfamilia de receptors relacionada amb v-erbA inclou els receptors d’estrogens,
progesterona, glucocorticoides, mineralcorticoides, androgens, vitamina D, acid
retinoic, aixi com multiplicitat de receptors nuclears orfes que pot ser que s’uneixin o
no a lligands especifics. Els membres d’aquesta familia es caracteritzen per un domini
central d’unié al DNA i un domini C-terminal d’unié a I'"hormona. Les regions N-
terminals sdn més variables entre les diferents classes de receptors, aixi com entre

subgrups (TRa i TRP).

Els Receptors Hormonals Tiroidals o Thyroid Hormone Receptors (RHT, THRs o TRs)
sén receptors nuclears de I’hormona tiroidal T3 i factors de transcripcié (TF) genica.
N’existeixen 2 classes amb un total de 6 isoformes: els TRP (c-erb-Af; TRS1, TRS2,
TRf3) codificats al cromosoma 3, regi6 p21; i els TRa (c-erb-Aa; TRal, TRa2, TRa3), al
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cromosoma 17, regid g21. Cada un d’aquests receptors té una distribucid especifica
depenent del teixit, i el seu nivell d’expressid es regula durant el desenvolupament
(Hodin, 1990); per tant es distribueixen de forma diferent en els teixits adults

(Forrest, 1990).

El TRa té funcions especifiques en el cor, cervell, miscul esquelétic i contribuint en
funcions reguladores de la temperatura en el greix marré. Els TRB juguen un paper
essencial en I'oida interna, desenvolupament cerebel.lds i retinia, regulacié hormonal
tirotropica, i intervenint en les accions metaboliques de la T3 en el fetge (Weiss,
1998). TRP1 té una expressié majoritaria a cervell, ronyé i fetge, mentre que TRB2 ho
fa principalment a adenohipofisi, arees especifiques de I’hipotalem, aixi com cervell,

oida internai retina.

Tant els TRa com TRP s’uneixen a T3 amb gran afinitat i reconeixen els mateixos llocs
d’unid als elements de resposta tiroidal (TRE), pero alguns estudis han suggerit que
els receptors tiroidals a i B tindrien diferent predileccié per determinats gens diana
(Denver, 1999). Tots ells excepte el TRa2, presenten un elevat grau d’homologia pel
domini d’unié al lligant (T3); aixi mateix, tots menys el TRa2 depenen del canvi
conformacional derivat de la unié a lligant per dur a terme la seva funcié com a factor
de transcripcid. La isoforma TRa2, gracies a |'splicing alternatiu del pre-mRNA de c-
erb-Aa, perd una part de la informacid del 9¢ exd i, amb ella, la capacitat d’unir-se a
T3, tot i que la seva capacitat d’unid a les seqliencies TRE no es veu afectada.
D’aquesta manera, TRa2 es converteix en un antagonista en funcié per la resta de
TRs en ser capac¢ d’unir-se a les mateixes seqiiéncies que els altres perd bloquejant
I'efecte promotor (Zhang and Lazar, 2000). Aquesta isoforma s’ha proposat ser un
inhibidor endogen de la funcié del receptor tiroidal, degut a que s’ha observat la
disminucio dels efectes metabolics en els teixits on hi ha una alta expressié del
mateix, com en cervell i testicle. Sembla ser que en els efectes inhibidors de a2 hi ha

implicat més d’'un mecanisme.
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Una altra variant, el TRa3 és similar a TRa2 exceptuant que li manquen els primers 39
aminoacids que es troben en I'Unica regié de TRa2. Tampoc s’uneix a I’hormona,

actuant com a antagonista débil in vitro, amb un paper desconegut in vivo.

Degut a que el gen erbAa ddéna lloc de forma majoritaria, tant al receptor TRal
(activador) com al TRa2 (el seu inhibidor especific), la regulacio del processament de
'ARNm al i a2 constitueix un mecanisme important per modular la resposta a les
hormones tiroidals. Aixi doncs, I'equilibri entre TRal/TRa2 és responsable de les
variacions en la ‘sensibilitat’ d’hormona tiroidal entre els diferents teixits. El rati
TRal/TRa2 és teixit especific i depén de I'estatus de diferenciacié cel.lular (Reyne,

1996; Hastings, 1997).

En contrast amb el gen TRa, les variants de I’splicing del gen TRp, involucren el
segment N-terminal del receptor. Una de les variants, la TRP2, s’expressa
predominantment en hipotalem, hipofisi i coclea. La funcid del fragment N-terminal
del receptor tiroidal no és gaire ben conegut, tot i que es creu que podria estar
implicat en la modulacié de la translacid, interaccions amb altres proteines cel.lulars,

expressio del promotor especific i control del turnover del receptor.

Segons Hodin i Satoh (Hodin et al, 1989) i (Satoh et al, 1996), les isoformes TRP1 i
TRB2 funcionen de forma similar en la majoria d’assaigs d’expressié génica. No
obstant, s’"han observat diferéncies en les activitats transcripcionals de TRB1 i TRB2
en certs gens diana. La importancia de la isoforma TRB2 reflectiria la seva expressid
per un promotor diferent, de tal manera que permetria patrons d’expressio i
regulacid unics. Com es descriu més endavant, I'expressié de TRB2 esta regulada a la
baixa per I'hormona tiroidal, mentre que I'expressi6 de TRB1 no s’afecta o bé
augmenta per I’"hormona tiroidal. D’aquesta manera, |'expressié del promotor TR2
proporcionaria un nivell de regulacié d’hormona tiroidal addicional en teixits com

hipotalem i hipofisi, implicats en el control de la TSH.
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1.4.4.b. Regulacio de I'expressio del receptor hormonal tiroidal

La distribucio del receptor tiroidal en els teixits de I'adult ha estat avaluat en moltes
especies. En general, les isoformes a i B del receptor es distribueixen ampliament i
exhibeixen patrons d’expressid solapats. Teixits amb poca expressio de receptors al i
Bl com la melsa i el testicle, indiquen una minima resposta metabolica a I’hormona
tiroidal. La isoforma a2 en canvi, s’expressa ampliament en varis teixits,

particularment cervell i ronyé.

L’expressid dels receptors tiroidals en els mamifers esta autoregulada per ’lhormona
tiroidal, efecte que podria tenir conseqliencies importants en la resposta biologica de
la T3. L’hormona tiroidal influeix en I'expressié de varis receptors tiroidals, de forma
diferencial i teixit especifica. En la majoria de teixits la T3 provoca la disminucio
aproximada del 70% de 'ARNm de TRal i TRa2, mentre que no interfereix en
I'expressio de TRB1. La regulacié del receptor en la glandula pituitaria és diferent de
la dels altres teixits. En aquesta glandula, I'hormona tiroidal multiplica per 3’4
vegades els nivells de TRB1, disminueix un 43% els nivells de TRB2 i disminueix TRal i

TRa2 un 22%.

1.4.5. Expressio d’ADR2

El receptor adrenérgic 2 (ADRB2), també conegut com adrenoreceptor 32, és una
proteina integral de membrana que actua com a receptor beta adrenéergic. El mateix
terme també defineix al gen que codifica al receptor, localitzant-se en el cromosoma
5, en una regié molt propera al lloc de codificacid del receptor adrenérgic al. Degut a
la propietat de la T3 d’induir la sobreregulacié tant dels Bl com dels [B2-
adrenoreceptors (Viticchi et al, 1992) i a que els agonistes betaadrenérgics regulen
els mRNA dels receptors tiroidals, indicant una regulacié bidireccional (Shahrara,
2000), aquests receptors (ADRB2) han estat considerats en el nostre estudi, com a

marcadors adrenergics de la funci6 tiroidal.
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1.4.6. Accions extranuclears de les hormones tiroidals

Tot i que esta establert que la majoria d’accions hormonals tiroidals estan mediades
per I'alta afinitat dels receptors nuclears, s’esta considerant I'accié hormonal tiroidal
sobre possibles llocs extranuclears. S’han descrit accions no genomiques de les
hormones tiroidals en la membrana plasmatica, el citoesquelet i la mitocondria, pero
tot i aixi, i a diferencia d’altres receptors hormonals esteroidals, hi ha pocs receptors

tiroidals en el citoplasma.

1.4.7. Les concentracions hormonals tiroidals regulen els patrons i nivells

d’expressio geénica

Com s’ha vist, I’hormona tiroidal s’uneix al receptor nuclear, que al mateix temps
actua sobre elements de resposta hormonal tiroidal en gens diana especifics. Els
receptors tiroidals treballen conjuntament amb un gran nombre de proteines
addicionals que potencien la seva unié al DNA i modulen la seva activitat
transcripcional. Després de I'activacio per I'hormona tiroidal, el receptor provoca
alteracions en I'expressio genica, bé estimulant 6 reprimint 'activitat transcripcional
del gen diana. Aquests canvis en la transcripcid genica es reflecteixen per alteracions

en els nivells de I’ARNm i subseqlientment, per canvis en la biosintesi de proteina.

Per norma general, els objectius de I'accié hormonal tiroidal han estat analitzats
mesurant 'estat d’equilibri de I’ARNm o dels nivells de proteina. Aquestes mesures
integren un nombre de passos biosintetics incloent la transcripcié geénica,
processament i estabilitzacié de ’ARNm i I'eficiencia translacional. L’hormona tiroidal
sembla ser que actua en cada un d’aquests passos. Per alguns gens, I'hormona
tiroidal afecta tant la transcripcid com I'estabilitat de '’ARNm, causant relativament
majors increments en I'estat d’equilibri de I’ARNm influint tant en la sintesi com en la
degradacio. Per altres gens, els efectes de I’lhormona tiroidal poden ser primariament
transcripcionals 6 post-transcripcionals. Tot i que els efectes nets d’aquests

esdeveniments son similars i augmenten la quantitat de proteina sintetitzada, els
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mecanismes i la cinética son diferents. Els esdeveniments transcripcionals produeixen
canvis rapids en els nivells d’ARNm, mentre que els canvis en I'estabilitat de ’ARNm
afecten al temps requerit per arribar a un nou estat d’equilibri, aixi com a la
persistencia de [I’ARNm sintetitzat. En el model més senzill d’estimulacio
transcripcional, el receptor s’uneix directament a seqliencies de DNA especifiques en
el promotor i indueix la transcripcid mitjancant interaccions amb altres factors de
transcripcié en el promotor. Deleccions 6 mutacions en llocs d’unio al receptor dins
d’aquests gens eliminen 6 redueixen substancialment la resposta hormonal tiroidal. A
diferencia de la regulacié transcripcional positiva, els mecanismes de la repressio
transcripcional per part de les hormones tiroidals és menys ben conegut. La regulacié
negativa induida per ’lhormona tiroidal hauria de ser contrastada amb el procés de la
repressio basal que succeeix amb els elements de resposta hormonal positius que
estan inhibits en abséncia d’unié hormonal. La veritable regulacié negativa és
hormonodepenent. Per exemple, en I'hipotiroidisme, I'expressié genica de TSHa i
TSHB esta molt augmentada. L'addici6 d’hormona tiroidal causa repressio

transcripcional de forma proporcional a I'ocupacié del receptor per I’hormona.

Tot i aquests exemples de gens que estan regulats directament per receptors
tiroidals, la majoria de gens que responen a I’hormona tiroidal poden ser regulats
indirectament. Aquest concepte esta recolzat pel fet que en alguns casos les
cinetiques dels canvis en I'expressid genica sén relativament lents, requerint algunes
hores. Els mecanismes indirectes de I'accio hormonal tiroidal proporcionen un mitja
de gran abast per alterar els patrons d’expressid geénica. Si ’lhormona tiroidal en
primer lloc causa la induccié d’un factor de transcripcié o quinasa, aguesta proteina
pot al seu torn, alterar I'expressié de la cascada de gens addicional. De forma
analoga, I'hormona tiroidal pot canviar patrons d’expressid génica participant en el
procés de diferenciacid cel.lular. Més enlla, és possible que alguns efectes de
I’'hormona tiroidal siguin directes, per exemple la transcripcié, mentre que altres

efectes estiguin mediats per una via indirecta, per exemple I'estabilitat de TARNm.
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L’hormona tiroidal també exerceix efectes indirectes a nivell fisiologic. Per exemple,
en la rata estimula ’ARNm del factor de creixement insulin-like-1 (IGF-1). Alguns dels
efectes de I'hormona tiroidal sobre els enzims hepatics impliquen interaccions
complexes amb altres hormones. L’activacié de les vies de la protein quinasa poden
inhibir I'estimulacié hormonal tiroidal d’alguns enzims lipogénics. L’estat nutricional
també té un efecte profund sobre la induccid dels enzims hepatics per la T3. Per
exemple, una dieta molt rica en caReproductive biomedicine onlinehidrats amplifica
els efectes de la T3 sobre la produccié de glucosa-6-fosfat-deshidrogenasa,
augmentant els seus nivells fins a 40 vegades. Per la majoria de gens que responen a
les hormones tiroidals, el nivell d’activitat transcripcional integra algunes vies de
senyalitzacid addicionals a I’lhormona tiroidal. De fet, I’hormona tiroidal sovint juga el
paper de modulador que amplifica els efectes d’altres hormones. Aquesta regulacié
hormonal tan complexa reflecteix el gran nombre de vies de senyalitzacid i factors de
transcripcid que regulen un gen determinat. Un gran nombre de gens ben
caracteritzats han demostrat unir-se a una gran proporcio de proteines reguladores
en les seves regions promotores, addicionals als factors de transcripcio basals que es

requereixen per a que I’ARN polimerasa inicii la transcripcio.

1.4.8. Metabolisme de les hormones tiroidals

La secrecié de T4 i T3 des de la glandula tiroidal proporciona un punt d’ajust general
per I'activitat d’aquest eix hormonal. No obstant, com en el cas d’altres hormones i
en particular les del cortex adrenal i gonadal, els mecanismes que governen la
captacio cel.lular i el metabolisme hormonal tiroidal tenen una important influéncia
en les concentracions plasmatiques. Aquests processos pre-receptor també soén
determinants critics pel nivell intracel.lular de T3 disponible per unir-se als receptors
hormonals tiroidals nuclears. El desti metabolic de les hormones tiroidals en teixits
periférics serveix per tant, com un important mecanisme de control de I'accié

hormonal tiroidal.
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El principal producte de secrecid de la glandula tiroidal, T4, passa per una série
complexa de modificacions metaboliques intracel.lulars en els teixits periferics.
Algunes d’aquestes reaccions, com la 5’-deioditzacié de la T4 per donar llocala T3 o
la descaReproductive biomedicine onlinexilacié i desaminacié de T3 per formar un
analeg de I'acid acetic anomenat Triac, dona lloc a compostos amb major biopoténcia
intrinseca, degut a la seva afinitat augmentada pels receptors hormonals tiroidals.
Altres reaccions donen lloc a la formacié de components aparentment inactius, tal
com la T3 reversa (rT3), formada per la 5-deioditzacid de la T4 o les formes sulfatada
o glucuronitzada de la T4 i T3 formades per la conjugacio del grup hidroxil de I'anell
fenolic. La deioditzacié progressiva de T4, T3 i rT3 comporta la formacié de varies
tironines monoioditzades i diioditzades i finalment, de tironina (T0). Es creu que
aquests compostos tenen poca o cap activitat biologica. Una excepcié n’és la 3,5-
diiodotironina (3,5-T2) i 3-3’-T2, que s’ha demostrat que tenen efectes sobre la funcié

mitocondrial.

A més de les reaccions de deioditzacid de reduccié intracel.lular per part de les
deiodinases, les hormones tiroidals també son metabolitzades via modificacié de la
seva cadena lateral d’aminoacids, conjugacio del grup fenolic OH- o oxidacié del pont

difenil-éter (Meinhold et al, 1991).

1.4.9. Deioditzacio de la iodotironina

En referéncia a la fisiologia tiroidal a nivell tissular, ja fa més de 50 anys que Gross i
Pitt-Rivers van demostrar que la T3 es considerava més potent que la T4 i que a més,
estava present en quantitats més baixes en la glandula tiroide (Pitt-Rivers et al,
1953). Dos decades de recerca posteriors han confirmat la importancia fisiologica de
la 5’ i 5 deioditzacid, responsable de la transformacié de tiroxina en la seva forma
més activa 3,3’5-triiodo-L-tironina (T3). Gracies a aquest fet s’han definit els
parametres bioquimics d’aquestes reaccions enzimatiques, s’han determinat els

factors de regulacié que influencien les activitats de les deiodinases i s’"han identificat
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les claus determinants de I'estructura de les proteines que catalitzen aquestes

reaccions.

Mentre que les concentracions circulants de les hormones tiroidals lliures
controlades per I'eix hipotalam-hipofisi-tiroidal son els majors determinants de Ila
captacio cel.lular de T4 i T3, I'activitat biologica de I’hormona tiroidal esta regulada a

nivell tissular per les deiodinases de la iodotironina.

Les deiodinases son proteines de membrana que contenen selenocisteina, un
element critic per a I'activitat enzimatica amb el seu locus actiu situat a nivell cel.lular
citoplasmatic, i que juguen un paper important en la regulacido de la bioactivitat

hormonal tiroidal a nivell tissular.

Les seves accions locals contribueixen a incrementar o reduir les concentracions
plasmatiques i tissulars de T3 de forma que en condicions normals, fins a un 80% de
la produccido en un individu adult deriva de processos de teixits extratiroidals.
Curiosament, I'efector més potent per I'expressié de les deiodinases és la propia T3,

actuant a través dels receptors TRB1 (Amma et al, 2001).

Fins el moment actual s’han identificat 3 isoformes de deiodinases anomenades D1,
D2 i D3. Totes elles difereixen en les seves propietats catalitiques, en els seus patrons
d’expressio tissular i en els seus mecanismes de regulacid, jugant cada una d’elles un
rol fisiologic diferent (St. Germain, 1997). Les deiodinases estan localitzades en el
reticle endoplasmatic cel.lular, amb I'excepcié de la D1 que es colocalitza en Ia
membrana plasmatica (Leonard, 1978). Les reaccions de deioditzacié 5 i 5,
catalitzades per aquests enzims poden ser ampliament considerades com processos
para, auto i intracrins activadors i desactivadors respectivament. La disponibilitat
hormonal tiroidal local esta modulada per reaccions de conjugacié de I’anell fenolic

del grup 4’-OH de les iodotironines, que també inactiva les hormones tiroidals.
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Aquest sistema enzimatic, juntament amb els corresponents transportadors de
membrana, poden ser considerats com els ‘guardes de les portes’ de I'accié del

receptor nuclear.

Figura 6. Activitat i lloc d’accid de les deiodinases
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Dibuix que mostra graficament I’activitat de les deiodinases a nivell intracel.lular.

1.4.9.a. Caracteristiques bioquimiques de les deiodinases i patrons d’expressio

tissular

La glandula tiroidal sintetitza i secreta L-tiroxina (T4, 3,3’,5,5'-triiodotironina),
prohormona posteriorment metabolitzada a la forma hormonal activa T3 per dos
isoenzims, la 5’-deiodinasa tipus 1 (5’DI) i tipus 2 (5’DIl) (Leonard, 1996). Mentre que
la T4 no arriba ni s’uneix als receptors nuclears (ni mitocondrials) de la T3, la T3 i el
seu producte de deioditzacio 3,5-T2, modulen I'activitat dels factors de transcripcid
dels receptors tiroidals. Un altre isoenzim de les deiodinases, la 5-deiodinasa (5D o
tipus Il1), inactiva la prohormona T4 via deioditzacié de |'anell tirosil donant lloc a rT3.

D3 també elimina la T3 i el seu producte 3,5-T2 deioditzant novament I'anell tirosil.
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Aixi doncs, la major part de I’'hormona unida al receptor ho esta en forma de T3, que
prové tant de la circulacido periferica com de la conversi6 de T4 per les 5'-
monodeiodinases. En essencia, aquestes son reductases que catalitzen la substitucid
d’hidrogen per iode en el substrat iodotironina. No se’ls han atribuit altres propietats
catalitiques ni es coneixen altres enzims amb activitat deiodinasa. Els enzims, sén
notables en termes de la seva especificitat de substrat i la localitzacié del iode

eliminat.

Un tret intrigant de les deiodinases és el seu patré d’expressio tissular. La D1 es
localitza majoritariament en la glandula tiroide, fetge, hipofisi eutiroidea i ronyd, i té
poca afinitat per T4. Altres teixits amb preséncia d’activitat de D1 sén pulmd, intesti,
muscul, melsa, placenta, glandula mamaria, teixit adipds blanc, limfocits i glandula
salival (Leonard and Korle, 2006). La D1 és I'Unica que pot catalitzar tant la 5’ com la 5
deioditzacio, depenent del substracte. La D1 pot extreure iodurs dels anells fenolics
de T4, T3, rT3, 3,3’-T2, 3’,5’-T2 i 3’-T1, amb predileccié per rT3>T4>3’,5'-T2>3,3'-T2.
Que la D1 sigui relativament ineficient convertint la T4 en T3 és una paradoxa
considerable, donat que una proporcio important de la produccio de T3 té lloc en el
fetge i en altres teixits que expressen D1. La D1 hepatica produeix la majoria de T3
circulant (70%) sota condicions metaboliques normals i s’activa per I’hormona tiroidal
entre d’altres, fet que explica en part I'alta produccié de T3 en la tirotoxicosi. Per
tant, un dels papers de la D1 seria la inactivacié de les hormones tiroidals i els seus

conjugats sulfatats en I’hipertiroidisme.

La D2 només catalitza la 5’-deioditzaciod i converteix de forma molt eficient T4 en T3.
La seva funcié principal és la produccié de T3 intracel.lular a partir de la T4 circulant.
La D2 s’indueix pels nivells baixos de T4 augmentant d’aquesta manera, I’eficiencia de
la produccié de T3. La T3 formada d’aquesta manera és un substrat pobre per la 5'-
deioditzacio i no és més metabolitzat per aquest enzim. En contrast, la T3 és un bon
substracte per la D2 i per la D1. A diferencia de la D1, I'activitat de la D2 s’inactiva
rapidament per nivells elevats de T4 o rT3, mentre que la T3 té efectes menors sobre
la seva activitat. L’hipotiroidisme augmenta la seva activitat estabilitzant la proteina i
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augmentant la seva vida mitja. Aquestes deiodinases requereixen la disponibilitat de
cofactors tiol reduits que provenen de reaccions catalitiques. Aquests
presumiblement desplacen el iode des d’un enzim intermediari format durant la
reaccié i d’aquesta manera generen la deiodinasa activa. La D2 es troba
fonamentalment en I'adenohipofisi, placenta, pell, cervell i greix marrd, on converteix
la T4 en T3 com a un mecanisme per modular la concentracio local de T3. També esta
present en cor, glandula tiroide, muscul esquelétic (Salvatore, 1996) i en les cél.lules

estromals subendotelials on es triplica durant la gestacio (Galton et al, 1999).

La regulacié del feedback de la produccié i secrecié de TSH des de I'adenohipofisi
sembla ser el principal regulador de I'activacié de la ‘prohormona’ T4 a T3. Per tant,
la produccié local de T3 a partir de T4 per part de D1 i D2 és essencial per la regulacio

del feedback negatiu (Larsen, 1981).

Com s’ha anomenat anteriorment, la iodotironina deiodinasa tipus 3 (D3) és
I'inactivador fisiologic de les hormones tiroidals, catalitzant la deioditzacioé de la T4 a
rT3,idelaT3 a 3,3’-diiodotironina (T2), ambdues inactives. Es localitza principalment
en pell, placenta, fetge, intestins i cervell, augmentant la seva activitat en
I’hipertiroidisme i disminuint en I’hipotiroidisme.

La D3 també s’expressa de forma significativa en tumors cerebrals humans,

anomalies vasculars i determinades linies cel.lulars malignes.

El cervell és un dels pocs teixits que expressa les tres deiodinases, suggerint que el
metabolisme hormonal tiroidal en aquest teixit és intensament complexe i potser
dissenyat per mantenir un control estricte sobre els nivells hormonals tiroidals

cel.lulars.
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1.4.9.b. Inhibidors de les deiodinases

A més de les diferencies en les seves propietats catalitiques les deiodinases també
presenten diferent susceptibilitat per determinats inhibidors. La més remarcable és la
sensibilitat de la D1 al propiltiouracil (PTU). Aquest agent forma un complexe inactiu
amb la D1, unint-la covalentment al seu lloc actiu. La D2 i D3 tenen poca o cap
susceptibilitat a la inhibicio del PTU. EI metimazol té molt poc efecte inhibidor sobre
la deioditzacio. Els compostos aurics reaccionen amb el lloc actiu selenocisteina en la
glutation peroxidasa i inhibeixen la seva activitat. Aquest compost també inhibeix les

tres isoformes de deiodinases, sobretot la D1.

S’han descrit altres inhibidors no selectius de D2 i D3 en estudis experimentals, amb

significat limitat fins el moment actual.

1.4.9.c. Regulacio de les deiodinases

Les deiodinases estan regulades per multiples hormones, factors de creixement i
factors ambientals i nutricionals. Sobretot, entre aquests factors hi figuren les
hormones tiroidals. Les alteracions en I'estatus tiroidal indueixen canvis profunds en
I'activitat enzimatica. Altres efectes reguladors importants en [I'activitat de les
deiodinases apareix en la glandula tiroidal, on la TSH i les inmunoglobulines
estimulants de la tiroide augmenten 'activitat de D1 i D2 en el teixit adipds marrd, on
I'exposicio al fred estimula I'activitat de la D2; i en el fetge, on la deprivacié

nutricional i la diabetis disminueixen I’activitat de la D1.
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1.5. LIQUID FOL.LICULAR I FISIOLOGIA TIROIDAL

El liquid fol.licular és un fluid extracel.lular complexe, groguenc i semi-viscés, diferent
i Unic per cada fol.licle, que s’acumula en I'antre dels fol.licles ovarics en el curs del
seu creixement. Constitueix un entorn favorable pel creixement i diferenciacié de les
cel.lules fol.liculars aixi com per la maduracié nuclear i citoplasmatica dels oocits.
Intervé en el moment de 'ovulacié afavorint el pas de I'oocit a la trompa, i en el
moment de la fecundacié atraient I'espermatozou al lloc de la fecundacid i

estimulant-ne la reaccié acrosomica.

Com s’ha vist, la maduracid oocitaria és dependent de la composicid del liquid
fol.licular, havent de crear la concentracié hormonal un entorn fisiologic optim per
I'oocit. Mentre que altes concentracions d’estradiol (E2) s’associen a fol.licles sans
amb contigut d’'un oocit capa¢ de dur terme la meiosi, altes concentracions
d’androgens desencadenen canvis atresics. S’"ha demostrat que la ratio entre E2 i
androgens en liquid fol.licular de fol.licles amb diametre superior a 6 mm sembla ser
un dels parametres més precisos per distingir els fol.licles sans dels fol.licles atresics
(Lefevre and Bomsel-Helmreich, 1981). Andersen també ha demostrat (Andersen,
1993) que el liquid fol.licular dels oocits amb resultat de gestacid en pacients

sotmeses a FIV tenen una ratio de E,/T superior als dels oocits que no ho fan.

Des de 1928 se sap que la concentracid de iode en l'ovari és més alta que en
gualsevol altre organ excepte a la tiroide. El descobriment recent del simportador de
sodi-iode (NIS) en els ovaris ha ofert el possible mecanisme per la captacio ovarica de
iode i altres similituds funcionals amb el seu homoleg tiroidal. La importancia de la
capacitat excepcionalment elevada del teixit ovaric per a la captura de iode i
I'acumulacié en cel.lules i liquid fol.licular en vivo segueix essent desconeguda i
necessita estudis addicionals. Hi ha encara cert dubte sobre la preséncia d'un nivell
optim de iode elemental durant les etapes de desenvolupament dels fol.licles.
Sembla ser que els fol.licles en creixement i els petits absorbeixen més de iode que

els grans, essent |'acumulacié de iode crucial per al procés de suport a la cel.lula
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granulosa. No obstant, no s’han demostrat interrelacions entre 'acumulacid de iode

en |'ovari i I'activitat de I'eix hipofisari-tiroidal.

La presencia d’hormones tiroidals en el liquid fol.licular s’ha establert recentment.
De Silva va publicar I'any 1994, nivells de TSH fol.liculars similars als sérics en pacients
estimulades amb HMG, i va concloure que aquests estaven augmentats en dones
amb hipotiroidisme primari, havent demostrat uns anys abans que la TSH estimulava
I’expansio del cumul oofor en oocits de rata cultivats. Wakim va ser el primer en
demostrar el 1993, la preséncia de T4 i T3 en liquid fol.licular de dones estimulades
per FIV. Va concloure que els valors de T4, T4L i T3 fol.liculars estaven dins dels
parametres plasmatics normals, que els diferents fol.licles de la mateixa pacient
tenien concentracions similars d’hormones tiroidals i que no hi havia correlacio entre

el volum aspirat i els valors hormonals fol.liculars.

Slebodzinski va observar el 2005, concentracions menors de T4 i concentracions
similars o superiors de T3 en liquid fol.licular d’animals mamifers respecte a les
concentracions seriques. No obstant, la fraccié lliure de T3 va ser similar o menor a la
plasmatica en estudis fets per Wakim (Wakim et al, 1993) i Zhang (Zhang et al, 1997).
Resumint els articles que s’han pogut revisar, els nivells de T3 intrafol.liculars
difereixen dels nivells plasmatics, essent els fol.liculars superiors, en la majoria dels
estudis. La fraccid lliure de la T3 en liquid fol.licular és similar o lleugerament inferior

a la sérica en pacients eutiroidees.

L'origen de les proteines especifiques del liquid fol.licular (hormones, factors de
creixement, interleukines, etc.) difereix entre elles. Aixi com les concentracions
intrafol.liculars de FSH i LH depenen de les concentracions circulants, les de GH i la
prolactina depenen també de la produccio local (Revelli, 2009). L'inhibina i I'activina,
tanmateix, sén produides per les cel.lules de la granulosa reflectint-ne el nombre i
activitat de les mateixes. La variacié intergonadal dels nivells de T4 es deu,
aparentment, als mateixos mecanismes pels quals passen la barrera hematica en

altres teixits (Slebodzinski et al, 2005). S’assumeix també que hi ha transportadors
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especifics, la familia de transportadors monocaReproductive biomedicine onlinexilat
(MCT), que facilitaria el pas d’hormones tiroidals per I'endoteli capilar (Visser et al,
2007). Al mateix temps les concentracions relatives de proteina total en el liquid

fol.licular (Hess, 1998) també influirien en el procés.

Degut a les variacions intrafol.liculars d’hormones tiroidals de T4 i T3 lliures i totals al
llarg d’un cicle d’estimulacié ovarica realitzat en vaques, Ashkar va concloure el 2010,
gue l'estatus fisiologic dels fol.licles antrals bovins afectarien a I'acumulacié de T4
total en el liquid fol.licular i que I’hiperestimulacié ovarica augmentaria els nivells
circulants de T4 lliures i el contingut fol.licular de T4 total. Aquest estudi evidenciava
que les concentracions fol.liculars de T4 total i lliure en dia 12, eren superiors a les
del dia 5 d’estimulacié. Sato postula en un article del 2001, que sota la influéncia dels
estrogens fol.liculars, els fol.licles dominants estarien més vascularitzats i
conseqlientment exposats a una major quantitat d’hormones tiroidals circulants que
els fol.licles subordinats. No obstant, Muller et al, 'any 2000 van observar una
disminucio dels nivells de T4 lliures després d’una hiperestimulacié ovarica

controlada en humans.

Darrerament s’ha demostrat la preséncia del sistema ovaric 5’-monodeiodinasa en el
liquid fol.licular capag de generar T3 (a nivell ovaric) per deioditzacid de I'anell extern
de T4. El significat fisiologic exacte d’aquest sistema generador de T3 i coexistent
amb altres formes de receptors d’hormones tiroidals en cél.lules de la granulosa
encara esta per concretar. Com s’ha vist, en l'ovari, la 5’monodeiodinasa també
coexisteix amb una gran varietat de receptors hormonals tiroidals (TRal, TRa2 i
TRB2) en oocits, cumul i cel.lules de la granulosa. L’activitat de la 5’MD sembla ser
gue es correlaciona positivament amb els nivells de T4 sérics, perdo no amb els de T3.
No obstant, existeix una correlacié entre els nivells de T3 fol.liculars i I'activitat de la

5’ MD en el mateix compartiment.

Segons aix0 es podria especular que |'existéncia de diferencies entre concentracions

sériques i fol.liculars d’algunes fraccions d’hormones tiroidals seria indicatiu del
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transport selectiu que s’ha vist abans, juntament amb processos de deioditzacié

intraovarica.

En conclusié podem dir que el liquid fol.licuar és un medi dinamic, Unic per a cada
fol.licle i dependent del seu estatus metabolic, la composicié del qual és almenys tan

complexa com la del serum.

1.6. FUNCIO TIROIDAL | REPRODUCCIO

L'estatus tiroidal, controlat per [I'eix hipotalem-hipofisari-tiroidal, es troba
freqlientment alterat en dones en edat reproductiva del nostre medi (4,6%-9,9%
d’hipotiroidisme subclinic vs 1,6% d’hipotiroidisme establert) (Berbel, 2009). Tal i
com s’ha mencionat amb anterioritat, la contribucié de I'activitat tiroidal sobre la
fisiologia genital és indiscutible: tant I’hipo com [I'hipertiroidisme afecten al
metabolisme esteroidal sexual i la funcid ovariques, associant-se a irregularitats en el

cicle menstrual, infertilitat i dificultat per mantenir la gestacio.

Per datar-ne alguns exemples, Williams ja va demostrar 'any 1944, que el tractament
amb drogues supressores de la funcié tiroidal produien atrofia ovarica i aturada de la
maduracio fol.licular; Dunn va publicar el 1976 que la tiroidectomia produia la
disminucio dels nivells plasmatics basals de FSH i LH; i Brayshaw (Brayshaw et al,
1986) va suggerir que I'hipotiroidisme Ileu s’associava a la sindrome premenstrual en

una significativa proporcio de casos.

Podem afirmar també que I'hipotiroidisme lleu, definit per I'elevacio aillada de TSH
sérica o per una exagerada resposta de la TSH a la TRH, s’associa a menorragia
(Wilansky, 1989), cicles anovulatoris i disfuncié de la fase latea. En casos
d’hipotiroidisme severs es pot observar la disrupcid de la funcié ovarica normal

(Krassas, 2000) donant lloc a ovaris poliquistics (Van Voorhis, 1994). En aquests
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casos, defectes ovulatoris, hiperprolactinemia i galactorrea son reversibles amb la

terapia substitutiva amb tiroxina.

A la disminucid de la funcio tiroidal també se li ha atribuit la responsabilitat en
determinats avortaments de repeticid duplicant-se les probabilitats de presentar

avortaments en casos d’hipotiroidisme establerts (Winikoff, 1975).

Un altre indici de la repercussio del sistema tiroidal a nivell genital és la concentracid
de iode en els ovaris humans que, a part de ser la més alta després de la de Ila
glandula tiroide, sembla variar en funcié de les diferents etapes reproductives: és
baixa en la pre-adolescéncia i la post-menopausa, alta en els estadis de creixement

fol.licular i disminuida durant la gestacié (Slebodzinski, 2005).

La precocitat puberal desencadenada per [I'hipotiroidisme sever, ampliament
reconeguda i reversible amb el tractament substitutiu, n’és un altre exemple. Tot i
que l'associacio entre hipotiroidisme primari i precocitat sexual va ser descrita per
primer cop el 1906 per Kendle, els seus mecanismes subjacents encara romanen
desconeguts. S’han proposat varis mecanismes com a possibles causes de

I’estimulacié gonadal en pacients amb hipotiroidisme, incloent:

® secrecido augmentada de gonadotropines a conseqiiéncia d’'un solapament en el

feedback negatiu de la TSH (Grumbach, 1960)

® augment de la sensibilitat ovarica a les gonadotropines

® Qactuacio de la TSH via receptor de FSH causant |'estimulacié gonadal

¢ |a hiperprolactinemia que provoca augment de la produccié estrogenica o de la

secrecié de gonadotropines

La falta de consens en els possibles mecanismes suggereixen una mancanca en els
coneixements de l'estimulacié gonadal relacionada amb [|'hipotiroidisme (Suarez,

2007).
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Tot i la gran varietat d’articles que deixen entreveure les interrelacions entre els dos
eixos hormonals, hi ha pocs estudis que demostrin I'efecte directe de I’'hormona
tiroidal sobre la funcié ovarica a nivell cel.lular. Un d’aquests és el que Maruo va
publicar el 1987, que afirmava que la T3 semblava tenir una accié sinergica amb Ila
FSH, i que no tindria per si sola, per induir la diferenciacio de cel.lules de la granulosa
i la induccid de receptors de LH aixi com la d’enzims esteroidals com I'aromatasa, en
fol.licles ovarics porcins. Ell mateix postulava que els transtorns menstruals apareguts
durant els estats hipo o hipertiroidals s’explicarien pels nivells inadequats de T3
disponibles a nivell de la cel.lula de la granulosa. No obstant, Cecconi afirmava
posteriorment (Cecconi et al, 1999) que la T3 inhibiria I'activitat aromatasa induida
per la FSH en cel.lules de la granulosa. Els efectes de les hormones tiroidals a nivell
fol.licular també van ser avaluats per Spicer el 2001, mostrant que T4 i T3
contriburien sinergicament amb la LH sobre la produccié d’androstendiona per part
de cél.lules tecals bovines. Estudis addicionals també han suggerit que la T3 per se, té
un impacte positiu sobre la produccié de progesterona induida per la FSH per part de
les cel.lules de la granulosa en fol.licles preovulatoris de gallines ponedores
(Sechman, 2009), i que disminuiria I'expressido de LH hipofisaria juntament amb la

disminucio de la produccié d’estradiol per part de 'aromatasa.

El paper de I'habilitat de la T3 per modular I'activitat genital ha quedat doncs
ampliament documentat i no queda cap dubte de la seva repercussido en els
esdeveniments endocrins, autocrins i paracrins que intervenen en [|'esfera
reproductiva. No obstant, els mecanismes exactes pels quals actuen encara estan per

establir.

1.6.1. Receptors hormonals tiroidals (TR) i reproduccié

Les primeres publicacions que fan referéncia a I'expressié de receptors tiroidals a
nivell ovaric daten de la decada dels 80. El fet que les hormones tiroidals, de forma

sinergica amb la FSH, augmentéssin I'activitat de la cel.lula de la granulosa immadura
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en porcs (en termes de diferenciacié morfologica, augment de receptors de LH i
induccié d’enzims esteroidals com I'aromatasa) (Maruo, 1987) va fer pensar en la
possibilitat que aquestes cel.lules disposéssin de receptors tiroidals. De fet, Wakim va
ser el primer en descriure (el mateix any) la presencia d’un grup de llocs d’unié d’alta

afinitat per T3 en cel.lules de la granulosa porcines.

L’expressidé de RNA de erb-A en céel.lules de la granulosa porcines va ser demostrada
mitjancant tecniques de Northern blot per Maruo I'any 1992, concloent que aquests
eren més abundants en cel.lules de fol.licles petits que en fol.licles més avangats i
gue per tant, I’hormona tiroidal actuaria en la maduracio fol.licular inicial a nivell dels
seus receptors en les cél.lules de la granulosa, tot amplificant les acccions de la FSH

en la diferenciacié de les mateixes.

Wakim publicava el 1993 un article on evidenciava, mitjangant tecniques
d’inmunohistoquimica, la preséncia de llocs d’unid a T3 en cél.lules de la granulosa
humanes de pacients estimulades per sotmetre’s a cicles de FIV, mostrant una
preponderancia de TRal sobre TRB. Un any més tard, el mateix autor demostrava
també amb les mateixes tecniques, I'expressi6 de mRNA de TRa i TRP en cel.lules de
la granulosa i estromals ovariques humanes no estimulades, suggerint un paper per
les hormones tiroidals tant sobre |'esteroidogeénesi com sobre la fol.liculogénesi. No
va ser fins el 1997 que Zhang va demostrar mitjangant técniques de RT-PCR, seguit
d’un analisi Southern Blot, que tant oocits com cel.lules del cimul, aixi com la resta
de cel.lules de la granulosa expressaven RNAm de TRal, TRa2, TRB1 i TRB2. En
aquest estudi es va determinar que el patré d’expressié en cél.lules del camul i en
cel.lules murals, és similar. La presencia de RNAm i proteina de TRal, TRa2 i TR}
també va ser corroborada per Rae el 2007 en cel.lules epitelials ovariques, a través
de tecniques inmunohistoquimiques, suggerint la seva participacié en la regulacio

hormonal gonadal.

L’expressid ovarica, en cel.lules epitelials i cel.lules de la granulosa humanes, d’ARNm

de TRal, c-erbAa2 i TRB1 també han estat confirmades per Aghajanova, (Aghajanova,
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2009). Els seus analisis histoquimics van concloure que les cél.lules de la granulosa
dels fol.licles antrals expressaven moderada quantitat de proteina de TRB1 i menor
de TRal, mentre que els fol.licles secundaris mostraven només molt poca quantitat
de proteina de TRP1. Al mateix temps, les cel.lules de la granulosa dels estadis
precogos del desenvolupament fol.licular no expressaven proteines de receptors
tiroidals, suggerint que aquestes no participarien en aquesta fase, en la unid

hormonal tiroidal.

Aquestes troballes han fet suggerir als diferents autors que la T3 actuaria a nivell
oocitari a través de les cel.lules del cimul, modulant la secrecidé d’acid hialuronic
(causant de I'expansié del cumul) i interferint en la ruptura de la vesicula germinal, la
maduracié nuclear i I'ovulacié. A nivell de les cel.lules de la granulosa, les hormones
tiroidals tindrien el seu paper regulant la fol.liculogenesi, I’esteroidogenesi i la sintesi

de liquid fol.licular.

Pel que fa a la resta d’organs genitals, estudis de Kirkland i Evans (Kirkland i Evans,
1983) en humans i rates respectivament, han documentat |'existencia de receptors
d’alta afinitat per T3 a nivell uteri, tant endometrials com miometrials, amb una
concentracid intermitja entre els nivells detectats a cor i cervell. Uns estudis previs
de Kirkland (Kirkland et al, 1978) avaluant els efectes de I'hipotiroidisme sobre el
creixement i desenvolupament uterins induits pels estrogens, van concloure que les
hormones tiroidals hi tindrien un paper premissiu més aviat que un paper directe. No
obstant, un assaig fet posteriorment pel mateix autor amb rates hipofisectomitzades
va fer que ell mateix ho posés en dubte. Evans conclou en el seu estudi que degut a
que l'accié dels receptors estrogenics uterins disminueix amb I'administracié de T4
en la rata madura, el paper de les hormones tiroidals en la regulacid de la fisiologia
uterina seria més significant en el creixement i diferenciacié durant el

desenvolupament (prepuberal) que en els canvis ciclics de la femella adulta.

Posteriorment, Oner (Oner, 2007) va publicar que TRal i TRa2 es distribueixen tant a

nivell nuclear com citoplasmatic (mitocondrial) en les cél.lules tubariques i uterines
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(miometrials i endometrials). Al mateix temps s’ha demostrat la preséncia d’ARNm i
proteines de TRal, TRa2 i TRP1l en cél.lules endometrials suggerint que les
hormones tiroidals hi actuarien directament de forma paracrina, amb un predomini
de TRal i TRP1 a nivell d’epitel.li luminal i glandular i amb un maxim d’expressié en
fase secretora (Aghajanova, 2005 i 2010). Segons Catalano (Catalano et al, 2007) que
també ha demostrat transcripcié de TRal, TRa2 i TRB1 en endometri huma, aquesta
expressio estaria regulada via receptors esteroidals (concretament de progesterona)
durant les diferents fases del cicle menstrual, amb nivells d’expressié maxima també

durant la fase secretora.

Segons tot aix0, es podria dir que I'ontogenia de I'expressio dels receptors tiroidals
(TR) ha comengat a generar interés en el camp de la fertilitat, tot i que en I'actualitat
encara es desconeix quina és la seva contribucié exacta sobre els processos

fisiopatologics reproductius.

1.6.2. Receptor de TSH (TSHR) i reproduccié

Tot i que no esta clar el paper definitiu del receptor de TSH (TSHR) en el tracte
genital, en els darrers anys s’ha confirmat I'existéncia de proteines de TSHR en cos
luti bovi on s’ha postulat que estaria implicat en la sintesi d’hormones tiroidals i en la
modulacié de la sintesi local de progesterona (Mutinati, 2010). Kumar va demostrar
I’expressid de TSHR en ovocits de cetacis I'lany 2000, suggerint que la TSH tindria un
paper directe en la gametogénesi. Segons Sun (Sun, 2010) la determinacié
inmonohistoquimica d’AMPc de TSHR funcional en cél.lules de la granulosa madures,
suggereix que el TSHR participaria en la regulacié de la funcié ovarica. En el seu
estudi en rates, Sun observa diferents nivells d’expressi6 d’ARNm de TSHR en
cél.lules de la granulosa éssent aquest, 6.5 vegades superiors en ovaris inmadurs que
en ovaris madurs, suggerint que la seva expressid estaria regulada durant la

maduracio ovarica i que estaria intimament controlada per les gonadotropines.
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Pel que fa a I'endometri, Aghajanova va demostrar I'augment de concentracions
d’hormones tiroidals després de I'estimulacié mitjangant TSH suggerint la preséncia
de receptors de TSH actius en cel.lules endometrials capagos d’unir-se a la tirotropina
i iniciar la secrecid d’hormones tiroidals actuant independentment del sistema
hipotalem-hipofisari-tiroidal. Ella mateixa va demostrar posteriorment (Aghajanova,

2010) I'expressio d’ARNm i proteina de TSHR en cel.lules endometrials.

En base a aquestes dades es pot especular que el TSHR pot tenir un paper en la
regulacié dels processos reproductius. No obstant, encara roman incert com es
controla I'expressio de TSHR, i els papers exactes de TSHR en la fisiologia genital dels

mamifers.

1.6.3. Transport cel.lular i reproduccio

A nivell follicular i oocitari s’ha observat que hi ha varis OATPs capacos de
transportar hormones tiroidals en linies cel.lulars d’oocits de rana (Hagenbuch,
2007). Préviament (Abe, 2001) ja s’havien clonat nous membres de la familia de
transportadors anionics organics (OATP 2 i 3) que transporten hormones tiroidals
amb alta afinitat en oocits de Xenopus injectats amb ARNc. L'OATP1B3 també ha
estat testat en el sistema d’expressid oocitari i s’ha demostrat que intervé en la

captacié de T4 i T3 a dins dels oocits (Kullak-Ublick, 2001).

1.6.4. Deiodinases i reproduccio

Com s’ha vist, la disponibilitat d’hormones tiroidals en els teixits implica que les
fraccions lliures de T4 i T3 sériques entren a les cél.lules diana, on la T4, com a
prohormona, es converteix en T3, la qual interactuara amb els receptors nuclears.
Addicionalment a les hormones tiroidals que arriben via hematica, la T3 lliure es

genera en l'ovari en quantitats suficients per cobrir els requeriments pel creixement
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fol.licular. L’existéncia del sistema de 5 monodeiodinasa (5'MD) ovaric, que

converteix la T4 tiroidal en T3, fa possible aquest procés.

Més enlla, la preséncia de 5’MD fa que els ovaris siguin temporalment independents
de les variacions de I'activitat secretora tiroidal o dels nivells hormonals tiroidals
sérics assegurant, amb la generacid local de T3, I'aport suficient d’hormona per
actuar directament sobre els receptors hormonals tiroidals. Aquestes troballes tenen
implicacions potencials en situacions que condueixen a disminucions temporals dels
nivells serics de T4. No obstant, encara no s’han establert els mediadors de I’activacié
ovarica de la 5'MD, aixi com els factors que indueixen la conversid de T4 per

mantenir els nivells optims de T3 durant el creixement fol.licular.

En relacidé a les cél.lules de la granulosa luteinitzades de pacients en tractament de
FIV, fa relativament poc (Aghajanova, 2009) que s’hi ha demostrat I'expressié de
deiodinases D/IO2 i DIO3 (a diferencia de D/O1), confirmant la capacitat de conversié
periferica de I’hormona tiroxina (T4) i donant a aquests enzims un possible paper en
la regulacié del metabolisme de les hormones tiroidals sobre I'oocit. Les mateixes

troballes s’han descrit en cél.lules de la superficie epitel.lial ovarica (Rae et al, 2007).

Per altra banda, I'alta expressivitat endometrial i trofoblastica de DIO3, aixi com la
ciclicitat en I'activitat de DIO2, augmentant els seus nivells en fase premenstrual,
suggereixen que la modulacié local de I'estatus tiroidal també és important en la

regulacio de totes les fases de la reproduccié humana (Huang et al, 2005).

La gestaci® humana requereix I'expressid coordinada de les tres iodotironina-
deiodinases, aixi com de les sulfotransferases fetals (Burrow, 1994). La preséncia de
DIO2 en cel.lules estromals endometrials es creu que pot ser critica per tal de generar
nivells intracel.lulars de T3 Optims i coordinar la resposta decidual a la implantacié
(Galton et al, 2000). En I'Gter de la rata, 'activitat de la D/IO3 també és important en
el procés d’implantacid, induint-se ampliament en aquest periode (Galton et al,

1991).
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En la gestacio incipient, abans de la implantacio, la D/IO2 i DIO3 uterines disminueixen
als nivells de I"Gter no gravid, mentre que 72 hores després de la mateixa augmenten
les dues, essent la DIO3 la que ho fa de forma més accentuada, arribant-se a
multiplicar per 200 al llarg de la gestacio en I'intent de limitar I'exposicio fetal a les
hormones tiroidals maternes (Wasco, 2003). Segons aquest autor, 'activitat de DIO2
no estaria induida per I'estimul de decidualitzacio. Degut a que E2 i progesterona sén
importants en el procés de formacié del trofoblast i que augmenten I'expressié de
DIO3 uterina en rates ooforectomitzades, aguestes hormones esteroidals semblarien
contribuir, juntament amb altres estimuls menys definits associats al procés
d’implantacio, a la regulacié de I'expressié de DIO3 uterina (Wasco, 2003). L’activitat
de DIO3 semblaria respondre als nivells d’estradiol i progesterona, mentre que la de

DIO2 respondria principalment als nivells circulants d’estrogen.

Aixi doncs, I'Gter es converteix en un dels pocs organs que s’ha demostrat que
expressa tant DIO2 com DIO3 (Galton et al, 2001) i que a més, DIO3 hi té uns dels
nivells d’activitat més alts en humans adults (Huang et al, 2005). En rates, se sap que
existeix una separacio espaial en I'expressié de DIO2 i DIO3, expressant-se nivells
superiors de DIO3 en la decidua que envolta I'embrid en estadis primaris, i més alts

nivells de DIO2 en les regions uterines que envolten la reaccié decidual.

Pel que fa a la gestacio evolutiva esta demostrat també que els nivells de tiroxina i
triiodotironina fetals dels mamifers sdn menors en el fetus que en la mare durant la
major part de la gestacié (Burrow, 1994). Aixo és particularment degut al fet que la
glandula tiroidal fetal no esdevé funcional fins a la meitat desenvolupament fetal i
roman relativament inactiva fins al moment del naixement, pero la causa principal és
gue al fetus només es transfereixen minimes quantitats de T4 i T3 maternes. Aixo
s’ha atribuit a I'existencia de DIO3 a nivell fetal i placentari. Els alts nivells d’expressio
de DIO3 placentaris han demostrat limitar la transferéncia d’hormones tiroidals

circulants maternes a dosis inadequades pel fetus.
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En relacié a la deiodinasa DIO1 en endometri no gravid, segons el nostre
coneixement només Aghajanova (Aghajanova, 2010) n’ha demostrat la seva
expressio. El seu estudi al llarg de totes les fases del cicle menstrual, va demostrar
que s’hi expressaven les tres deiodinases amb predomini de DIO2, i que I'expressio
dels tres enzims era estadisticament menor en la fase secretora comparada amb la
resta de fases. Aquests canvis ciclics en les DIO en endometri huma va mostrar una
relacié inversa amb els nivells de progesterona, tal i com havia publicat Catalano el

2010.

Per concloure i emfatitzar la importancia de I'estatus tiroidal sobre I'endometri,
podem hipotetitzar que basats en I'expressié i distribucié cel.lular endometrial
humana de TSHR, TR i DIO la cel.lula endometrial tindria la maquinaria per la sintesi i
el metabolisme hormonal tiroidal, fet indiscutiblement imprescindible pel bon

funcionament de la fisiologia reproductiva.
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L’avaluacio, tractament i pronostic dels problemes de fertilitat han millorat de forma
exponencial en els darrers decennis degut al millor coneixement de la fisiopatologia
reproductora i a la introduccié i desenvolupament de les tecniques de reproduccié
assistida. No obstant, tot i I'important progrés experimentat, aquests tractaments
tenen a hores d’ara una taxa d’exit limitada, deixant al descobert moltes parelles

gue, per motius encara no del tot coneguts fracassen en la seva aplicacio.

Per tal de donar resposta a aquestes dones cal aprofundir en I'enteniment de
determinats mecanismes, entre ells els hormonals, fet que ens ha despertat la
necessitat d’anar més enlla en I'estudi de la repercussié endocrinologica sobre la

fertilitat.

Com s’ha documentat anteriorment, és conegut amb certesa per estudis realitzats en
humans i en models experimentals, que la concentracié periférica d’hormones
tiroidals es relaciona amb la capacitat reproductora, tot i que la majoria d’assaigs
clinics que estudien la relacido entre l'estatus tiroidal i la funcié genital només
mencionen els efectes directes de I'hipotiroidisme sobre I'eix gonadal. Recentment
s’ha comencat a estudiar la funcid tiroidal a nivell cel.lular i mol.lecular, demostrant
la presencia de receptors de TSH i hormonals tiroidals aixi com deiodinases en ovari,
uter i endometri, complementant la teoria que la glandula tiroide tindria el seu paper
en la regulacio de la funcio reproductora. En la revisio bibliografica realitzada no s’ha
trobat cap estudi que valori les diferéncies d’expressid d’aquests receptors ni de
deiodinases entre dones fertils i esterils ni si la presencia o abséncia d’aquestes
podria condicionar dificultats procreadores. Els mecanismes directes i indirectes de
les hormones tiroidals sobre les dones esterils tampoc han quedat definitivament

establerts.

Amb la intencid d’entendre millor el paper de les hormones tiroidals sobre la
fertilitat, mitjancant aquest estudi es vol identificar si un inadequat funcionament
tiroidal a nivell periféeric, tissular i cel.lular pot influir en la capacitat reproductora

femenina. Aquesta aproximacio seria util a I’hora de monitorizar els efectes de les
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modificacions dels protocols d’estimulacié ovarica en dones tributaries d’aquests

tractaments.

Seria d’esperar observar diferéncies pel que fa a I'expressié de receptors tiroidals i
deiodinases a nivell genital, entre dues cohorts de dones fértils i esterils. En cas de
certificar-ne la relacio, es podrien dur a terme estudis experimentals i assaigs clinics
amb la finalitat d’optimitzar la funcié tiroidal per tal d’aconseguir la normalitzacié de
la resposta cel.lular. De no ser aixi, les troballes podrien servir de ben segur per
enfocar nous horitzons en I'estudi dels mecanismes tiroidals sobre la funcié genital

en futurs treballs d’investigacio.

L’aprofundiment en el coneixement dels aspectes endocrins de la regulacio de la
funcié tiroidal proporcionaria doncs, una eina important que podria tenir la seva
rellevancia en [l'aplicacié clinica d’aquests coneixements sobre les mesures

terapeutiques en el camp de la reproduccio.
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3.1. Els parametres associats a la funcié intracel.lular de les hormones tiroidals, en
cel.lules de la granulosa ovariques i cel.lules cervicals uterines, son diferents en dones

fertils i esteérils.

3.2. Els parametres de funcié intracel.lular de les hormones tiroidals, en cél.lules de la
granulosa ovariques i cél.lules cervicals uterines, s’associen a diferéncies en la

resposta al tractament de fecundacio in vitro.
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4.1. Analitzar les diferencies en I'expressié dels gens dels receptors hormonals
tiroidals TRal, TRa2, TR i les deiodinases D1-D2-D3, en cél.lules de la granulosa
ovariques periovulatories i cel.lules cervicals uterines, entre una poblacio esteril i una

fertil sotmeses a cicles d’estimulacié ovarica per fecundacié in vitro.

4.2. Analitzar si I'expressio d’aquests gens (TRal, TRa2, TRf i D1-D2-D3), en cel.lules
de la granulosa ovariques periovulatories, cel.lules cervicals uterines i cel.lules
endometrials, s’associen a altres parametres relacionats amb la funcié tiroidal
intracel.lular com sén la concentracié circulant i intrafol.licular d’"hormones tiroidals i

I'expressio del receptor adrenérgic (ADRS2).

4.3. Analitzar si I'expressid dels gens associats a fertilitat GREM1, HAS2 i PTGS2 es
relaciona amb variacions en I'expressié genica dels parametres de funcié hormonal
tiroidal intracel.lular TRa, TRS i D1-D2-D3, en cel.lules de la granulosa ovariques,

cel.lules cervicals uterines i cél.lules endometrials.

4.4. Analitzar les diferéncies en I'expressié genica de TRa, TRS i D1-D2-D3 en cél.lules
de la granulosa del fol.licle ovaric periovulatori i cel.lules cervicals uterines, entre la
poblacio esteril que no ha obtingut gestacio i el grup fertil, els oocits de les quals han

donat lloc a gestacio.
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5.1. DISSENY DE L’ESTUDI

Es tracta d’'un estudi descriptiu prospectiu de dues cohorts consistents en dones

fertils i estérils de dos centres diferents.

5.2. PARTICIPANTS

Es van incloure, prospectivament, totes les dones de la Unitat de Reproduccié del
Servei de Ginecologia i Obstetricia de I'Hospital Universitari de Girona Dr. Josep
Trueta (HUGDIJT) i del Centre de Medicina Reproductiva i Embrionaria Girexx que
complien els criteris d’inclusié, sotmeses a hiperestimulacié ovarica controlada per
tecniques de fecundacié in vitro (FIV) i per donacié d’oocits respectivament, durant el
periode de temps compres entre gener de 2012 i juny de 2013 (ambdds inclosos) en

un sol cicle de tractament.

5.2.1. Grup dones esterils
5.2.1.a. Criteris d’inclusio

Van ser incloses a l'estudi totes les dones esterils subsidiaries de tractament
mitjancant tecniques de reproduccid assistida (FIV), provinents de la Unitat de
Reproduccié del Servei de Ginecologia i Obstetricia de 'HUGDJT que complien els

seglents criteris:

e Dones majors de 20 anys i menors de 40.

® Dones que haguessin firmat el consentiment informat.

® Dones amb diagnostic d’esterilitat d’origen desconegut, amb fallada de dos o
més cicles d’inseminacié artificial i/o d’un cicle de FIV previs.

e Exploracié mamaria, ginecologica i ecografica normals.
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Analitica bioquimica, hemograma, coagulacié i estudi hormonal i serologics

normals.

5.2.1.b. Criteris d’exclusio

Parelles tributaries de Diagnostic Genétic Preimplantacional (DGP).

Indicacid de FIV per factor masculi.

Factor tubaric bilateral aillat.

Dones amb fills previs.

Dones amb 2 o més cicles de FIV en el mateix o altre centre.

Obesitat grau | (IMC > 30kg/m?2).

Parella masculina HIV, VHB i/o VHC positiva.

Factor masculi que requeris biopsia testicular per a [I'obtencio
d’espermatozous fecundants.

Tractament amb anticonceptius orals el cicle previ a la realitzacié de les
determinacions hormonals.

Alteracions endocrinologiques:

e Hiper o hipotiroidisme subclinic o establerts, amb o sense
tractament medic, agafant com a rang de normalitat: TSH 0,2-
4,9 Ul/mLiT4L 0,8-1,9 ng/dl.

e Diabetis Mellitus tipus 1.

e Hiperplasia suprarrenal congeénita.

e Sd. de Cushing.

e Tractament hormonal amb agonistes dopaminergics,
corticoides, insulina, betabloquejants, perclorat, tiocianat,
tioureas (PTU, metamizol), liti o amiodarona.

Contraindicacions mediques de la FIV:

® Patologia que contraindiqués la gestacid.
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e Masses annexals quistiques ¢ solides no funcionals, polips
endometrials superiors o iguals a 1 cm, tumoracions uterines
gue modifiquessin la linia endometrial, hidrosalpinx uni o
bilateral visibles per ecografia.

e Contraindicacio pel tractament inductor de I'ovulacio.

® No presentar una previsible suficient capacitat de resposta al

tractament d’hiperestimulacio ovarica controlada.

5.2.2. Grup dones fertils
5.2.2.a. Criteris d’inclusio

Van ser incloses en l'estudi totes les donants d’ovocits del Centre de Medicina

Reproductiva i Embrionaria Girexx, que complien els seglients criteris:

e Dones majors de 18 anys i menors de 35.

® Antecedent de gestacid prévia.

® Dones que haguessin firmat el consentiment informat.

® Analitica bioquimica, hemograma, coagulacid, estudi hormonal i cariotip
normals.

e Exploracié mamaria, ginecologica i ecografica normals.

5.2.2.b. Criteris d’exclusio

e Tractament amb anticonceptius orals el cicle previ a la realitzacié de les
determinacions hormonals.
e QObesitat grau | (IMC > 30kg/m2).

® Alteracions endocrinologiques:
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e Hiper o hipotiroidisme subclinic o establerts, amb o sense
tractament medic, agafant com a rang de normalitat: TSH 0,2-
4,9 Ul/mLiT4L0,8-1,9 ng/dI.

e Diabetis Mellitus tipus 1.

e Hiperplasia suprarrenal congeénita.

e Sd. de Cushing.

e Tractament hormonal amb agonistes dopaminergics,
corticoides, insulina, betabloquejants, perclorat, tiocianat,
tioureas (PTU, metamizol), liti o amiodarona.

e Criteris legals de la donacio d’ovocits:

® Antecedents personals o familiars de primer grau de malalties
genetiques i/o hereditaries *

e Estudi genetic de la fibrosi quistica positiu (CFTR).

e Serologia positiva per RPR, HIV, VHB i/o VHC.

* Sd. Down (T21), Sd. Klinefelter (47XXY), Sd. Turner (45, X0), Sd. Patau (T13), Sd.
Edwards (T18), Distrofia muscular de Becker, Steinert 6 Duchenne, espina bifida, llavi
lepori, paladar fes, osteogenesi imperfecta, atrofia muscular espinal, acondroplasia,
fibrosi quistica, Diabetis tipus | o Il, metabolopaties congenites, hemocromatosi,
deficit de 21-hidroxilasa, hemofilia, beta-talasémia, trombofilia, trastorn bipolar,
epilépsia, suicidi, corea de Huntington, Esquizofrénia, Sd. X fragil, cancer de mama,

ovari i colon, retinoblastoma, neurofibromatosi i miopia magna.

e Contraindicacions mediques de la donacio d’ovocits:
e Contraindicacio pel tractament inductor de I'ovulacio.
® No presentar una previsible suficient capacitat de resposta al
tractament d’hiperestimulacio ovarica controlada.

® Masses annexals quistiques 6 solides no funcionals.
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5.3. ESTUDI DIAGNOSTIC D’ESTERILITAT

La bateria rutinaria de proves diagnostiques i terapeutiques realitzades a totes les
dones de I'estudi per tal de fer el diagnostic d’esterilitat, descartar contraindicacions

i procedir al tractament de FIV van ser les segiients:

e Analitica general amb estudi de la funcio ovarica:
o hemograma, bioquimica, coagulacio.
o determinacio hormonal en primera fase del cicle: FSH, LH, E2, PRL, TSH
i T4l.
o serologies: RPR, HIV, VHB i VHC.
® Ecografia transvaginal.
e Histerosalpingografia postmenstrual (en funci6 de les alteracions
presumibles).
® Puncié fol.licular: Per tal d’aspirar el liquid fol.licular d’ambdéds ovaris i

procedir a I'obtencio dels ovocits.

En les pacients del nostre estudi aquestes proves van servir a més per valorar que es
complien els criteris d’inclusio i per descartar la preséncia de criteris d’exclusié. En
cas de diagnosticar alteracions analitiques 6 qualsevol altra patologia ginecologica
qgue pogués o no interferir sobre el resultat gestacional, es va procedir al

corresponent estudi i tractament.

5.3.1. Protocol experimental

Les determinacions que es van afegir per tal de dur a terme el protocol experimental

van ser les seglients:
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e Quantificacio de I'expressid dels receptors tiroidals TR en les isoformes TRa1,
TRa2 i TR, dels gens ADRS2, GREM1, HAS2, PTGS2 i de les deiodinases DIO1-
DI02-DI03, en cel.lularitat cervical i en les cel.lules de |la granulosa obtingudes

durant la puncio fol.licular.

5.4. RUTINA D’ESTUDI DE LA DONANT D’OVOCITS

La bateria habitual de proves i tractaments medics realitzats en el nostre centre en
aquestes dones per tal de descartar contraindicacions, comprovar la normalitat de la

funcio reproductora i procedir a la donacioé ovocitaria van ser els seglients:

Analitica general:
o hemograma, bioquimica, coagulacio, cariotip, estudi genétic de la
fibrosi  quistica (CFTR).
o serologies: RPR, HIV, VHB i VHC.
e Ecografia vaginal.
e C(Citologia cervical.
® Puncié fol.licular: Per tal d’aspirar el liquid fol.licular d’ambdéds ovaris i

procedir a I'obtencio dels ovocits.

En les dones de I'estudi aquestes proves van servir a més per valorar que es complien
els criteris d’inclusié i descartar la presencia de criteris d’exclusié. En cas de
diagnosticar alteracions analitiques ¢ altra patologia ginecologica es va procedir al

seu estudi i corresponent tractament.
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5.4.1. Protocol experimental

Les exploracions que es van afegir per tal de dur a terme el protocol experimental

van ser les seglients:

e Determinacié hormonal en primera fase del cicle: FSH, LH, E2, PRL, TSH i T4l.
Quantificacio de I'expressid dels receptors tiroidals TR en les isoformes TRa1, TRaZ2 i
TRp, dels gens ADRS2, GREM1, HAS2, PTGS2 i de les deiodinases DIO1-DIO2-DIO3 en
cel.lularitat cervical, endometrial i en les céel.lules de la granulosa obtingudes durant

la puncid fol.licular.

5.5. PROTOCOL DE TRACTAMENT INDUCTOR DE L’OVULACIO

Tant en el cas de les dones tributaries a FIV/ICSI (injeccid intracitoplasmatica) com en

les donants es va realitzar I'anomenat protocol amb antagonista.

L’inici del tractament va ser determinat pel dia proposat de puncié fol.licular. Un cop
seleccionada aquesta data es va programar una menstruacid a les dones d’ambdds

grups mitjancant anticonceptius orals.

Entre el segon i cinqué dia de la menstruacid, coincidint amb el dotze dia previ a la
puncid prevista es va iniciar I'autoadministracié subcutania de FSH recombinant i/o
urinaria £ LH recombinant o urinaria a dosis ajustades en funcié de la previsible
capacitat de resposta (150-450Ul FSH + 0-150Ul LH dosi minima i maxima

respectivament).

Els dies 4rt-5¢, 6e-7¢ i 8e-9¢ de I'estimulacio es van realitzar controls ecografics (3 en
total) per tal de determinar la resposta ovarica, modificant la dosi de farmac en cas

de baixa resposta o de risc d’hiperestimulacio ovarica.

A partir d’'un tamany fol.licular maxim de 14-15 mm la pacient es va autoadministrar

diariament i de forma subcutania fins el dia de la induccié de la ovulacid, un
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antagonista de la GnRH (cetrorelix/ganirelix) per tal d’evitar el pic endogen de LH i la

conseglient ovulacid espontania.

Entre els dies 9e-11¢& de I'estimulacid, quan un minim de 2-3 fol.licles van tenir un
diametre mig de 18 mm, es va procedir a I'administracié unica de 250 mcg de
coriogonadotrofina alfa recombinant (equivalent a 6500 Ul) o bé de 0,2 mg de
triptorelina (analeg agonista de la GnRH) en algunes dones amb risc
d’hiperestimulacido ovarica, per tal de desencadenar la maduracié i I'ovulacié
ovocitaria unes 36 hores després, moment en que es va programar la puncio

fol.licular.

El tractament d’estimulacio es va suspendre i la puncid fol.licular es va cancel.lar en
cas d’abséncia de resposta al tractament (<2 fol.licles preovulatoris) o en cas que es
predigués una hiperestimulacid ovarica moderada-severa, moment en que es va

decidir el tractament adequat per tal de minimitzar els riscos per a la pacient.

La puncié fol.licular es va realitzar sota sedacié, per via vaginal i controlada
mitjancant ecografia. El material utilitzat va ser un equip d’ultrasonografia amb sonda
vaginal i guia, una agulla de puncié i una bomba de buit amb regulacié continua, aixi
com un bloc téermic per mantenir els tubs d’apiracié a 372. Es van puncionar tots els

fol.licles visibles de més de 13 mm de diametre en presencia del bioleg assignat.

Aprofitant I'efecte de I'anestéesia a la que estaven sotmeses, previament a la puncié
fol.licular es va realitzar citologia cervical a totes les dones i biopsia d’endometri

mitjancant canula d’aspiracié a totes les donants.

La cel.lularitat endometrial i cervical va ser processada en tubs separats i

posteriorment va ser congelada en el laboratori a -80°C.

L'aspirat fol.licular va ser traslladat al laboratori d’embriologia en condicions optimes
de temperatura i asepsia on es va procedir a I'aillament cel.lular i a la catalogacio de
I'ovocit en funcié del seu estat de maduracid nuclear i de I'aspecte de la corona-

cumul. Un cop els ovocits van ser classificats, van ser mantinguts en cultiu en estufa

126



SUBJECTES | METODES

de CO, i a 372C durant unes hores fins a la seva inseminacié 6 microinjeccid. El liquid

sobrant va ser centrifugat i el sobrenadant congelat al laboratori a -802C.

L'aportacio de les donants d’oocits va acabar aqui, moment en que es va donar per
finalitzat el seu tractament, procedint a una revisid ginecologica 2-3 setmanes

posteriors en cas que no s’hagués presentat cap incidéncia.

En el cas de les pacients de FIV/ICSI la transferéncia d’embrions es va dur a terme
mitjangant una ecografia transabdominal, en un ambient esteril unes 48-72 hores
després de la puncié. Es van transferir tal i com recomana la llei un maxim de 3
embrions, congelant-ne la resta en cas d’excedents. Per a la realitzacié de la
transferéncia, abans de la introduccio del catéter a nivell del fundus endometrial per
via transcervical es van fer rentats vaginals amb serum, aspiracié del moc cervical i
aplicacio del medi de cultiu a nivell cervical per facilitar la viabilitat dels embrions.
Posteriorment a la transferéncia, les pacients van fer un minim de 30 minuts de repos

en decubit supi seguits de 48 hores de repos relatiu.

El suport de la fase IUtea es va realitzar mitjancant I'administracid via vaginal de 200
mg de progesterona micronitzada cada 12 hores, que s’inicia 2 dies abans i es dobla
la dosi a partir del dia de la transferencia. Aquest tractament es va perllongar fins a

les 10-11 setmanes de gestacio en cas de resultat favorable.

El diagnostic de gestacié va ser realitzat amb una determinacioé sérica de B-hCG 12
dies posteriors a la transferencia. Es va considerar positiu quan aquest va ser igual o
superior a 50 mUI/mL. En aquests casos es va realitzar una ecografia a les 7 setmanes
d’amenorrea. Es va diagnosticar |'existeéncia de gestacidé evolutiva només quan a
I'ecografia es va veure almenys un sac embrionari, independent de la seva

localitzacio, amb embrid i batec positiu.
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Figura 7. Distribucio de les dones avaluades en ambdues cohorts

82 dones
incloses
41 estérils 41 fertils
Alter, tiroidal: 2 Alter, tiroidal: 1
Motius econdmics: 2 Estimulacié Gesta.: 1/Canvisexe: 1 Estimulacié
Separacio6: 2 ovarica: 34 Rebuig donacié: 6 ovarica: 26
Motius laborals: 1 No receptora: 6

No resposta
estimulacié: 3

No resposta

estimulacié: 1 Puncions: 23

Puncions: 33

Diagrama descriptiu dels subjectes inclosos i exclosos, motiu d’exclusio i nombre de

puncions finals realitzades en cada cohort.

Com mostra la figura 7, de les 41 dones esterils incloses se’n van descartar 2 per
alteracions de la funcid tiroidal, mentre que 5 van desestimar el tractament de FIV
per voluntat propia (2 per motius economics, 2 per separacié de la parella i 1 per
motius laborals). De les 34 estimulacions ovariques realitzades, una no va obtenir

resposta suficient per arribar a la puncié fol.licular.

De la cohort de dones fertils, 41 en total, una va ser descartada per alteracions de la
funcio tiroidal, una per gestacié i una per canvi de sexe. 6 donants van rebutjar la
donacid i altres 6 no van tenir receptora adjudicada en el moment de finalitzar el
periode d’estudi. De les 26 induccions de I'ovulacié iniciades en aquest grup hi va
haver 3 casos que no van respondre suficientment com per procedir a la puncié

fol.licular.
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5.6. PARAMETRES EXPERIMENTALS

Es van centralitzar totes les mostres al Laboratori de Recerca de I'ldIBGi (Institut
d'Investigacié Biomédica de Girona Dr. Josep Trueta) dirigit pel Dr. José Manuel

Fernandez-Real.

5.6.1. Creacio de la seroteca

L’extraccid de sang es va realitzar durant la primera fase del cicle menstrual abans
d’iniciar qualsevol tractament hormonal, en totes les participants de |'estudi.
L’extraccio sanguinea de les donants i la centrifugacié de les respectives mostres es
va realitzar al Centre d’Analisi Girona (CAGI), mentre que la de les dones estérils es va
realitzar a 'Hospital de Dia del Servei d’Endocrinologia de 'HUGDJT (UDEN). De cada
dona es van extreure 4 tubs de 5 ml (dos de serum i dos de plasma/EDTA) que van ser
inmediatament centrifugats (1600g, 10 min, 42C). Aquest procediment aconsegueix la
separacio del sobrenadant (serum i plasma respectivament) de la fraccié cel.lular. La
fraccio cel.lular del tub de plasma queda constituida per dos seccions: una primera
part superficial de grans cel.lules nucleades (limfocits, monocits i macrofags,
d’aspecte blanc-vermellds) i una segona seccié formada pels eritrocits. Tant el plasma
com el sérum van ser congelats en Eppendorfs de 1.5 ml. De cada tub de plasma es
va aliquotar també el Buffy coat (la primera fracci6 formada per les cel.lules

nucleades, ric en DNA) i congelar a -802C.

5.6.2. Determinacions sériques

Les determinacions seriques de FSH (mUl/mL), LH (mUl/mL), 17-B-estradiol (pg/mL),
TSH (Ul/mL), TAL (ng/dl), T3L (nmol/L), PRL (ng/mL) i BhCG (mUI/mL) de totes les

participants, es van realitzar el mateix dia mitjancant tecniques
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d’electroquimioluminiscencia (ECLIA) amb I'aparell Modular E170 (Roche, Espafia) al

Laboratori Clinic de I’'Hospital Universitari de Girona Doctor Josep Trueta.

5.6.3. Recol.leccid del liquid fol.licular i aillament de cél.lules de la granulosa

El liquid fol.licular dels subjectes sotmesos a puncid fol.licular va ser recollit en tubs.
Un cop separats els ovocits es va reagrupar el contingut dels multiples fol.licles de
cada pacient de forma individual, descartant el liquid hematic. Els tubs van ser
centrifugats a 1000 g durant 3 minuts. El pellet resultant, ric en cél.lules de la
granulosa, va ser resuspes en RNA later (QIAgen, EUA) aixi com el liquid sobrenadant,
i posteriorment van ser congelats a -802C fins el posterior processament en el

Laboratori de Recerca de I'ldIBGi.

Les determinacions hormonals en liquid fol.licular es van dur a terme conjuntament
el mateix dia, mitjangant tecniques d’electroquimioluminiscéncia (ECLIA) amb un
aparell Modular E170 (Roche, Espafia) al Laboratori Clinic de I'Hospital Universitari de

Girona Doctor Josep Trueta.

La determinacié de I'expressié geénica de TRal, TRa2, TR, ADRS2, GREM1, HAS2,
PTGS2 i de les deiodinases D1-D2-D3 es va realitzar mitjangant la tecnologia Tagman

Real Time PCR al Parc Cientific Tecnologic.

5.6.4. Recol.leccid i aillament de cel.lules endometrials i cervicals

Una biopsia d’endometri de totes les donants (obtinguda mitjangant canula
d’aspiracio de Cornier de 3 mm de diametre), i una citologia cervical de totes les
dones (realitzada només a exocervix, mitjancant espatula de Ayre) van ser
obtingudes inmediatament abans de la puncio fol.licular, dipositades en tubs amb

serum fisiologic i centrifugades a 1000 g durant 3 minuts. El pellet resultant va ser
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resuspes en RNA later (QlAgen, EUA) i posterioment conservat a -809C fins el

moment del seu processament al Laboratori de Recerca de I'ldIBGi.

La determinacio de I'expressio de TRal, TRa2, TRS, ADRS2, GREM1, HAS2, PTGS2 i de
les deiodinases D1-D2-D3 es va realitzar mitjangant la tecnologia Tagman Real Time

PCR al Parc Cientific Tecnologic.

5.6.5. Extraccio de ’'RNA

El primer pas per I'extraccié de 'RNA de les mostres obtingudes va consistir en la

col.locaciod en la nevera per tal de procedir a una descongelacio lenta.

Les mostres descongelades van ser centrifugades a 6000g a 4°2C durant 10°.
Posteriorment es va rebutjar el sobrenadant per tal de sustreure I'RNA later (QlAgen,
EUA) afegit abans de la congelacié. Es va agregar a cada alicuota 600 pl de QIAzol®
Lysis Reagent (QlAgen, EUA) fred i es va vortejar durant 10s. El Q/Azol/® és una barreja
comercial de guanidina, tiocianats, fenols i alcohols que condiciona la degradacio de
les cel.lules permetent I'extraccio del material nucleic integre. El QlAzol® estabilitza el
DNA i I'RNA, inactivant les nucleases que podrien degradar-los. Dins d’aquest solvent
i mitjangant I’Gs d’un homogenitzador (Ultraturrax Werke®; Londres) es va triturar la

mostra a nivell subcel.lular (>20000 rpm durant 20-40s).

Després d’un periode de repos de 5 minuts es va afegir 200uL de cloroform a la
solucid i es va vortejar durant 15s. A continuacio la solucié es va centrifugar per un
periode de 15 minuts a 42 i 1200g. D’aquesta manera la barreja perd la seva
homogeneitat i acaba mostrant tres fases clarament diferenciades de les quals, la
fase superior completament incolora d’aspecte aquds, és la que conté I'RNA dissolt.
Una segona interfase blanca constituida en la seva totalitat pel DNA, i una hipofase
vermellosa inferior amb restes cel.lulars i proteines. Aquesta primera fase d’uns ~600
puL es va transferir a un nou Eppendorf® estéril on es va barrejar amb un volum

equivalent d’etanol absolut, fred i esteril.
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Després de vortejar vigorosament la barreja és possible que el material genomic
contingut en la solucid comenci a ser visible degut a la desnaturalitzacié de les
cadenes de RNA: cal mantenir-lo dissolt abans de passar la solucid per la RNeasy®
Mini Spin column, una columneta cromatografica col.locada a un tub de centrifuga de
2mL. Van seguir una serie de rentats i centrifugacions a 8000g durant 15seg a t2
ambient. Els tampons comercials que inclou el kit (Buffer RPE i RW1) n’asseguren un
rentat complert de restes lipidiques, proteiques i/6 fenoliques per tal d’aconseguir
una puresa optima. Una ultima centrifugacid a maxima velocitat (14000g) de 2 min
garanteix la deshidratacio de la membrana, encara amb I'RNA adherit. Finalment es
va transferir la columna final a un nou tub de col.leccié esteril correctament etiquetat
i amb tap, i es va eluir 'RNA passant 50uL d’aigua RNase-free directament a través
del centre de la membrana i centrifugant a 8000g 1 min (RT). Es va repetir el procés
una segona vegada amb els mateixos 50 pL d’aigua per tal de maximitzar-ne la

concentracio i assegurar |'eficiencia de I'extraccié.

La puresa i concentraci6 del RNA obtingut s’estima mitjangant metodes
espectrofotometrics. El NanoDropTM (Thermo Fischer Scientific; Wilmington) permet
valorar de forma precisa la concentraciéo de RNA de la solucié final i la seva puresa a
través dels espectres d’absorcié a una longitud d’ona de 260 nm. Un Bioanalitzador
(BioanalyzerTM, Agilent Technologies; Santa Clara, EUA) és una plataforma
microfluidica util per quantificar el grau de la degradacié del material genomic
obtingut. Es basa en la preséncia relativa de les principals subunitats ribosomals, la

18Sila 28S, ambdues molt abundants, per valorar la integritat de la mostra.

Entre I'obtencié del RNA i la retrotranscripcio es va procedir a I’eliminacié d’aigua per
tal de concentrar la mostra. Aquest procediment es va aconseguir centrifugant les

mostres al buit durant 30’ a 452C.
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Figura 8. Diagrama de la integritat del RNA
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Ovarall Results for sample 2 : Cods Ovarall Results for sample 11 : RNAsang 1611
RMNA Area: 1,300.0 RIMA Auea 233.7

RNA Concentration: 675 noul RMA Concentration: 121 nafid

rRMA Ratio [28% f 18] 1.3 rRNA Ratio [28s / 18s]: 1.0

RNA Trtegr b (RIND: 8.8 (B.02.05) RNA Integrity Number (RIN): 6.8 (B.02.05)

Result Flagging Color: Result Flagaing Color: [ 1

Result Flagging Label RIN: 8.80 Result Fla "B RIN: 6.80

Fragment table for sample 2 ; Cod46 Fragment table for sample 11 : RNAsang 1611

Name Start Time [s] End Time [s] Area % of total Area Name Start Time [s] End Time [s] Area % of total Area
185 973 4z 08 2536 19.5 1a8s 39.63 41.95 275 11.8
285 45 81 a9 02 3385 26.0 zas as.87 a8 24 256 11.4

Exemple del diagrama que proporciona el Bioanalyzer® representant la integritat de
I’'RNA d’una solucié aquosa. Els pics corresponen a la preséncia de les subunitats
ribosomiques 18S i 28S i, la base dels mateixos, un marcador de la integritat general
de I'RNA. El RNA Integrity Number (RIN) es calcula a partir dels darrers i es considera
optim pels analisis d’expressio génica per sobre de 7.5. Al costat de cada grdfica, una

representacio digital del que seria I’equivalent en bandes d’un gel d’agarosa.

5.6.6. Retrotranscripcio de ’'/RNA

Tot i I'abséncia de RNAses, I'RNA en solucié aquosa és extremadament labil. Els cicles
de congelacié i descongelacido comporten la formacié de cristalls que poden
fragmentar les seqiiencies dels oligoribonucleotids i reduir la presencia real de les
mateixes a I’hora de I'analisi per RT-PCR. Donada I'extremada sensibilitat de la RT-
PCR, aquest fenomen lligat a la naturalesa estructural de cada seqliéncia pot derivar
en resultats i interpretacions erronies. El més indicat per evitar aquest error és

rebutjar qualsevol mostra de RNA despres del 3r cicle de congelacié/descongelacio.

L’alternativa més adequada per allargar el temps de vida util d’aquests tipus de
mostres és la retrotranscripci6 del RNA missatger (mRNA) a cDNA, DNA
monocatenari, sintetitzat a partir dels mRNAs en suspensid perd més estable, que

aguanta ben bé fins a 10 cicles de congelacié/descongelacié. Amb aquesta finalitat,
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kits comercials com el High Capacity® cDNA Archive Kit (Applied Biosystens;
Dinamarca) permeten, mitjangant I'Us d’encebadors aleatoris, nucleotids Iliures i una
retrotranscriptasa termosensible, la conversid de tots els mMRNAs a cDNAs. Aquests
primers aleatoris n’asseguren la sintesi de cDNA a partir de qualsevol especie de
MRNA existent a la mostra. Al final del procés, totes i cada una de les seqliencies de

RNA missatger hauran estat transformades a cDNA.

D’aquesta manera per retrotranscriure 50uL de mostra amb 0.1-10 pug de RNA pur a
concentracions entre 0.002 i 0.2 pg/uL, es realitza una MIX (50uL/mostra) amb
components del kit, sempre treballant sobre gel i en condicions estérils. Aquests
reactius sén un tampd adient per promoure la retrotranscripcié (10x Reverse
Transcription Buffer, 10 uL), la solucié de desoxiribonucloeotids lliures (25x dNTPs,
4ul), una solucid d’encebadors aleatoris (10x Random Primers, 10 ul) i la
retrotranscriptasa, normalment de naturalesa virica (MultiScribeTM Reverse
Transcriptase, 50U/ul, 5ul). Finalment s’enrasara la soluci6 amb 21ulL d’aigua
destil.lada RNAsa-free i es barrejaran les 2 solucions, els 50uL de mostra amb els 50

uL de MIX, per obtenir 100uL d’una solucid de 0.1-10ug de cDNA pur.

La reaccié de retrotranscripcié consta de 2 etapes, una de melting o associacié de
seqliencies complementaries (encebadors amb molecules de mRNAs) de 10 min a
25°C i una altra d’elongacio de sequéncies i degradacio de molecules de mRNA
dirigida per l'acci6 de les retrotranscriptases a 372C durant 120 min. La
retrotranscriptasa degrada les mol.lecules de RNA a mesura que les retrotranscriu a

la meitat de la concentracié de I’'RNA inicial.

5.6.7. Analisi de I’expressio géenica via Real-time PCR

L’analisi dels nivells d’expressié genica en cel-lules i teixits és, un cop optimitzada, un
eina molt util per la caracteritzacid cel-lular a nivell molecular. Gracies a que el

sistema es fonamenta en la multiplicacio de seqiiéncies, representa una técnica
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extremadament sensible que permet la determinacié de petits canvis a nivells

d’expressié molt baixos.

La RT-PCR permet estimar els nivells d’expressio relatius d’un gen determinat. Cada
assaig té una sonda Unica especifica per un gen determinat i situada al mig d’un
amplicé (la seqiiéncia, especifica pel gen estudiat, amplificada entre ambdds

encebadors).

També pot fer-se Us del fluorocrom comercial Sybr® Green (Applied
Biosystems,Darmstadt) que, com que només emet fluorescéncia quan les molecules
de DNA polimeritzen, facilita la monitoritzacio de les duplicacions d’un gen problema

al llarg del temps.

La PCR quantitativa es realitza en un termociclador amb capacitat de fer incidir sobre
cada mostra un feix de llum d’unalongitud d’ona determinada i de detectar la

fluorescéncia emesa pel fluorocrom excitat.

Cada mostra de cDNA sintetitzada a partir de I'RNA extret es diluira a una
concentracié constant per tal de carregar amb 11.25uL de solucié entre 10-100ng de
cDNA. A cada pouet s’aplicaran a continuacié 13.75ulL d’una MIX constituida per
12.5uL de TagMan® PCR Master Mix (solucié prefabricada per AB amb la totalitat de
components necessaris per dur a terme I'amplificacié génica, menys els encebadors) i
1.25MI de Il'assaig o combinacié de primers (i sonda) necessaris segons el gen

estudiat.

La integritat de I’ADN, l'eficiencia enzimatica i altres factors poden conduir a una
variabilitat que condueixi a un error en la quantificacié. Per aguest motiu s’han
desenvolupat sistemes d’estandaritzacid, com per exemple la quantificacié relativa
del gen d’estudi respecte a un altre anomenat ‘normalitzador’, que se selecciona
degut a la seva expressio constant. D’aquesta manera, efectuant en cada experiment
la medicid dels gens d’interés i dividint-los per I'expressido del gen normalitzador

seleccionat, és posible comparar els primers.
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En aquest cas concret es va seleccionar com a normalitzador la Ciclofilina A
(Cyclophilin A,PPIA; RefSeq. NM_002046.3). Les ciclofilines (Cyp40) sén proteines que
s’uneixen a la ciclosporina i actuen com a immunosupressors. Tenen sobretot
activitat isomerasa peptidil-prolil és a dir, catalitzen la isomeritzacié de I'enllag
peptidic per formar enllagos cis a partir dels enllagos trans dels residus prolina,
facilitant el replegament proteic. Actuen essencialment com a proteines xaperones.
En el cas de la isomerasa peptidil-prolil A (CypA o PPIA) humana parlem d’una
proteina citosolica que combina un full beta amb 2 hélix alpha, interacciona amb la
ciclosporina A i inhibeix la fosfatasa depenent dels complexes Ca2+/calmodulina. En
gualsevol cas, s’estima que la seva expressio és constitutiva i relativament constant,
independent de I'estat metabolic de les cél-lules, especialment util en I'estudi dels
canvis en els patrons d’expressid. Aixi doncs, per cada determinacié s’analitzara el

control endogen.

El procés de la PCR consisteix en una serie de canvis de temperatura que es
repeteixen 45 vegades anomenats cicles téermics (Cts). Cada cicle térmic té un minim
de 3 etapes: la primera, al voltant dels 952C, permet la separacio dels acids nucleics
de doble cadena, el segon a una temperatura al voltant dels 50-60°C, permet
I'alineacio dels encebadors al motle d’ADN; i el tercer a 68-72°C, facilita la

polimeritzacié per part de I’ADN polimerasa.

De la sigmoidal resultant al llarg de 40 cicles d’amplificacio (o cicles térmics, Ct)
podem deduir un nivell d’expressid per gen i assaig, a partir dels cicles necessaris per
assolir un llindar de fluorescencia determinat (o threshold), definit normalment entre
el valor de fluorescencia maxim que assoleix la sigmoidal i el de la fase de creixement
exponencial. El valor Ct son els cicles necessaris per assolir aquest llindar i depén de
la quantitat inicial del transcrit analitzat de forma que, a més transcrit a la solucio
inicial (més expressid d’'un gen determinat), menys Ct sdn necessaris per assolir
aquest llindar. L’ACt es calcula com la diferéncia entre el Ct del gen problema i el Ct

del control endogen o gen de referéncia en una mateixa mostra. Els valors
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representatius de |'expressié normalitzada dels diferents gens estudiats per cada

mostra s’obtenen mitjancant la formula 2% (Livak and Schmittgen 2001).

Figura 9. Amplificacio dels transcrits de cDNA

Delta Rn vs Cycle

1.0e+001

1.0e+000

Delta Rn

1.0e-001

1.0e-002

12 3 45 6 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Number
| 1 I 2 I 1 | 4 | 5 I & I 7 I a I a I 0 I

Corbes sigmoidals Cts vs. Fluorescencia per I'amplificacid dels transcrits cDNA d’un
control endogen PPIA (1) i d’'un gen diana, en aquest cas I’ACC (2), per un seguit de
mostres obtingudes a partir de I’'RNA, en aquest cas extret del teixit adipds de
diversos pacients. Pels 2 assajos utilitzats, un threshold de 1.0 i un cicle inicial valid a
partir de 18 cicles (3), resumeixen les condicions adients per I'analisi. Cal destacar la
poca dispersio de les corbes mostra/pacient pel control endogen respecte a les del

gen diana, tot i haver-ne carregat la mateixa quantitat de cDNA de partida (4).

Canvis relatius entre mostra (entre individus, teixits o tractaments) respecte al
control endogen son determinats més tard a través de la férmula 2-ACt segons les
indicacions del proveidor (Livak and Schmittgen, 2001), de forma que els valors
d’expressié son expressats finalment com a ratio d’expressid relativa respecte a

I’expressio del control endogen, en aquest cas PPIA.
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5.6.8. Kits, reactius i assajos comercials. Equipament

Taula 1. Assajos comercials desenvolupats i testats per Applied Biosystems (AB) per

realitzar analisis d’expressido genica mitjancant la tecnologia TagMan® (primers i

sondes)

TagMan® Gen Seq. de referéncia
Hs99999904_m1 PPIA NM_002046.3
Hs00153133_m1 PTGS2 NM_000963.2
Hs00193435_m1 HAS2 NM_005328.2
Hs01879841 sl GREM1 NM_001191322.1

NM_001191323.1
NM_013372.6
Hs00240532_s1 ADRp2 NM_000024.5
Hs01554724 m1l DIO1 NM_213593.3
Hs00988260_m1 DIO2 NM_001007023.3
NM_001242502.1
Hs00956431_s1 DIO3 NM_001362.3
Hs00230861_m1 THRB NM_000461.4
NM_001128176.2
NM_001128177.1
NM_001252634.1

Taula 2. Parelles d’encebadors per I'analisi via SybrGreen® (primers i Sybr® Green, un

fluorocrom especific pel marcatge del ssDNA sintetitzat de novo)

Sybr® Green Forward/Reverse Primers
THRal 5’-GTTCCCAGGACCCCATCCT/GGGTGAGTTGAGGGCATCTTC-3’
THRa2 5’-GGCCCCAACTCAAGTGTCAC/CTTGGGAAACAGACTCATGCC-3’
PPIA 5’-CAAATGCTGGACCCAACACAA/CCTCCACAATATTCATGCCTTCTT-3’
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5.7. VARIABLES ANALITZADES

5.7.1. Variables personals

= Edat en el moment de la puncid. Anys. Variable discreta.

= Pes. Kg. Variable continua. (2 decimals).

= Alcada. Metres. Variable continua. (2 decimals).

» fndex de massa corporal (IMC). Kg/m?2. Variable continua. (2 decimals).

= Tabaquisme. Qualsevol quantitat. Binaria.

= Nombre de fills previs de la dona. Discreta.

= Nombre d’avortaments espontanis. Discreta.

* Nombre d’avortaments voluntaris. Discreta.

» Antecedents personals (sense interés, endocrinologics, quirurgics ginecologics,
infecciosos, altres). Variable categorica.

* |ndicacid principal de la FIV (factor ovulatori, tubaric, endometriosi, esterilitat
d’origen desconegut, altres). Variable categorica.

= Tractament meédic (agonistes dopaminergics, farmacs antitiroidals,
betabloquejants, corticoids, insulina, liti, amiodarona, perclorat, tiocianat, cap dels
anteriors, altres). Variable categorica.

= Determinacio de I'index de FSH en la darrera determinacié analitica realitzada el
2n-5é dia del cicle. mUI/mL. Continua. 2 decimals.

= Determinacio de I'index de LH en la darrera determinacié analitica realitzada el 2n-
5é dia del cicle. mUI/mL. Continua. 2 decimals.

= Determinacié de I'index de 17-B-estradiol (E2) en la darrera determinacié analitica
realitzada el 2n-5é dia del cicle. pg/mL. Continua. 2 decimals.

= Determinacié de I'index de TSH en la darrera determinacié analitica realitzada el
2n-5é dia del cicle. (Ul/mL). Continua. 2 decimals.

= Determinacié de I'index de T4L en la darrera determinacié analitica realitzada el

2n-5é dia del cicle. (ng/dl). Continua. 2 decimals.
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* Determinaci6 de l'index de PRL en la darrera determinacid analitica realitzada el
2n-5é dia del cicle. (ng/ml). Continua. 2 decimals.

= Determinacio de I'index de FSH en el liquid fol.licular obtingut el dia de la ovulacié.
mUIl/mL. Continua. 2 decimals.

= Determinacio de I'index de LH en el liquid fol.licular obtingut el dia de la ovulacié.
mUI/mL. Continua. 2 decimals.

= Determinacio de I'index de TSH en el liquid fol.licular obtingut el dia de la ovulacié.
(Ul/mL). Continua. 2 decimals.

= Determinacio de I'index de T4L en el liquid fol.licular obtingut el dia de la ovulacié.
(ng/dl). Continua. 2 decimals.

= Determinacio de I'index de T3L en el liquid fol.licular obtingut el dia de la ovulacié.
(ng/dL). Continua. 2 decimals.

= Determinacio de I'index de PRL en el liquid fol.licular obtingut el dia de la ovulacié.
(ng/ml). Continua. 2 decimals.

= Expressié de deiodinasa DIO1, DIO2 i DIO3 en cel.lules endometrials. Continua. 5
decimals.

= Expressio de deiodinasa DIO1, DIO2 i DIO3 en cel.lules cervicals uterines. Continua.
5 decimals.

= Expressié de deiodinasa DIO1, DIO2 i DIO3 en cel.lules de la granulosa fol.liculars
ovariques. Continua. 5 decimals.

» Expressi6 de TRal, TRa2, TRS i ratio TRal:TRa2 en cel.lules endometrials.
Continua. 5 decimals.

» Expressié de TRal, TRa2, TRf i ratio TRal:TRa2 en cél.lules cervicals uterines.
Continua. 5 decimals.

» Expressié de TRal, TRa2, TR i ratio TRal:TRa2 en cél.lules de la granulosa
fol.liculars ovariques. Continua. 5 decimals.

» Expressiéd dels gens GREM1, HAS2, PTGS2 i ADRS2 en cel.lules endometrials.

Continua. 5 decimals.
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= Expressid dels gens GREM1, HAS2, PTGS2 i ADRS2 en cél.lules cervicals uterines.
Continua. 5 decimals.
Expressid dels gens GREM1, HAS2, PTGS2 i ADRpS2 en cel.lules de la granulosa

fol.liculars ovariques. Continua. 5 decimals.

5.7.2. Variables de resultats

» Puncid cancel.lada. Binaria.

» Motiu de cancel.lacié de la puncié (peticio propia, baixa resposta, risc
d’hiperestimulacio ovarica, altres). Categorica.

= Transferencia cancel.lada. Binaria.

= Motiu de cancel.lacié de la transferéncia (peticid propia, risc d’hiperestimulacié
ovarica, no obtencié d’ovocits madurs, endometri discordant, altres). Categorica.

= Dosi total FSH (Ul) rebuda. Discreta.

= Dositotal LH (Ul) rebuda. Discreta.

* Induccio de I'ovulacié amb agonista GnRH/hCG recombinant. Categorica.

= Nombre de fol.licles superiors a 14 mm en el darrer control fol.licular. Discreta.

= Nombre d’ovocits obtinguts. Discreta.

= Nombre d’ovocits Ml obtinguts. Discreta.

= Nombre d’embrions obtinguts. Discreta.

= Nombre de transferéncies realitzades en un sol cicle. Variable discreta.

= Nivells de BhCG superiors o iguals a 50 mUI/mL 12 dies posteriors a la
transferencia embrionaria. Binaria.

* Nivells de BhCG superiors a 0.1 i inferiors a 50 mUI/mL 12 dies posteriors a la
transferéncia embrionaria. Binaria.

= Gestacid clinica al finalitzar el cicle, determinada per I'observaciéo d’embrié amb

batec positiu a les 7 setmanes d’amenorrea. Binaria.
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5.7.3. Variables principals de valoracio

= Expressio relativa de TRal, TRa2, TRS, GREM1, HAS2, PTGS2, ADRfS2, DIO1, DIO2 i
DIO3 en cel.lularitat endometrial, cervical i granulosa ovarica de dones fertils.
= Expressid relativa TRal, TRa2, TRS, GREM1, HAS2, PTGS2, ADRS2, DIO1, DIO2 i

DIO3 en cel.lularitat cervical i granulosa ovarica de dones esterils.

5.7.4. Variables secundaries de valoracio

= Pronostic reproductiu basat en el nombre de fol.licles >14mm en el darrer control
fol.licular, nombre d’oocits, nombre d’oocits MIl, embrions, gestacié bioquimica i
gestacié evolutiva a les 7 setmanes d’amenorrea, en funcid de I'expressié de TRal,
TRa2, TRf, GREM1, HAS2, PTGS2, ADRf2, DIO1, DIO2 i DIO3 a nivell cervical i cél.lules
de la granulosa ovariques en el transcurs d’una estimulacié ovarica per fecundacio in
vitro, en una poblacié femenina esteril.

= Pronostic reproductiu basat en el nombre de fol.licles >14mm en el darrer control
fol.licular, num oocits, num oocits MIl, embrions, gestacid bioquimica i gestacid
evolutiva (de la receptora) a les 7 setmanes d’amenorrea, en funcié de I'expressid de
TRal, TRa2, TRS, GREM1, HAS2, PTGS2, ADRS2, DIO1, DIO2 i DIO3 a nivell cervical,
endometrial i cel.lules de la granulosa ovariques en el transcurs d’una estimulacio

ovarica per fecundacié in vitro, en una poblacié femenina donant d’oocits.

5.9. ANALISI DELS RESULTATS

S’han inclos un total 82 dones, a 56 de les quals se’ls ha practicat 33 cicles
d’hiperestimulacio ovarica controlada per fecundacié in vitro, mentre que a 23, se’ls
ha realitzat un protocol d’hiperestimulacié ovarica per tal de procedir a la donacio

d’ovocits.
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La taxa de gestacié en el grup esteril ha estat del 38%, amb 13% de gestacions

ectopiques, 6% d’avortaments i 19% de gestacions evolutives.

Pel que fa al grup de donants d’oocits, hi ha hagut un 67% de gestacions entre les
seves receptores, amb un 10% d’avortaments i 57% de gestacions evolutives més

enlla de les 7 setmanes.

5.10. SISTEMES D’EMMAGATZEMAMENT | ORGANITZACIO

Totes les variables cliniques d’ambdds grups aixi com les determinacions seriques,
tissulars i els resultats reproductius s’han recollit i codificat en un arxiu especific de
base de dades Excel, gracies al qual posteriorment s’ha pogut analitzar i processar

estadisticament mitjancant el paquet estadistic SPSS per a Windows.

5.11. TECNIQUES DE DEPURACIO

S’han utilitzat regles de validacié per definir els valors introduits en el programa de
dades Excel. S’ha realitzat una primera revisidé dels possibles errors que podrien
alterar els resultats de 'estudi. Per a depurar la base de dades s’han calculat els

seglients estadistics descriptius per a cadascuna de les variables.

- Freqliéncies absolutes de cada una de les categories o valors que pren una
variable per verificar que no hi ha cap valor fora dels valors logics de la
variable.

- El minim i el maxim (variables numeriques) per a verificar que no existeixen

valors extrems que sobrepassen o no arriben al rang logic de la variable.
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5.12. ANALISI ESTADISTIC

Abans de procedir a les comparacions entre grups, s’ha avaluat la distribucié normal i
I’'homogeneitat de variances mitjangant el test de Levene. Els resultats obtinguts per
les variables amb una distribucido normal s’expressen amb la mitjana * la desviacid
estandard (SD). Els resultats referents a variables que no segueixen una distribucio
normal estan expressades segons la mediana * rang interquartil.lic. Per comparacions
entre parelles de mostres s’ha dut a terme el test t per mostres independents, prévia
transformacié logaritmica de les variables amb una distribucid no paramétrica. La
correlacié lineal entre variables quantitatives s’ha analitzat amb models bivariables
mitjancant el test de Pearson o el test de Spearman en funcid de si la variable era
parameétrica o no. També s’han realitzat analisis de regresid mdultiple ‘stepwise’
controlant per edat i tabaquisme. Aquests models multiples tenen en compte
diverses variables independents per determinar el seu efecte en la dispersié d’una
independent. En aquests models, beta és el coeficient de regressié estandarditzat
gue permet avaluar la importancia relativa de la variable independent. L'R al cuadrat
multiplicada per cent permet expressar el percentatge de la varianga explicada per
les variables independents dels diferents models. L’analisi estadistic i els grafics han

estat realitzats amb el programa SPSS (versié 13.0; SPSS, Chicago, IL).

5.13. ASPECTES ETICS

El desenvolupament d’aquest projecte d’investigacid s’ha ajustat als principis étics
per a la investigaci6 medica sobre éssers humans establerts per la World Medical

Association en la declaracié d’Heélsinki.

En tots els casos, els subjectes d’estudi han estat informats sobre el treball
d’investigacié i han accedit a participar-hi mitjancant un consentiment informat

signat.
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Totes les determinacions analitiques i exploracions complementaries son les propies
del protocol d’estudi i seguiment de les técniques de reproduccid assistida, a
excepcio de la biopsia endometrial i la citologia cervical, motiu pel qual I’estudi no ha

suposat una sobrecarrega d’exploracions.

Per la recollida de dades s’ha creat un programa informatic que ha assegurat la
confidencialitat de les dades sense incorporar cap informacié que permeti la
identificacido de les dones. Les participants de I'estudi han estat codificades de tal

forma que no hi ha possibilitat d’identificacio fora de I'ambit de la recerca.

5.13.1. Seleccid de donants

Segons la llei 14/2006 del 26 de maig sobre técniques de reproduccid humana
assistida, les donants han de tenir una edat compresa entre 18 i 35 anys, sense
antecedents familiars de malalties de transmissié genica, un estudi fisic i psiquic dins
de la normalitat, un estudi negatiu per a malalties de transmissié sexual i un cariotip
46 XX normal. Aquestes sén sotmeses a una estimulacid ovarica i posteriorment a
una captacio oocitaria en un procés regulat per la llei, de caracter anonim i altruista,
mitjangant el qual son compensades economicament pel temps i les molésties

derivades del tractament.
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6.1. CARACTERITZACIO DE LES COHORTS

Es van estudiar 23 dones fertils i 33 esterils que van ser comparables en IMC. Les
dones esteérils van ser significativament més grans (p<0,0001) i menys freqiientment

fumadores que les dones fertils (p=0,01) (Taula 3).

Les concentracions hormonals plasmatiques van ser determinades entre el segon i el
cinque dia del cicle menstrual, en abséencia d’estimulacié hormonal. Ambdds grups
(fertil i esteril) van mostrar concentracions similars de FSH, LH, E2, TSH i T4L
periferiques, mentre que les concentracions de PRL van ser superiors en les estérils (4
dones esterils amb concentracions>25ng/ml versus 1 dona fértil) (p=0.008). Malgrat
la deteccid d’aquesta diferéncia cal dir que la mitjana de les concentracions de PRL es
van mantenir en els dos grups dins dels limits de la normalitat. Un fet a tenir en
compte és que les concentracions hormonals perifériques de 5 dones fertils es van

obtenir fora de la fase fol.licular i per aquest motiu no estan incloses a la Taula 3.

Les concentracions hormonals en liquid fol.licular van ser determinades el dia de la
puncié fol.licular, en fase periovulatoria i sota tractament d’estimulacié ovarica. Entre
ambdues cohorts totes les concentracions van ser similars a excepcié de les de LH,

que van ser inferiors en el grup de dones estérils (p<0.0001).

Taula 3. Mitjana d’edat dels subjectes, IMC, percentatge de dones fumadores i
concentracions hormonals plasmatiques i fol.liculars de les dones incloses a I'estudi,

distribuides en dos grups (fertil i estéril)

FERTIL  Mitjana+DS ESTERIL Mitjana+DS p
n n
Edat 23 26.82+4.12 33 33.64+3.20 <0.0001
(anys)
IMC 23 22.9343.24 33 22.4143.01 0.542
(kg/m?)
Tabac 19 63 33 27 0.010

(% fumadores)
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Taula 3. Mitjana d’edat dels subjectes, IMC, percentatge de dones fumadores i
concentracions hormonals plasmatiques i fol.liculars (LF) de les dones incloses a

I’estudi, distribuides en dos grups (fértil i esteéril)

FERTIL  MitjanatDS  ESTERIL  Mitjana+DS p
n n
FSH plasma 18 6.12+1.54 33 6.99+1.85 0.097
(mul/mL)
LH plasma 18 6.52+2.68 33 5.25+1.93 0.089
(mul/mL)
E2 plasma 18 57.16£71.91 33 58.90+£26.95 0.708
(pg/mL)
TSH plasma 18 1.67+£0.57 33 2.06+0.89 0.104
(Ul/mL)
T4L plasma 18 1.21+£0.12 32 1.30+0.17 0.069
(ng/dL)
PRL plasma 18 11.9947.80 32 18.03+7.27 0.008
(ng/mL)
FSH LF 20 7.02+2.72 32 7.71+£2.91 0.401
(muUl/mL)
LH LF 21 3.60+2.15 33 0.95+1.18 <0.0001
(mul/mL)
TSH LF 20 1.62+0.56 31 1.90+0.72 0.146
(Ul/mL)
T4L LF 20 1.22+0.12 32 1.24+0.18 0.675
(ng/dL)
T3LLF 20 3.19+0.28 32 3.1710.30 0.831
(nmol/L)
PRL LF 20 30.58+14.52 32 36.68+14.88 0.153
(ng/mL)

Al comparar les concentracions de FSH, TSH i T4L entre sang periférica i liquid
fol.licular es va observar que eren similars en ambdds compartiments i en els 2 grups
de subjectes. En canvi, les concentracions de LH van ser inferiors al liquid fol.licular
en relacio al plasma, i les de PRL superiors, tant en el grup fertil com en el grup esteril

(Taula 4).
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Taula 4. Diferéncies entre concentracions de les hormones analitzades en plasma i

liquid fol.licular, en les dones esteérils, fértils i en tots els subjectes

n MitjanatDS MitjanatD$S p
L.FOL.LICULAR PLASMA

ESTERILS FSH (mui/mL) 32 7.71£2.91 6.99+1.85 0.221
LH (mui/mi) 33 0.95+1.18 5.25+£1.93 <0.0001
TSH (ui/mL) 31 1.90+0.72 2.06+0.89 0.520
TAL (ng/du) 32 1.24+0.18 1.30+0.17 0.55
PRL (ng/mL) 32 36.68+14.88 18.0317.27 <0.0001

FERTILS FSH (mui/mL) 18 7.02+£2.72 6.12+1.54 0.248
LH (mui/mi) 18 3.60£2.15 6.52+2.68 0.03
TSH (ui/mL) 18 1.62+0.56 1.67+0.57 0.554
TAL (ng/dL) 18 1.22+0.12 1.21+0.12 0.909
PRL (ng/mL) 18 30.58+14.52 11.99+7.80 <0.0001

GLOBAL FSH (mui/mL) 50 7.467+2.872 6.657+1.818 0.089
LH (mui/m) 51 1.794+1.979 5.664+2.291 <0.0001
TSH (uiymu) 49 1.789+0.669 1.915+0.819 0.398
TAL (ng/dL) 50 1.231+0.168 1.278+0.162 0.076
PRL (ng/mL) 50 35.11+15.14 15.77+8.077 <0.0001

La dosi de FSH requerida per assolir una estimulacié ovarica adequada en cada

subjecte va ser similar en ambdds grups (2626.59+607.47Ul en fertils, versus

2816.64+718.43Ul en esterils) (p=0.312), mentre que la de LH va ser superior en el

grup esteril (703.79+447.43Ul versus 40.91+191.88Ul) (p<0.0001).

En relacié als resultats de la puncio fol.licular, la mitjana de fol.licles >14mm el darrer

control ecografic va ser de 10.6446.499 pel grup fertil vs 5.12+2.98 pel grup esteril

(p<0.0001); el nombre d’oocits obtinguts de 10.7216.46 en les fértils vs 6.85+£5.90 en

les esterils (p=0.002); el d’oodcits en metafase Il de 8.92+5.30 en fertils i 5.26+4.46 en

estérils (p<0.0001) i el d’embrions de 6.35+4.04 i 3.38+3.32, respectivament

(p=0.001) (Figura 10).
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Figura 10. Resultats del tractament d’estimulacié ovarica en termes de nombre de
fol.licles >14 mm el darrer control ecograficc nombre d’oocits totals, oocits en

metafase Il i nombre d’embrions obtinguts en ambdues cohorts.

10 A

I ESTERILS
= FERTILS

Fol > 14 mm Oocits Oocits Ml Embrions

Els oocits aspirats van ser utilitzats pel procediment posterior de fecundacid in vitro.
La taxa d’obtencié d’embrions a partir d’aquests oocits va ser similar en el grup
esteril i en el grup fertil (Taula 5). La taxa d’exit de la fecundacié in vitro va ser
avaluada a través de la concentraci6 de BHCG plasmatica el 12¢ dia de la
transferencia embrionaria (BHCG>50 mUI/mL), que va ser superior en el grup fertil
aixi com la gestacid evolutiva a les 7 setmanes d’amenorrea. En canvi, la taxa de
gestacid ectopica va ser superior al grup estéril mentre que la taxa d’avortament

clinic va ser similar en els dos grups.
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Taula 5. Resultats del tractament de fecundacio in vitro en ambdues cohorts

RESULTATS

FERTIL Mitjana  ESTERIL  Mitjana
n % n % P
Obtencié embrions 23 82 33 72 0.411
BHCG>50 (mUI/mL) 23 67 33 38 0.001
Avortament 23 10 33 6 0.666
Gestaciod ectopica 23 0 33 13 0.044
Gestacio evolutiva 23 57 33 19 0.003

6.2. ANALISI DELS RESULTATS DEL PRIMER OBJECTIU

Analitzar les diferéncies en I’expressié dels receptors tiroidals TRa, TRS i les

deiodinases D1-D2-D3, en cél.lules de la granulosa ovariques periovulatories i cél.lules

cervicals uterines, entre una poblacio estéril i una fertil sotmeses a cicles

d’estimulacio ovarica per fecundacio in vitro.

6.2.1. Expressio genica dels parametres de funcid intracel.lular hormonal tiroidal en

la poblacio fertil i esteril

En 5 dones del grup fertil i 1 dona del grup esteril no es va poder determinar la

totalitat dels gens degut a que en alguns casos no es va obtenir prou RNA en les

mostres, i en altres, a que no es va disposar de suficient cel.lularitat pel seu

processament.

153



RESULTATS

Es va detectar de forma significativa I'expressio de tots els gens estudiats (TRal,
TRa2, TRB i D1-D2-D3) tant en cél.lules de la granulosa com cervicals, en ambdues
poblacions (fertil i esteril) (Taula 6).

En célul.les cervicals es va observar una major expressio relativa de TRal en relacié a
TRa2 i al mateix temps, d’aquest sobre TR, tant en el grup fertil com I’estéril. En
canvi en cél.lules de la granulosa I'expressié de TRal va ser similar a la de TRa2.

Una troballa a destacar va ser la sobreexpressié de TRa2 en el grup esteril en
comparacio amb el grup fertil tant en cél.lules de la granulosa com cervicals. En
cel.lules cervicals aquesta troballa es va acompanyar d’un augment de I'expressio de
TRa1l en dones esterils.

En relacio a les deiodinases es va detectar expressié de les tres variants géniques,
amb predominancia de D3 sobre D2 i d’aquesta sobre DI en ambdues poblacions i
tipus cel.lulars.

Un resultat remarcable és que I'expressié de D3 en cel.lules de la granulosa va ser
significativament més alta a dones fertils mentre que en cél.lules cervicals no es van

observar diferéncies.

Taula 6. Valors d’expressio relativa (unitats arbitraries) en cél.lules de la granulosa
periovulatories i cervicals uterines en ambdues cohorts, expressats com a ratio en

relacio al control endogen (ciclofilina A (PPIA))

FERTIL Mediana (Rang ESTERIL Mediana (Rang p
interquartil.lic) interquartil.lic)
n n
CEL.LULES TRa1 18 0.1405(0.1925-0.4947) 31 0.2070(0.1480-0.3370) 0.431
GRANULOSA TRa2 18 0.2360(0.1515-4.4415) 31 0.5160(0.3450-0.6780) <0.0001

TRal:a2 18 0.6072(0.0908-1.4236) 31 0.4379(0.3272-0.5494) 0.496

TRS 18 0.0035(0.0027-0.0045) 31 0.0080(0.0020-0.0140) 0.123

D1 18 0.0000(0.0000-0.0000) 31 0.0000(0.0000-0.0000) 0.657

D2 18 0.0010(0.0010-0.0020) 31 0.0020(0.0010-0.0030) 0.196

D3 18 0.7035(0.0945-2.0157) 31 0.1060(0.0340-0.1610) 0.011
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Taula 6. Valors d’expressio relativa (unitats arbitraries) en cél.lules de la granulosa
periovulatories i cervicals uterines en ambdues cohorts, expressats com a ratio en

relacio al control endogen (ciclofilina A (PPIA))

FERTIL Mediana (Rang ESTERIL Mediana (Rang p
interquartil.lic) interquartil.lic)
n n

CEL.LULES TRal 15 3.6530(1.0370-17.824) 32 21.376(7.0105-62.452) 0.020
CERVICALS TRa2 15 0.4690(0.3500-0.7840) 32 0.7285(0.4150-1.2075)  (0.028
TRal:a2 15 7.7889(2.4121-31.540) 32 25.910(7.2774-97.346) 0.380

TRS 15 0.0820(0.0260-0.4200) 32 0.1285(0.0667-0.1210) 0.171

D1 15 0.0000(0.0000-0.0010) 32 0.0000(0.0000-0.0010) 0.905

D2 15 0.0390(0.0120-0.2170) 32 0.0945(0.0247-0.4520) 0.249

D3 15 12.007(1.5900-48.027) 31 32.050(9.4640-66.523) 0.108

En un analisi de regresié multiple, corregint per les variables edat i tabaquisme, es
van observar diferéencies en I'expressio de TRa2 (p=0.029, 23.9% de la variancga) i en
I’expressid de D3 (p=0.024, 11.6% de la varianga) en CG entre dones fertils i esteérils.
Aguest mateix analisi en CC, no va mostrar diferencies entre grups, en relacio a

I'expressid de TRal i TRa2.

Per concloure es va observar una associacid positiva entre I'expressid geénica del
receptor TRa2 en cel.lules de la granulosa ovariques periovulatories i I'edat de Ila

dona, independentment del seu grau de fertilitat (Spearman r=0.364, p=0.01, n=49).

Donat que en tractar-se d’un receptor ‘orfe’, I'expressido de TRa2 s’associa a una
disminucio de I'accio intracel.lular de les hormones tiroidals, es va voler avaluar si a
nivell dels tipus cel.lulars estudiats aquests receptors s’associen a diferencies en

I’expressid d’altres parametres d’accié intracel.lular hormonal tiroidal.
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6.3. RESULTATS DEL SEGON OBIJECTIU

Analitzar si I'expressio dels gens TRal, TRa2, TR i D1-D2-D3, en cel.lules de la
granulosa ovariques periovulatories, cél.lules cervicals uterines i cél.lules
endometrials, s’associen a altres parametres relacionats amb la funcio tiroidal
intracel.lular com son la concentracio circulant i intrafol.licular d’hormones tiroidals i

I’expressio del receptor adrenérgic (ADRB2).

6.3.1. Resultats en cél.lules de la granulosa

En cel.lules de la granulosa es va objectivar que de forma paral.lela a la major
expressid de TRa2 en el grup esteril, hi havia una menor expressié de ADRfS2 i de D3

(Taula 7).

Taula 7. Valors d’expressio relativa (unitats arbitraries) en cél.lules de la granulosa en
fase periovulatoria en ambdues cohorts, expressats com a ratio en relacio al control

endogen (ciclofilina A (PPIA))

FERTIL Mediana (Rang ESTERIL Mediana (Rang p
interquartil.lic) interquartil.lic)
n n
CEL.LULES TRa2 18 0.2360(0.1515-4.4415) 31 0.5160(0.3450-0.6780) <0.0001
GRANULOSA ADRf2 19 0.0102(0.0027-0.0185) 31 0.0002(0.0006-0.0044) 0.001
D3 18 0.7035(0.0945-2.0157) 31 0.1060(0.0340-0.1610) 0.011

En la taula 8 s’observen les principals associacions entre els diferents parametres de
funcié tiroidal a nivell cel.lular en cel.lules de la granulosa. Les dades més destacables

corresponen a l'associacié inversa entre I'expressié de TRa2 amb ADRS2 i D3. Altres
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associacions remarcables son les que van mantenir TRf i especialment ADRS2, amb

D3, en aquest cas positives.

L’associaciéd ADRfS2-D3 va ser tan significativa que es va mantenir tant en el grup fertil
com l'estéril, per separat. En el grup estéril I'associaci6 TRS-D3 també es va

conservar, tot i la menor poblacié d’estudi (n=31).

Taula 8. Estudi d’associacions entre parametres d’expressido génica de funcio
intracel.lular hormonal tiroidal i ADRS2 en cél.lules de la granulosa, determinats en la
poblacio fértil i estéril estudiades conjuntament (n=49). La significacio (p) s’ha

obtingut mitjancant la correlacio de Spearman (r)

ARNm ARNm ARNm ARNm ARNm ARNm
n=49 TRal/a2 TRal TRa2 TRp ADRf2 [D1] [D2]
CEL.LULES ARNm r 0.834 - - - - - -
GRANULOSA TRal p <0.0001 s - s s S s
ARNm r -0.135 0.210 - - - - -
TRa2 p 0.362 0.148 - - s S S
ARNm r -0.227 -0.151 -0.043 - - - -
TRG p 0.121 0.300 0.768 - - - -
ARNm r 0.118 0.059 -0.431 0.211 - - -
ADRp2 p 0.441 0.698 0.003 0.160 - - -
ARNm r -0.019 0.040 0.103 -0.061 -0.069 - -
[D1] p 0.898 0.786 0.480 0.675 0.698 - -
ARNm r -0.192 -0.032 0.193 0.080 -0.001 0.133 -
[D2] p 0.191 0.830 0.183 0.585 0.996 0.361 S
ARNm r 0.107 0.021 -0.395 0.298 0.822 -0.084 -0.031
[D3] p 0.467 0.884 0.005 0.038 <0.0001 0.568 0.831

L’analisi d’associacions entre I'expressid génica dels parametres de funcié hormonal
tiroidal intracel.lular en cel.lules de la granulosa i les concentracions hormonals
intrafol.liculars de FSH, LH, PRL, TSH, T4L i T3L no van demostrar cap associacid

destacable.
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Es va realizar una altra analisi d’associacions entre I'expressié dels parametres de
funcié hormonal tiroidal intracel.lular en céel.lules de la granulosa i la dosi total de
gonadotropines administrades observant-se associacions positives entre la dosi total
de LH administrada i I'expressié de TRa2 (Spearman r=0.472, p=0.001) i D2 (r=0.380,
p=0.007), aixi com entre FSH i D2 (r=0.367, p=0.009).

6.3.2. Resultats en cél.lules cervicals

En cel.lules cervicals (taula 9) no es va observar el que succeia en céel.lules de la
granulosa on de forma paral.lela a la major expressié de TRa2 en el grup esteril, hi
havia una menor expressid6 de ADRS2 i de D3. No obstant es va mantenir la

sobreexpressio de TRa2 en el grup esteril en relacio al grup fertil.

Taula 9. Valors d’expressio relativa (unitats arbitraries) en cél.lules cervicals uterines

en ambdues cohorts, expressats com a ratio en relacié al control endogen (ciclofilina

A (PPIA))
FERTIL Mediana (Rang ESTERIL Mediana (Rang p
interquartil.lic) interquartil.lic)
n n
CEL.LULES TRa2 15 0.4690(0.3500-0.7840) 32 0.7285(0.4150-1.2075) 0.028
CERVICALS ADRf32 14 0.4617(0.2671-0.6259) 24 0.5763(0.2996-1.0215) 0.380
D3 15 12.007(1.5900-48.027) 31 32.050(9.4640-66.523) 0.108

En I'estudi realitzat en cel.lules cervicals (taula 10) es va observar de nou |'associacio
positiva entre TRal/a2 i ADRS2 (r=0.564, p<0.0001) i entre TRal/a2 i D3 (r=0.532,
p<0.0001). L’associacié inversa entre TRa2 i ADRS2 no va ser significativa a nivell de
tota la poblacié pero si que ho va ser en el grup esteril estudiat ailladament
(Spearman r=-0.482, p=0.027). La resta d’associacions significatives amb TRa2 van

correspondre a TRf (r=0.284, p<0.0001), D1 (r=0.428, p=0.003) i D2 (r=0.306,
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p=0.037) en aquest cas, positives. Entre ADRS2-D3 (r=0.711, p<0.0001) i entre TRS-D3
(r=0.386, p=0.008) va tornar a haver-hi associacié positiva i significativa. Segons
aquestes troballes es van tornar a observar associacions robustes entre I'expressio
dels receptors tiroidals, les deiodinases i els adrenorreceptors de manera concordant

amb el que s’havia observat en cél.lules de la granulosa.

Taula 10. Estudi d’associacions entre parametres d’expressié génica de funcid
intracel.lular hormonal tiroidal i ADRS2 en cél.lules cervicals, determinats en la
poblacio fértil i estéril estudiades conjuntament (n=47). La significacio (p) s’ha

obtingut mitjancant la correlacio de Spearman (r)

ARNm | ARNm | ARNm | ARNm | ARNm | ARNm

n=47 TRal/a2 TRal TRa2 TRp ADRp2 [D1] [D2]
CEL.LULES ARNm r 0.087 - - - - - -
CERVICALS TRal p <0.0001 - - - - - -
ARNm r -0.434 -0.112 - - - - -
TRa2 p 0.002 0.455 - - - - -
ARNm r 0.002 0.133 0.284 - - - -
TRp p 0.988 0.373 | <0.0001 - - - -
ARNm r 0.564 0.481 -0.264 0.066 - - -
ADRf2 p <0.0001 0.003 0.126 0.706 - - -
ARNm r -0.321 -0.122 0.428 0.258 -0.229 - -
[D1] p 0.028 0.413 0.003 0.080 0.185 - -
ARNm r 0.093 0.050 0.306 0.544 -0.062 0.236 -
[D2] p 0.535 0.739 0.037 | <0.0001 | 0.722 0.111 -

ARNm r 0.532 0.568 -0.061 0.386 0.711 0.191 0.408

[D3] p <0.0001 | <0.0001 | 0.688 0.008 | <0.0001 | 0.204 0.005

Es va realizar una altra analisi d’associacions entre I'expressidé dels parametres de
funcié hormonal tiroidal intracel.lular en cel.lules cervicals i la dosi total de

gonadotropines administrades sense observar cap associacio entre aquestes.
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6.3.3. Resultats en cél.lules endometrials

Com s’ha especificat en la metodologia, per questions cliniques només es va poder
disposar de cel.lularitat endometrial de la cohort de dones fértils (Taula 11). Tot i la
petita poblacié estudiada (n=19), a I'endometri es va seguir observant |'associacié
negativa entre TRa2 i ADR/32, i positiva i concordant entre TRa1/TRa2 i ADRS2 (Figura
11). També es va observar igual que en els altres tipus cel.lulars, associacié entre
TRal i D3. Segons aquestes troballes es pot afirmar que en cel.lules endometrials
existeixen de nou associacions entre I'expressio dels parametres de funciéo hormonal

tiroidal intracel.lulars, entre si (TR i deiodinases) i amb I'adrenoreceptor ADRS2.

Taula 11. Estudi d’associacions entre parametres d’expressio genica intracel.lular
hormonal tiroidal i ADRS2 en cél.lules endometrials, determinats en la poblacio fértil

(n=19). La significacio (p) s’ha obtingut mitjang¢ant la correlacié de Spearman (r)

ARNm ARNm ARNm ARNm ARNm ARNm
n=19 TRal:02 TRal TRa2 TRS ADRp2 [D1] [D2]
CEL.LULES ARNm r 0.667 - - - - - -
ENDOMETRIALS TRal P 0.002 - - - - - -
ARNm r -0.763 -0.148 - - - - -
TRa2 p <0.0001 0.558 - - - - -
ARNm r -0.520 -0.575 0.218 - - - -
TRS P 0.033 0.016 0.400 - - - -
ARNm r 0.515 0.349 -0.542 0.068 - - -
ADRp2 P 0.035 0.170 0.025 0.803 - - -
ARNm r -0.211 -0.494 -0.189 0.455 -0.072 - -
[D1] P 0.510 0.103 0.557 0.147 0.825 - -
ARNm r -0.422 -0.494 0.157 0.581 -0.318 0.596 -
[D2] P 0.092 0.044 0.548 0.140 0.231 0.041 -
ARNm r 0.520 0.792 -0.162 -0.248 0.469 -0.569 | -0.478
[D3] P 0.032 <0.0001 0.535 0.338 0.067 0.053 0.052
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Figura 11. Grafica que mostra la relacio lineal entre la ratio TRal/TRa2 en cél.lules
endometrials i I'expressio de I'adrenoreceptor ADRS2 en la poblacié fértil (r=0,515,

p=0,035, n=19)
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Posteriorment es va realizar una altra analisi d’associacions entre I'expressid dels
parametres de funcié hormonal tiroidal intracel.lular i la dosi total de gonadotropines

administrades, sense observar cap associacio entre aquests en cel.lules endometrials.

6.3.4. Expressio génica dels parametres de funcid intracel.lular hormonal tiroidal en
cél.lules de la granulosa, cervicals i endometrials, i concentraci6 hormonal

periférica

En la taula 12 es mostra I'estudi d’associacions entre els parametres de funcié tiroidal
intracel.lular i la concentracié hormonal periférica en els tres tipus cel.lulars. En
cél.lules de la granulosa es va observar que a major expressié de TRa2 hi havia major
concentracio de FSH, PRL i T4L, essent aquestes associacions més significatives en

dones fértils que estérils. No obstant a major expressié d’ADRf2 i D3 es va observar
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una menor concentracio de PRL i T4L. Aquesta associacio torna a deixar constancia de

la relacio inversa que existeix entre I'expressid del receptor TRa2 amb ADRf2 i D3.

En cél.lules cervicals es va tornar a demostrar una associacié positiva entre I'expressié
de TRa2 i la concentracié circulant de PRL i TSH. Aquestes associacions (tant amb PRL

com amb TSH) es van mantenir fins i tot treient dos casos extrems de I'analisi.

En cél.lules endometrials una nova associacio positiva entre TRa2 i TSH, i una altra
concordant i negativa entre ADRf2 i TSH, van cérrer en paral.lel a les troballes en
cél.lules de la granulosa i cervicals. Cal assenyalar que en aquestes cel.lules hi va

tornar a haver associacio gairebé significativa entre TRa2 i PRL (r=0.475, p=0.074).

Taula 12. Estudi d’associacions entre expressio génica en cél.lules de la granulosa,
cel.lules cervicals (de les dues cohorts) i endometrials (del grup fértil), i concentracions
hormonals circulants. La significacio (p) s’ha obtingut mitjancant la correlacio de

Spearman (r)

FSH LH E2 PRL TSH T4L
CEL.LULES ARNm r 0.048 -0.042 | -0.001 0.058 -0.042 -0.105
GRANULOSA TRal P 0.749 0.781 0.993 0.705 0.783 0.493
n=47 ARNm r 0.410 -0.129 0.037 0.308 0.209 0.370
TRa2 P 0.005 0.394 0.807 0.040 0.163 0.012
ARNm r 0.036 -0.186 | -0.072 0.190 0.063 0.051
TRB p 0.813 0.215 0.636 0.211 0.676 0.738
ARNm r -0.139 | -0.019 | -0.162 -0.381 -0.133 -0.372
ADRf2 p 0.347 0.899 0.270 0.008 0.369 0.009
ARNm r 0.116 -0.050 | -0.078 0.066 0.153 0.130
[D1] P 0.442 0.741 0.606 0.668 0.308 0.393
ARNm r 0.024 -0.183 | -0.118 0.085 0.173 0.027
[D2] P 0.875 0.223 0.435 0.580 0.249 0.249
ARNm r -0.136 | -0.101 | -0.015 -0.334 -0.007 -0.359
[D3] p 0.367 0.505 0.919 0.025 0.963 0.015
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Taula 12. Estudi d’associacions entre expressio génica en cél.lules de la granulosa,

cel.lules cervicals (de les dues cohorts) i endometrials (del grup fértil), i concentracions

hormonals circulants. La significacio (p) s’ha obtingut mitjancant la correlacio de

Spearman (r)

FSH LH E2 PRL TSH T4L
CEL.LULES ARNm r 0.128 0.088 -0.029 0.210 0.118 0.091
CERVICALS TRal p 0.409 0.569 0.850 0.177 0.445 0.561
n=47 ARNm r 0.075 -0.069 0.039 0.395 0.324 -0.069
TRa2 P 0.627 0.656 0.800 0.009 0.032 0.662
ARNm r 0.135 0.164 -0.251 -0.004 0.172 -0.149
TRB p 0.382 0.289 0.101 0.982 0.264 0.341
ARNm r -0.041 | -0.106 0.082 -0.084 -0.161 0.211
ADRf2 P 0.814 0.544 0.638 0.638 0.355 0.214
ARNm r -0.050 | -0.087 0.117 0.055 0.019 -0.266
[D1] P 0.746 0.574 0.450 0.725 0.903 0.084
ARNm r -0.009 | -0.054 | -0.268 -0.037 0.010 -0.091
[D2] 4 0.953 0.726 0.078 0.813 0.948 0.560
ARNm r 0.078 -0.051 | -0.073 -0.033 -0.022 -0.044
[D3] p 0.621 0.743 0.642 0.833 0.887 0.780
CEL.LULES ARNm r 0.168 0.206 -0.013 -0.452 -0.311 0.150
ENDOMETRIALS TRal p 0.549 0.462 0.965 0.091 0.259 0.594
n=19 ARNm r 0.029 -0.193 | -0.004 0.475 0.639 -0.170
TRa2 p 0.919 0.491 0.990 0.074 0.010 0.544
ARNm r -0.099 0.121 0.116 0.090 0.297 0.075
TRp p 0.737 0.681 0.692 0.759 0.303 0.798
ARNm r -0.130 | -0.007 0.077 -0.424 -0.618 0.139
ADRf2 p 0.659 0.982 0.794 0.131 0.019 0.635
ARNm r -0.215 0.243 -0.388 -0.562 0.049 0.116
[D1] p 0.551 0.499 0.267 0.091 0.894 0.749
ARNm r 0.090 0.147 -0.125 0.007 0.371 0.161
[D2] p 0.759 0.615 0.670 0.982 0.191 0.582
ARNm r 0.308 0.312 0.125 -0.207 -0.070 0.022
[D3] p 0.284 0.277 0.669 0.478 0.811 0.940

163




RESULTATS

Degut a les relacions observades en I'expressié dels parametres de funcid
intracel.lular hormonal tiroidal a nivell de les cel.lules de la granulosa, cervicals i
endometrials en dones fértils i estérils es va voler analitzar si aquests parametres
s’associen a variacions en I'expressio dels gens GREM1, HAS2 i PTGS2 que, tal i com
s’ha vist en la introduccid, estan relacionats amb millors qualitat embrionaria,
resposta inflamatoria cervical per la promocid de la fertilitat i receptivitat

endometrial.

6.4. RESULTATS DEL TERCER OBJECTIU

Analitzar si I'expressio dels gens associats a fertilitat GREM1, HAS2 i PTGS2 es
relaciona amb variacions en I'expressio génica dels parametres de funcio intracel.lular
hormonal tiroidal TRa, TRp i D1-D2-D3 en cél.lules de la granulosa ovariques, ceél.lules

cervicals uterines i cél.lules endometrials.

6.4.1. Expressido genica de GREM1, HAS2 i PTGS2 en ceél.lules de la granulosa i

cervicals

En cel.lules de la granulosa es va detectar un augment d’expressio dels factors
associats a qualitat oocitaria GREM1 i PTGS2 en el grup de dones fertils en relacio al
grup esteril (Figura 12). No obstant pel que fa a les cel.lules cervicals, el grup esteéril

va expressar més GREM1 que el grup fertil (Taula 13).
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Taula 13. Diferéncies d’expressio dels gens GREM1, HAS2 i PTGS2 en cél.lules de la

granulosa periovulatories i cervicals uterines en el grup fertil i estéril, relatiu a (PPIA)

FERTIL Mediana (Rang ESTERIL Mediana (Rang p
interquartil.lic) interquartil.lic)
n n

CEL.LULES GREM1 19 0.0010 (0.0005-0.0033) 31 0.0001 (0.0001-0.0004)  <0.0001

GRANULOSA HAS2 18 0.0023 (0.0015-0.0070) 31 0.0028 (0.0014-0.0078) 0.764
PTGS2 19 0.2382 (0.1975-0.3463) 31 0.1015 (0.0652-0.1582)  <0.0001

CEL.LULES GREM1 14 0.0526 (0.0367-0.1264) 23 0.1174 (0.0567-0.1869) 0.042

CERVICALS HAS2 13 0.0023 (0.0008-0.0058) 18 0.0026 (0.0004-0.0016) 0.936

PTGS2 14 0.7687 (0.2532-7.8000) 24 1.0851 (0.1975-13.119) 0.672

Figura 12. Grafiques que mostren les diferéncies d’expressio entre GREM1 (p<0.0001)

i PTGS2 (p<0.0001) entre la poblacio fértil i esteril en cél.lules de la granulosa
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6.4.2. Associacions entre I’expressio genica dels parametres intracel.lulars de funcio

tiroidal i I’expressio dels gens GREM1, HAS2 i PTGS2

En l'estudi realitzat en cél.lules de la granulosa (Taula 14), el gen GREMI1 va
demostrar, de manera paral.lela a les associacions préviament descrites, associacio
inversa amb |'expressié de TRaZ2 i positiva amb I'expressié de D3 i ADRS2, mentre que
el gen PTGS2 va mostrar relacié inversa amb |'expressié de TRa2 i positiva amb
ADRf2. Aquestes associacions serien concordants amb el fet que a major funcié
tiroidal a nivell intracel.lular hi hauria una major expressio d’aquests gens associats a

millor qualitat oocitaria.

En cél.lules cervicals es va trobar associacidé positiva i concordant a les troballes
anteriors, entre GREM1, TRal, ADRS2 i D3. En relacid al gen HAS2 va existir
associacié inversa amb TRal i ADRS2, i positiva amb D1. Al mateix temps i referent a
I’expressid de PTGS2 en cél.lules cervicals, va haver associacid inversa entre aquest i
I'expressié de TRfS. D’acord al que s’ha comentat en la introduccid, I'expressié dels
gens HAS2 i PTGS2 a nivell cervical, s’han associat a la resposta inflamatoria
necessaria per a la promocié de la fertilitat, mentre que I'expressio del gen GREM1,
gue és la que en aquest cas ha sortit concordant amb I'augment de la funcié tiroidal a

nivel intracel.lular, no s’ha relacionat, fins el moment actual, amb aquesta facultat.

Les associacions en cél.lules endometrials tornen a posar de manifest la relacid
positiva entre GREM1 i el rati TRa1/TRa2, aixi com TRP i ADRS2, i inversa amb TRa2,
de forma concordant amb les troballes prévies. Les troballes relatives a GREM1 en
cel.lules endometrials suggereixen novament la relacid existent entre la funcio
tiroidal a nivell cel.lular i la capacitat implantatoria de les mateixes. El gen PTGS2 ha

mostrat també una associacio, aquest cop positiva, amb TRa2.
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Taula 14. Estudi d’associacions en cél.lules de la granulosa ovariques, cervicals

uterines i endometrials, entre I'expressio de receptors tiroidals, deiodinases i els gens

GREM1, HAS2 i PTGS2. La significacio (p) s’ha obtingut mitjangant la correlacio de

Spearman (r)

CEL.LULES TRal/ | ARNm | ARNm | ARNm ARNm ARNm | ARNm | ARNm
GRAN. TRa2 TRal TRa2 TRB ADRf2 [D1] [D2] [D3]
n=49
ARNm r | 0189 | 0.155 | -0.384 | 0.184 0.944 -0.040 | -0.003 0.782
GREM1 p | 0215 | 0.304 | 0.008 | 0.221 | <0.0001 | 0.794 | 0.982 | <0.0001
ARNm r | -0.194 | -0.106 | 0.131 | -0.001 -0.038 -0.074 | 0.036 -0.045
HAS2 p | 0207 | 0.488 | 0389 | 0.994 0.794 0.629 | 0.812 0.770
ARNm r | -0.161 | -0.274 | -0.474 | -0.173 0.397 0.154 | 0.001 0.239
PTGS2 p | 0291 | 0.066 | 0.001 0.250 0.004 0.307 | 0.993 0.110
CEL.LULES
CERV. TRal/ | ARNm | ARNm | ARNm ARNm ARNm | ARNm | ARNm
n=47 TRa2 TRal TRa2 TRB ADRf2 [D1] [D2] [D3]
ARNm r | 0730 | 0.615 | -0.246 | -0.116 0.831 -0.212 | -0.131 0.622
GREM1 p | <0.001 | <0.001 | 0.161 | 0512 | <0.0001 | 0.228 | 0.459 | <0.0001
ARNm r | -0.488 | -0.286 | 0.208 | -0.279 -0.394 0.476 | 0.252 -0.310
HAS2 p | 0.008 | 0.042 | 0283 | 0.150 0.028 0.011 0.195 0.115
ARNm r | -0.168 | -0.162 | -0.114 | -0.385 0.011 0.079 | -0.241 -0.201
PTGS2 p | 0334 | 0.352 0.513 | 0.023 0.946 0.651 | 0.164 0.254
CEL.LULES TRal/ | ARNm | ARNm | ARNm ARNm ARNm | ARNm | ARNm
ENDOM. TRa2 TRal TRa2 TRB ADRf2 [D1] [D2] [D3]
n=19
ARNm r | 0633 | 0431 | -0.715 | 0.748 0.748 0.422 | -0.314 0.300
GREM1 p | 0005 | 0.074 | 0.001 0.001 0.001 0.172 | 0.220 0.241
ARNm r | 0077 | 0.068 | -0.001 | -0.273 -0.273 -0.026 | -0.188 0.157
HAS2 p | 0760 | 0.788 | 0.997 | 0.288 0.288 0.935 | 0.471 0.547
ARNm r | -0.300 | 0.061 0.496 | -0.187 -0.181 -0.113 | -0.404 0.206
PTGS2 p | 0226 | 0.810 | 0.036 | 0.486 0.486 0.726 | 0.107 0.428
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Figura 13. Figura que reflecteix la relacio lineal entre la ratio TRal/TRa2 en céel.lules
endometrials i I'expressio del gen associat implantacié embrionaria GREM1 (r=0.633,

p=0.005, n=19)
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En relaci6 a [I'estudi d’associacions entre les concentracions hormonals
intrafol.liculars i I'expressié de GREM1, HAS2 i PTGS2 en cel.lules de la granulosa, no
es van observar associacions rellevants. Tampoc va existir cap associacio significativa
entre I'expressié d’aquests gens i la dosi de gonadotropines rebuda, aixi com entre

aquests i 'edat de les dones, en cap tipus cel.lular estudiat (CG, CC i CE).

6.4.3. Estudi d’associacions entre la concentracié hormonal periférica i I'expressio

dels gens GREM1, HAS2 | PTGS2

Com es pot observar en la taula 15, de I'estudi d’associacions realitzat entre les
concentracions hormonals circulants i I'expressié dels gens associats a fertilitat en
cel.lules de la granulosa, se’'n desprén que GREMI1 té associacid inversa amb la
concentracio periférica de PRL i T4L, i que HAS2 té la mateixa associacié negativa,
amb la d’estradiol.
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En cél.lules cervicals no van existir associacions en aquest nivell, mentre que en
cél.lules endometrials va tornar a haver associacido inversa entre GREM1 i les

concentracions plasmatiques de PRL i TSH.

Taula 15. Estudi d’associacions entre 'expressio génica de GREM1, HAS2 i PTGS2 en
cél.lules de la granulosa, cervicals i endometrials, i les concentracions hormonals
circulants realitzades en tota la poblacid. La significacio (p) s’ha obtingut mitjangant

la correlacio de Spearman (r)

FSH LH E2 PRL TSH TaL
ARNm r -0.144 | -0.084 | -0.224 | -0.434 | -0.116 | -0.327
CELS. GREM1 p 0.330 0.569 0.125 0.002 0.433 0,023
GRANULOSA
ARNm r -0.111 | 0.071 | -0.316 | 0.181 | 0.278 | 0.010
n=47 HAs2 p 0.457 | 0.637 | 0.030 | 0.228 | 0.058 | 0.949
ARNm r -0.120 | 0.193 | 0.068 | -0.178 | 0.167 | -0.180
PTGS2 p 0.417 0.190 0.645 0.231 0.256 0.221
ARNm r -0.125 | -0.206 | 0.088 | 0.024 | -0.043 | 0.249
CELS. GREM1 p 0.480 | 0.244 | 0.620 | 0.894 | 0.809 | 0.163
CERVICALS
ARNm r -0.173 | 0.055 | 0.056 | -0.070 | -0.146 | 0.134
n=47 HAS2 p 0.379 0.782 0.778 0.723 0.460 0.506
ARNm r -0.201 | 0.047 | 0.215 | 0.136 | -0.076 | 0.049
PTGS2 p 0.247 0.788 0.214 0.442 0.664 0.784
ARNm r 0.036 | 0.118 | 0.175 | -0.586 | -0.718 | 0.154
CELS. GREM1 p 0.899 | 0.676 | 0.533 | 0.022 | 0.003 | 0.583
ENDOMETRIALS
ARNm r -0.070 | 0.232 | -0.399 | -0.163 | -0.086 | -0.011
n=19 HAs2 p 0.805 | 0.405 | 0.141 | 0562 | 0.761 | 0.970
ARNm r -0.021 | -0.107 | -0.343 | 0.221 | 0.332 | -0.352
PTGS2 p 0.940 0.704 0.211 0.428 0.226 0.199

Finalment com a darrer objectiu es va voler avaluar la preséncia de diferéncies en
I'expressié dels parametres de funcid intracel.lular hormonal tiroidal entre la

poblacié que havia obtingut gestaciod i la que no.
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6.5. RESULTATS DEL QUART OBIJECTIU

Analitzar les diferéncies en I'expressio de TRa, TR i D1-D2-D3 en cél.lules de la
granulosa del fol.licle ovaric periovulatori i cél.lules cervicals uterines entre la poblacio
esteril que no ha obtingut gestacio i el grup fertil, els oocits de les quals han donat lloc

a gestacio.

6.5.1. Expressio genica intracel.lular hormonal tiroidal i resultat gestacional

No es va trobar cap diferencia en els parametres d’expressié genica de funcid
intracel.lular hormonal tiroidal en CC i CG de dones fertils i esterils, després del
tractament inductor de I'ovulacid. Aixi mateix, I'estudi comparatiu d’expressioé genica
dels parametres de funcid tiroidal intracel.lular realitzat entre el grup que va obtenir
gestacio i el que no en va obtenir (independentment de la cohort a la que
pertanyéssin) no va mostrar tampoc, cap tipus de diferencia significativa. No obstant
si que es van trobar diferencies en I'expressio d’aquests parametres al fer I'analisi
entre el grup de dones fertils amb resultat de gestacid, i el grup de dones esteérils
sense gestacié al final del cicle de fecundacid in vitro (Taula 16). Les dones estérils
amb BHCG<50 mUI/mL al final del tractament van presentar major expressié de TRa2
en cel.lules de la granulosa, mentre que la d’ADRS2, D3, GREM1 i PTGS2 va estar
disminuida en aquest grup, en relacio a les dones fertils, els ovocits de les quals van
donar lloc a gestacié (BHCG>50mUI/mL el dia 12 de la transferencia embrionaria). En
cel.lules cervicals, també es va observar una major expressié de TRa2 aixi com de D2
en el grup esteéril sense gestacid, en comparacido amb el grup fertil els oocits de les

quals van obtenir un resultat favorable.
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Taula 16. Estudi d’expressio génica en cél.lules de la granulosa i cervicals, realitzat en

la poblacid fértil amb resultat de fSHCG >50 mUI/mL (en la receptora), i en la poblacio

estéril amb SHCG <50 mUI/mL el dia 12 de la transferéncia embriondria. Expressats

com a ratio relativa al control endogen ciclofilina A (PPIA)

FERTILS

ESTERIL

Mediana (Rang Mediana (Rang p
GESTACIO interquartil.lic) NO interquartil.lic)
GESTA.
n n

EDAT Mit.xDS 12 26.8+4.5 27 34.1+3.0 <0.0001
TABAC (SI/NO) 11 7/4 27 8/19 0,052
CELS. TRal 12 0.1405(0.0215-0.3965) 24 0.2145(0.1315-0.3640)  0.402
GRA. TRa2 12 0.2335(0.1405-0.4790) 24 0.5130(0.3290-0.7147)  0.017
TRﬁ’ 12 0.0035(0.0033-0.0040) 24 0.0090(0.0020-0.0162) 0.280
ADRﬂZ 11 0.0126(0.0027-0.0263) 24 0.0013(0.0005-0.0047) 0.008

D1 12 0.0000(0.0000-0.0000) 24 0.0000(0.0000-0.0000) 0.782

D2 12 0.0010(0.0010-0.0020) 24 0.0020(0.0010-0.0052) 0.232

D3 12 0.7700(0.0735-2.8530) 24 0.1140(0.0302-0.1745) 0.034
GREM1 11 0.0014(0.0005-0.0042) 24 0.0002(0.0001-0.0004) 0.003
HAS2 10 0.0037(0.0020-0.0074) 24 0.0027(0.0010-0.0075) 0.571
PTGS2 11 0.2301(0.1975-0.5321) 24 0.1067(0.0622-0.1735) 0.002
CELS. TRal 9 3.4080(1.0625-39.307) 25 20.809(6.048-58.8465)  0.140
CERV. TRa2 9 0.2605 (0.4580-0.6395) 25 0.6940(0.4190-1.1030)  0.033
TRﬂ 9 0.0730(0.0090-0.2590) 25 0.1150(0.0375-0.2070) 0.216
ADRﬂZ 8 0.4204(0.1782-0.8639) 19 0.6242(0.3439-0.8706) 0.360

D1 9 0.0000(0.0000-0.0000) 25 0.0000(0.0000-0.0010) 0.099

D2 9 0.0210(0.0070-0.0510) 25 0.0930(0.0245-0.4520) 0.015

D3 9 4.8200(1.0225-65.535) 24 26.123(8.2682-59.790) 0.210
GREM1 8 0.0896(0.0297-0.1370) 19 0.1187(0.0562-0.1830) 0.243
HAS2 8 0.0015(0.0007-0.0059) 15 0.0012(0.0004-0.0131) 0.846
PTGS2 8 1.6150(0.4501-11.901) 19 0.9727(0.2017-16.223) 0.937
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L'analisi de regresid multivariant posterior va mostrar que en CG es mantenia la
diferencia de TRa2 entre grups després d’ajustar-la per edat i habit tabaquic (12.9%,
p=0.023). Les diferéncies en I'expressié de D3 entre grups van mostrar una tendencia
(p=0.08) tot i que no significativa, mentre que la resta de parametres entre grups, no

es van mantenir significatius.

6.6. COMPLICACIONS

En tots els cicles de tractament realitzats va haver-hi dos casos d’hiperestimulacié
ovarica lleu que no van requerir ingrés, ambdds en el grup de dones esterils. El
tractament realitzat en aquestes, amb I'objectiu de prevenir-ne la progressio, va ser
la induccié de l'ovulacid6 mitjangant un agonista de la GnRH i la congelacio
embrionaria per tal de postposar-ne la transferéncia. En el mateix grup de pacients hi
va haver tres gestacions ectopiques post-transferencia embrionaria que van requerir
salpinguectomia laparoscopica. Una d’elles ja tenia antecedent de salpinguectomia
contralateral per gestacid extrauterina. En el grup de donants d’ovuls no es va
documentar cap complicacid. Les extraccions sanguinies, les citologies cervicals i les

bidopsies endometrials de les donants van transcérrer sense incidencies.
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La finalitat d’aquest estudi era valorar I'expressié dels receptors hormonals tiroidals
(TRa1, TRa2 i TRP) i les deiodinases (D1, D2 i D3) com a uns dels mecanismes de la
funcio tiroidal a nivell intracel.lular, en dones fertils i estérils sotmeses a tractament
inductor de I'ovulacié per fecundacio in vitro. Les troballes més importants en relacio
als objectius van ser en primer lloc, I'augment de I'expressio del receptor TRa2 aixi
com la disminucié de I'expressio de la deiodinasa D3 en cél.lules de la granulosa
ovariques de la cohort de dones esterils. En aquesta mateixa cohort, es va observar
major expressio de TRal i TRa2 en cél.lules cervicals en relacié al grup fertil en el
contexte d’'una major edat i/o tabaquisme. En segon lloc es va observar una solida
associacié entre |'expressié dels receptors TRal, TRa2, TRf i la del marcador
adreneérgic de funcid tiroidal ADRS2 aixi com la de D3 en cél.lules de la granulosa,
cervicals i endometrials de tota la poblacié estudiada. En tercer lloc es va demostrar
I’associacid entre I'expressiod dels gens implicats en la fertilitat GREM1, HAS2 i PTGS2,
i la dels parametres de funcié intracel.lular hormonal tiroidal TRa, TRf, ADRB2, i D1-
D3 en cél.lules de la granulosa de les dues poblacions. Finalment es va observar que
la poblacié esteril sense gestacio al final del tractament, expressava major quantitat
de TRa2 en cel.lules de la granulosa que la poblacio fertil els oocits de les quals van
donar lloc a gestacio. Aquesta mateixa poblacid esteril va expressar menor quantitat
d’ADRfS2, D3, GREM1 i HAS2 en cel.lules de la granulosa, i major quantitat de TRa2 i
D2 en cel.lules cervicals que el grup fertil amb resultat favorable, en el contexte d’'una

major edat i/o tabaquisme.

El conjunt d’aquestes troballes suggereix que els parametres associats al
metabolisme intracel.lular de les hormones tiroidals en cel.lules de la granulosa
ovariques i cel.lules cervicals uterines son diferents en dones fertils i esterils i que, al
mateix temps, aquests s’associen a diferencies en la resposta al tractament de

fecundacio in vitro.
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Troballes generals

Les concentracions hormonals perifériques de FSH, LH, 17-B-E2, TSH i T4L
determinades durant la fase fol.licular del cicle menstrual van ser similars en ambdds
grups, no sent aixi les concentracions de PRL que van ser superiors en les dones
esterils (p=0.008). L’augment de la PRL en el grup esteéril estaria en concordancia amb
el fet que la hiperprolactinemia s’ha relacionat amb una disminucié de la capacitat
reproductiva. No obstant, tot i aquestes diferéncies observades, els valors resultants
es troben dins del limits de la normalitat (11.99+7.80 ng/mL en el grup fertil i
18.03+7.27 ng/mL en el grup esteril). Altres concentracions a ressaltar serien les de
FSH en les dones esterils, que es troben augmentades un 11,4% respecte les fertils
(6.12+1.54 mUI/mL versus 6.99+1.85 nUI/MI), tot i que també es troben dins dels

marges considerats normals.

En relacid a les concentracions hormonals periovulatories en liquid fol.licular de FSH,
TSH, T4L, T3Li PRL, van ser comparables en ambdds grups (fertil i estéril). No obstant,
la LH va mostrar unes concentracions significativament inferiors en el grup de les
dones esteérils (3.60+2.15 mUI/mL versus 0.95+1.18 mUI/mL, p<0.0001). Malgrat que
la determinacid hormonal en liquid fol.licular no s’ha realitzat de manera
individualitzada per cada fol.licle, el fet que la concentracid de LH sigui superior en el
grup de dones fertils és concordant amb el que hi ha escrit a la literatura, on ha
guedat establert que els fol.licles que contenen oocits que donaran lloc a embrions
amb una major taxa d’implantacié es caracteritzen per tenir unes concentracions de
LH superiors a les dels fol.licles que no donen lloc a gestacid; el mateix suceeix amb
els follicles dels quals derivaran embrions transferits versus oocits/embrions
descartats (Mendoza et al, 2002). L’activitat de LH necessaria per al normal
desenvolupament oocitari no esta del tot establerta, pero s’estima que no és gaire
elevada donat que només cal que I'1% dels seus receptors estiguin ocupats per tal de

permetre una correcta esteroidogenesi (Chappel and Howles, 1991).
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Paradoxalment, en la literatura consultada ha quedat establert que les
concentracions de FSH entre fol.licles que contenen oocits que donaran lloc a
gestacid i els que no, sén similars. En aquest treball, les concentracions
intrafol.liculars de FSH en el grup esteril i el fertil també han estat similars (7.02+2.72
mUI/mL en féertils i 7.71£2.91 mUI/mL en esterils, p=0.401). S’ha de tenir en compte
gue els estudis publicats al respecte (Mendoza et al, 2002) provenen de dones
estimulades amb FSHu, HMGu i hCGu, previa administracié d’un analeg agonista de la
GnRH (leuprorelina) pauta diferent a la utilitzada en les cohorts de I'estudi (FSHu/rec

+ LHu/rec + analeg antagonista GnRH).

Tot i I'exhaustiva busqueda bibliografica per tal d’esbrinar quina és la concentracid
hormonal de FSH, LH, PRL, TSH i T4L intrafol.liculars optimes per a la consecucié de
gestacié, I'Unica conclusid a la que s’ha pogut arribar és que encara esta per
determinar, aixi com que els mecanismes cel.lulars i moleculars que relacionen les
concentracions hormonals intrafol.liculars amb la qualitat oocitaria, no estan tampoc

establerts.

En l'estudi comparatiu entre les determinacions hormonals plasmatiques i les
fol.liculars, les concentracions de FSH, TSH i TAL van presentar una correlacié entre
ambdos compartiments, tant en dones fertils com esterils. No obstant, es va detectar
una disminucioé de LH en liquid fol.licular, aixi com una una major concentracié de PRL

en relacio al plasma, tant en el grup de dones esterils com en el grup fertil.

Degut a que el liquid fol.licular esta constituit per productes del plasma sanguini que
atravessen la barrera sang-fol.licle i per derivats del metabolisme de les ceél.lules
tecals i de la granulosa, la concentracio de péeptids especifics i proteines en el liquid
fol.licular es pot considerar com el reflexe d’aquesta transferéncia, influenciada pel
metabolisme de les estructures fol.liculars. En relaciéd al transport de proteines
plasmatiques, la barrera sang-fol.licle ha resultat ser permeable a proteines amb

massa molecular <500kDa (Schweigert et al, 2006). Cal recordar que totes les
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hormones estudiades en aquest treball tenen un pes molecular inferior a aquest
tamany. Addicionalment a la massa molecular, la carrega de les proteines també
afectaria a aquesta transferéncia cap al liquid fol.licular (Hess et al, 1998) juntament
amb els llocs d’unid6 hormonals de la membrana plasmatica, la familia de
transportadors (MCT) i I'equilibri intra/extracel.lular de les proteines transportadores

(Ashkar et al, 2010).

En relacio a les concentracions de TSH plasmatiques i fol.liculars, un treball de De
Silva (De Silva et al, 1994) va demostrar igual que aquest, una correlacié positiva
entre les concentracions periferiques i fol.liculars de dones, en aquest cas en
tractament amb un protocol llarg amb agonista i induccié de I'ovulacié amb hCG
humana. De la mateixa manera, en aquest estudi també s’han observat unes
concentracions de T4L fol.liculars concordants a les plasmatiques. Aquesta troballa és
paral.lela a la d’Ashkar, que degut a les variacions intrafol.liculars d’hormones
tiroidals de T4 i T3 lliures i totals observades al llarg d’un cicle d’estimulacio ovarica
realitzat en vaques va concloure (Ashkar et al, 2010) que l'estatus fisiologic dels
fol.licles antrals bovins afectarien a I'acumulacié de T4 total en el liquid fol.licular i
que I'hiperestimulacié ovarica augmentaria els nivells circulants de T4 lliures aixi com

el contingut fol.licular de T4 total.

En I'intent d’explicar la disminucié de la concentracié de LH fol.licular en relacié a la
periférica s’"han dut a terme analisis d’associacions on no s’ha pogut trobar relacié ni
amb la dosi de LH administrada ni amb el farmac utilitzat per a la induccié de
I'ovulacié (hCG recombinant o triptorelina). En el grup fertil, a més dosi de LH
adminsitrada es detecta major concentracié de LH fol.licular (el mateix succeeix amb
la FSH) mentre que en el grup esteril la relacié és inversa. Pel que fa al farmac
inductor de l'ovulacié es podria especular que I'administracié de I'agonista de la
GnRH (en les fertils) podria estar relacionada amb I'augment de la LH fol.licular, fet
gue es podria atribuir a I'efecte flare up, no obstant, de ser aixi també s’hauria
d’observar un augment de la FSH fol.licular, fet que no succeeix. Es desconeixen els
fenomens que justifiguen aquestes troballes, tot i que per explicar-les, amb molta
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probabilitat s’hauria d’aprofundir en els multiples mecanismes del transport

intrafol.licular.

En la revisio que s’ha dut a terme per tal de justificar aquestes diferéncies de LH i PRL
entre compartiments, no s’ha trobat cap article on es comparin les concentracions
hormonals plasmatiques i intrafol.liculars de dones sotmeses als protocols
d’estimulacio utilitzats en aquest estudi, tot i que s’han descrit multiples variacions a
nivell d’aquestes hormones entre valors plasmatics i en liquid fol.licular, en funcié de
les dosis de utilitzades, vies d’administracié (sc. vs im.), activitat de gonadotropines
endogenes i diversitat de fenomens fisiologics (Fleming et al, 1996). No obstant, una
explicacio per l'augment de la PRL seria que aixi com les concentracions
intrafol.liculars de FSH i LH depenen majoritariament de les concentracions
circulants, les de GH i PRL a més, estan subordinades a la produccié local (Revelli et

al, 2009).

7.1. OBJECTIU 1: DIFERENCIES EN L’EXPRESSIO DELS
RECEPTORS TIROIDALS TRa, TRS | LES DEIODINASES D1, D2 |
D3 EN CELLULES DE LA GRANULOSA OVARIQUES
PERIOVULATORIES | CEL.LULES CERVICALS UTERINES, ENTRE LA
POBLACIO ESTERIL | FERTIL

La importancia de I'avaluacié dels tres subtipus de receptor tiroidal (TRal, TRa2 i
TRP) radica en que aixi com TRal i TRP actuen com a verdaders receptors capagos de
regular la transcripcié genica després d’unir-se a T3 (Stavreus et al, 2012), TRa2 és un
receptor ‘orfe’ incapag d’activar la transcripcid geénica antagonitzant per tant, I'accid
de la triiodotironina (Macchia et al, 2001). Un estudi de Forrest et al (Forrest et al,
1996) demostra que les femelles de ratolins amb TRal i TRP inactivats rarament

s’embarassen, i si ho fan no poden amamantar els seus cadells, fet que demostra la
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importancia d’aquestes dues vies en els processos reproductius femenins. Les
deiodinases per altra banda, son enzims molt importants en la regulacié de les
hormones tiroidals i les seves activitats en els teixits. D1 es considera la principal
productora de T3 circulant (Pavelka et al, 1997) amb una funcié a nivell d’organs
genitals encara desconeguda, D2 també catalitza, tot i que en menor mesura, la
conversio de T4 a T3, mentre que D3 esta considerada com l'inactivador fisiologic de

les hormones tiroidals.

La troballa de I'expressié dels receptors TRal, TRa2 i TRS a nivell de cel.lules
endometrials de la cohort de dones fertils, i cel.lules de la granulosa i cervicals dels
grups fertil i esteril, implica que aquests sén capagos de respondre directament a T3 i
suggereix per tant, que les hormones tiroidals intervenen en la diferenciacio cel.lular
funcional i morfologica necessaries per als mecanismes reproductius, a nivell dels tres
tipus cel.lulars. Més enlla, I'expressid concomitant dels 3 tipus de deiodinases en
cél.lules de la granulosa, cervicals i endometrials, fet que només succeeix en cervell,
cerebel, ovari, testicles, pell, endometri i placenta (Bates et al, 1999) suggereix que
aquests teixits disposen d’'un metabolisme tiroidal complexe, preparat per a mantenir
un control estricte sobre les concentracions hormonals de T3 intracel.lulars, optims

per al desenvolupament de cada teixit.

Aixi com I'expressio d’aquests gens en cél.lules de la granulosa (Wakim et al, 1993 i
1994; Zhang et al, 1997; Rae et al, 2007; Aghajanova, 2009) i endometrials humanes
(Kirkland et al, 1983; Allan et al, 2003; Wasco et al, 2003; Barber et al, 2005; Kester et
al, 2006; Aghajanova et al, 2010) esta descrita en aproximadament una desena
d’articles, no s’ha trobat cap publicacid que faci referencia a la seva existéncia en
cél.lules cervicals uterines. Per aquest motiu, les troballes en aquest nivell es poden

considerar originals i per tant, no poden ser contrastades.
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7.1.1. Expressio de receptors tiroidals i deiodinases en cél.lules de la granulosa

Malgrat que no es poden establir comparacions amb els treballs préviament
relacionats degut a que la majoria d’aquests estudis no han estat realitzats en dones
en tractament inductor de I'ovulacid, els resultats obtinguts i els previament descrits
permeten afirmar que, el fet que en cel.lules de la granulosa existeixi expressio dels
tres tipus de receptors hormonals tiroidals estudiats, suggereix que les hormones T4 i
T3 intervenen en la regulacié de la fol.liculogenesi, I'esteroidogénesi i la sintesi de

liquid fol.licular.

L'analisi d’expressid génica dels receptors hormonals tiroidals en cel.lules de la
granulosa de tota la poblacid estudiada conjuntament, va evidenciar una
preponderancia de TRal sobre TRS. Aquesta troballa és concordant amb la publicacié
de Wakim et al (Wakim et al, 1993) basada en estudis inmunohistoquimics en
cél.lules humanes, i amb la de Sechman et al (Sechman et al, 2009) realitzada
mitjangant tecniques de RT-PCR en cel.lules de la granulosa de gallines. En relacié al
receptor TRa2 també se’n va detectar la seva expressid, amb tecnologia de RT-PCR,

igual que fan Zhang et al (Zhang et al, 1997) i Aghajanova (Aghajanova, 2009).

En I'estudi comparatiu dels receptors hormonals tiroidals en cel.lules de la granulosa
realitzat entre les dues cohorts (dones fértils i estérils), es van observar diferéncies a
nivell d’expressido de TRa2, remarcablement superior en dones estérils, i que es van
mantenir després de ser ajustades per edat i per habit tabaquic. Com és sabut, TRa2
és un receptor que, expressat de manera elevada actua com a lligand independent
inhibidor endogen de I’accié hormonal tiroidal (Koening et al, 1989) fet que suggereix
per tant una menor activitat metabolica en les cel.lules de la granulosa d’aquestes

dones, que podria explicar part de les seves limitacions reproductives.

En relacié a I'expressid de les deiodinases en cél.lules de la granulosa, a diferéencia

dels dos unics articles publicats al respecte, el de Rae et al (Rae et al, 2007) realitzat
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en cél.lules epitelials basals ovariques, i el d’Aghajanova (Aghajanova, 2009) en
cel.lules de la granulosa de dones estimulades per fecundacio in vitro, es va poder
demostrar mitjancant tecniques de RT-PCR la preséncia de D1 en cel.lules de la
granulosa ovariques. Pel que fa a la seva quantificacid, es va detectar molt escassa
expressié de D1 (42,49-46,19 Cts) probablement per aquest motiu els autors
previament citats no n’obtenen, D2 (34,36-40,56 Cts) va mostrar una expressio
variable, i D3 (26,56-32,64 Cts) és el tipus enzimatic que va mostrar un patré
d’expressi6 més remarcable. El fet de poder descriure |‘existéncia de les 3
deiodinases en aquest tipus cel.lular corrobora la capacitat de conversio periferica de
les hormones T4 i T3 en aquest nivell, suggerint una regulacioé del metabolisme de les
hormones tiroidals en I'oocit. La importancia de la preséncia del sistema deiodinasa
en cél.lules de la granulosa també radicaria en el fet que els ovaris siguin
temporalment independents de variacions en |'activitat secretora tiroidal o en les
concentracions d’hormones tiroidals. D’aquesta manera, la generacié local de T3
asseguraria un suficient aport hormonal per tal d’actuar directament sobre els

receptors tiroidals, en cas d’'una eventual deficiencia.

En I'avaluacio de les diferencies d’expressio de les deiodinases en cel.lules de la
granulosa de dones fértils i estérils, es va observar que existeixen diferéncies en
I'expressid de D3, francament superior en el grup fertil, i novament independent de
I’edat de les dones i de si eren o no fumadores. Com és conegut, I'expressié de D3
esta regulada per I'activitat de TRal que, amb un comportament oposat al de TRa2,
posa de manifest el grau d’activitat metabolica hormonal tiroidal a nivell
intracel.lular. Tot i que a hores d’ara, els mediadors de I'activacié del sistema
deiodinasa o els factors desencadenants de la conversio de T4 i el manteniment dels
nivells de T3 optims durant el creixement fol.licular encara no estan clars, el fet que
D3 s’expressi menys en dones esterils es podria traduir, de forma congruent amb les
troballes relatives al receptor tiroidal TRa2, en la necessitat d’una major activitat
tiroidal en aquestes dones i en aquest tipus cel.lular, mediada per un mecanisme de

feedback. La disminucié de I'expressié de D3 en les cel.lules de la granulosa de les
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dones esterils reflectiria d’aquesta manera, la menor activitat hormonal tiroidal

intracel.lular en aquestes dones i tipus cel.lular.

La troballa de I'associacié entre |'expressio de TRa2 en cél.lules de la granulosa
ovariques periovulatories i I'edat dels subjectes indicaria que, a major edat hi hauria
una disminucié de I'accié intracel.lular de les hormones tiroidals en aquest tipus de
cel.lules, suggerint una altra possible causa de [l'esterilitat associada a l'edat
(addicional a la disminucié de la reserva fol.licular, envelliment oocitari i menor

receptivitat endometrial, entre d’altres).

7.1.2. Expressio de receptors tiroidals i deiodinases en cél.lules endometrials

En relacio a 'estudi de les cel.lules endometrials periovulatories de dones fertils
també es va obtenir expressid dels 3 subtipus de receptors estudiats (TRal1, TRa2,
TRp) i de les 3 deiodinases (D1, D2, D3). En aquest cas TRal i TRa2 van tenir una
expressid quantitativa similar i TRS es va expressar en menor mesura, igual que
succeia en cél.lules de la granulosa. Un estudi d’Aghajanova (Aghajanova, 2010)
demostra expressié d’ARNm i proteina de TRa1, TRa2, TRf i D1, D2, D3 tant en epiteli
glandular com estromal de I'’endometri en totes les fases del cicle menstrual: TRa1 i
TR amb predomini durant les fases secretora mitja i inicial respectivament, i TRa2 i
les deiodinases, superiors en fase secretora tardana, essent la D2 la predominant
entre les deiodinases. De manera concordant, en aquest estudi D2 és la que va
mostrar una expressio més remarcable, per sobre de D3, i aquesta al mateix temps,
molt per damunt de D1. A diferencia del que succeia en cel.lules de la granulosa, en
cél.lules endometrials periovulatories D2 va mostrar major expressié que D3. Aquesta
troballa també estaria en concordancia amb una publicacié de Galton et al (Galton et
al, 2001) on identifica I'activitat de D2 com la predominant en cel.lules endometrials

de rates (fins al dia 17 de la gestacid que passa a ser substituida per D3, amb
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I'objectiu de limitar I'exposicié de I'embrié a un eventual excés d’hormones tiroidals
maternes) i una altra de Lechan et al (Lechan et al, 2005) on afirma que en
endometri, D2 i D3 son els principals enzims implicats en el manteniment de

I’'homeostasi hormonal tiroidal, similar al que succeeix en cervell.

Segons Brosens et al (Brosens et al, 2010) la gestacio depén de I'adquisicié d’un
fenotip receptiu per part de I'endometri que faciliti I'aposicid, adhesié i invasié de
I'embrid competent, i una activitat deiodinasa adequada sembla necessaria per a

assolir aquesta funcionalitat.

7.1.3. Expressio de receptors tiroidals i deiodinases en ceél.lules cervicals

Aixi com l'expressié dels marcadors de funcié tiroidal a nivell de cel.lules de la
granulosa i endometrials ha pogut ser contrastada amb d’altres publicacions, en
cel.lularitat cervical no es té constancia d’altres estudis amb qué es puguin establir
comparacions. En aquest tipus cel.lular es va mantenir la sobreexpressié de TRal
sobre TRp, igual que succeia en cél.lules de la granulosa i endometrials. L’analisi
d’expressié comparatiu realitzat a nivell cervical en les dues cohorts (fertil i esteril) va
revelar novament una sobreexpressio de TRa2 en el grup esteril, acompanyat d’un
augment de TRal en el mateix grup. Com descriu Lazar et al (Lazar et al, 1993)
I'abséncia de determinades accions de T3 en el cervell adult s’atribueixen a alts
nivells d’expressido de TRa2. Aquests alts nivells d’expressio de TRa2 en cel.lules
cervicals de dones esteérils conferirien, igual que en el cervell, una menor activitat
metabolica tiroidal intracel.lular. Per altra banda, la capacitat de TRal per poder
sobreexpressar-se en aquestes situacions li venen donades pel fet de tractar-se d’un
receptor funcional (Nelson et al, 2008). Aixi doncs, aquesta sobreexpressié de TRal
podria ser compensatoria, amb la finalitat d’augmentar la resposta cel.lular a les
hormones tiroidals, fet que suggeriria novament una major necessitat d’activitat
metabolica tiroidal en les dones esterils. Cal tenir en compte, que a diferencia del que

s’obserbava en cel.lules de la granulosa, I'expressié de TRal i TRa2 no va ser diferent
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entre grups després d’ajustar-les per edat i habit tabaquic de les dones, fet que
significa que aquestes diferencies podrien estar influenciades per I'edat de les

mateixes o pel fet de ser fumadores.

En relacié a I'expressid de les deiodinases en cél.lules cervicals, es va observar igual
gue en cél.lules de la granulosa, una sobreexpressié de D3 sobre D2, i d’aquesta
sobre D1 (en ambdues cohorts estudiades). L'augment d’expressié de D3 es podria
explicar per la regulacid a la que esta subjecte per part de TRal, per un mecanisme
de feedback positiu: és a dir, a més TRal que es traduiria en una major activitat de

T3, major expressio de D3 (que és I'enzim que inactiva T4 i T3).

L’analisi comparatiu en relacio a les deiodinases en cel.lules cervicals no va mostrar

diferencies d’expressidé entre grups (fertil i esteril).

Per totes les diferencies observades en I'analisi d’expressié entre la cohort de dones
fertils i esterils sotmeses a tractament inductor de I'ovulacio es pot concloure que en
cél.lules de la granulosa ovariques periovulatories existeixen diferéncies en
I’expressié del receptor tiroidal TRa2 i la deiodinasa D3, i que en cel.lules cervicals
uterines hi ha diferent expressié dels receptors tiroidals TRal i TRa2, perd aquestes
diferencies no es mantenen en un analisi de regresié multiple, fet que suggereix que
en CC les dones esterils tindrien una disregulacié en I'accid tiroidal intracel.lular en el

contexte d'una major edat i/o tabaquisme.
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7.2. OBJECTIU 2: L’EXPRESSIO DELS GENS DELS RECEPTORS
TIROIDALS (TRa1, TRa2 | TRB) | LES DEIODINASES (D1, D2 |1 D3)
S’ASSOCIEN A ALTRES PARAMETRES RELACIONATS AMB LA
FUNCIO TIROIDAL INTRACEL.LULAR

Amb |'objectiu de comprobar que el metabolisme hormonal tiroidal a nivell de les
cel.lules de la granulosa, cervicals i endometrials segueix els mateixos mecanismes
fisiologics que en la resta de teixits, es va estudiar si I'expressido dels gens dels
receptors tiroidals (TRa1, TRa2 i TRp) i les deiodinases (D1, D2 i D3) s’associaven a
altres parametres relacionats amb la funcio tiroidal intracel.lular. Degut a la propietat
de la T3 d’induir tant la sobreregulacié de la deiodinasa 3 (D3) com la dels B2-
adrenoreceptors (ADRS2) (Viticchi et al, 1992), aquests dos parametres van ser
considerats marcadors de funcié tiroidal. Per ratificar aquesta associacié també es va
estudiar la relacid que tenen I'expressid dels gens dels receptors tiroidals i les

deiodinases amb la concentracid circulant i intrafol.licular de les hormones tiroidals.

7.2.1. Expressio dels gens dels receptors tiroidals (TRal, TRa2 i TRB) i les

deiodinases (D1, D2 i D3) en cél.lules de la granulosa

En cél.lules de la granulosa de dones esteérils es va trobar, juntament a una major
expressié de TRa2, una menor expressio d’ADRS2 i D3 en relacié al grup fertil.
L’expressié concomitant d’aquests tres parametres en aquesta mesura reflecteix la
menor activitat metabolica tiroidal intracel.lular en el grup esteril. Conforme amb el
que s’esperava, TRa2 va mostrar una associacio inversa amb |'expressié d’ADRfS2 i de
D3. De manera concordant TRf, amb un mecanisme d’accié oposat al de TRa2, ja que
a diferencia de TRa2 actua com a un ‘verdader’ receptor capag¢ d’activar la
transcripcid geénica, va mostrar una associacidé positiva amb D3. L'associacié entre

ADRf2 i D3 va ser tan significativa que es va mantenir en les dues cohorts (fertil i
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esteril) per separat. Aquestes troballes suggereixen en primer lloc que en ceél.lules de
la granulosa ADRS2 i D3 tenen el mateix comportament, i en segon lloc que tant
ADRf2 com D3 estan regulades negativament per TRa2, i que D3 esta condicionada a

més, per I'expressié de TRS.

7.2.2. Expressio dels gens dels receptors tiroidals (TRal, TRa2 i TRB) i les

deiodinases (D1, D2 i D3) en cél.lules endometrials

L'estudi de la cel.lularitat endometrial va evidenciar les mateixes associacions,
positives entre TRal/TRa2, ADRS2 i D3, i negativa i concordant entre TRa2 i ADRS2,

novament representatives de la fisiologia tiroidal a nivell intracel.lular.

A part, es van observar altres associacions positives entre TRa1-D2 i D1-D2, i negativa
entre TRal-TRS amb un grau de repercussid desconegut sobre el metabolisme

tiroidal en cél.lules endometrials.

7.2.3. Expressiéo dels gens dels receptors tiroidals (TRal, TRa2 i TRpB) i les

deiodinases (D1, D2 i D3) en cél.lules cervicals

En cél.lules cervicals s’havia detectat la sobreexpressié de TRa2 en el grup esteéril en
relacid al fertil, influenciada per I’edat i I’habit tabaquic de les dones. En aquest tipus
cel.lular es va observar la mateixa seqiiéncia fisiologica metabolica que en cél.lules de
la granulosa, en aquest cas consistent en |'associacié inversa TRa2-ADRf2 en el grup
esteril, corroborada per associacions entre el rati TRa1/TRa2-ADRS2, TRal/TRa2-D3,
i entre TRS-D3, positives en les dues cohorts. Entre ADRS2 i D3 també es va observar
una associacié robusta, igual que succeia en cél.lules de la granulosa. Aquestes
associacions demostren novament que en cel.lules cervicals també es compleixen els
mecanismes propis del metabolisme tiroidal intracel.lular.

En aquestes cel.lules es van observar altres associacions positives i significatives de

rellevancia indeterminada entre TRa2-TRp, TRa2-D1, TRa2-D2, TRS-D2 i entre D2-D3.
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Malgrat que I'analisi d’aquestes dades no pot ser corroborada amb altres estudis
previs degut a que desconeixem la preséencia d’aquestos, la troballa de les
associacions entre els parametres de funcié tiroidal intracel.lular en cél.lules de la
granulosa, cervicals i endometrials permet suggerir que, de forma paral.lela al que
succeeix en altres cél.lules diana de la funcid tiroidal (muscul, fetge i teixit adipds)
(Lazar-Wesley et al, 1991; Malbon et al, 1982; Viguerie et al, 2002) en les cél.lules
genitals de les dones sotmeses a tractament inductor de l'ovulacié també es
compleixen els mecanismes de feedback positius i negatius propis del metabolisme

tiroidal intracel.lular.

7.2.4. Expressio geénica dels receptors tiroidals (TRa1, TRa2 i TRS) i les deiodinases
(D1, D2 i D3) en cél.lules de la granulosa, cervicals, endometrials, i concentracions

hormonals periferiques

L'estudi d’associacions entre I'expressié dels parametres de funcié tiroidal (TRal,
TRa2, TRB, D1, D2 i D3) en cél.lules de la granulosa i la concentracié hormonal
periferica de FSH, LH, PRL, TSH i T4L va revelar que a major concentracié de FSH, PRL i
T4L hi ha major expressié de TRa2, essent aguestes associacions més significatives en
dones fertils que esterils. Paral.lelament, a la major concentracié de PRL i TAL es va
observar una menor expressié d’ADRf2 i D3. Aquesta associacié torna a deixar
constancia de la relacid inversa que existeix entre |'expressié del receptor TRa2 amb
ADRp2 i D3. Una explicacid per I'associacié positiva entre TRa2 i les concentracions
circulants de FSH, PRL i T4L podria ser que una menor accié hormonal tiroidal en el
contexte d’una sobreexpressié de TRa2 periférica (com succeeix en cél.lules de la
granulosa i cervical de les dones esterils, i en cel.lules de la granulosa de les dones de
major edat) podria desencadenar com a mecanisme d’adaptacié, un augment de T4L,

FSH i PRL circulants.

En cél.lules endometrials una nova associacio positiva entre TRa2 i TSH, i una altra

concordant i negativa entre ADRf2 i TSH van cérrer en paral.lel a les troballes en
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cél.lules de la granulosa, posant de manifest altra vegada aquest possible mecanisme
compensatori és a dir, a més hipotiroidisme tissular major concentracid periferica de
TSH. En aquestes cel.lules hi va tornar a haver associacié gairebé significativa entre
TRa2 i PRL, fet que suggeriria un mecanisme similar al de I'hipotiroidisme és a dir, a
menor funcio tiroidal intracel.lular en endometri, major concentracié periférica de

PRL.

En cél.lules cervicals es va tornar a objectivar una associacié positiva entre la
concentracié circulant de PRL i TSH, i I'expressié de TRa2. Aquestes associacions (tant
amb PRL com amb TSH) es van mantenir inclus, treient dos casos extrems de I’analisi.
Les troballes en cel.lules cervicals indiquen de nou que l'organisme intentaria
compensar una menor accié tiroidal deguda a 'augment de TRa2, amb una major

sintesi de TSH i de PRL a nivell hipofisari.

Donat que es tracta de dades originals no s’ha pogut comparar cap d’aquests
resultats amb altres estudis previs. No obstant, aquestes troballes permeten suggerir
gue a major expressio de TRa2 (és a dir, a menor funcid tiroidal tissular) en cél.lules
cervicals i endometrials, hi ha una major concentracié periferica de TSH,
probablement secundaria a un mecanisme de feedback negatiu compensatori. El
mateix succeiria en cel.lules de la granulosa en relacio a T4L, tot i que per afirmar que
I'augment de T4L és compensatoria, hauria d’anar acompanyada d’'un augment de

TSH, fet que no va succeir.

7.2.5. Expressi6 génica dels receptors tiroidals (TRa1, TRa2 i TRf) i les deiodinases
(D1, D2 i D3) en cellules de la granulosa, i concentracions hormonals

intrafol.liculars

L’analisi d’associacions entre I'expressio genica dels parametres de funcié hormonal
tiroidal intracel.lular (TRa1, TRa2, TRB, D1, D2 i D3) en cél.lules de la granulosa i les

concentracions hormonals intrafol.liculars de FSH, LH, PRL, TSH, T4L i T3L no van
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mostrar cap associacio destacable. Segons aquesta troballa, I’expressio dels receptors
hormonals tiroidals i les deiodinases en cel.lules de la granulosa no estarien

influenciades per aquestes concentracions.

El mateix va succeir entre I'expressid dels parametres de funcié hormonal tiroidal
intracel.lular en cel.lules cervicals i endometrials i la dosi de gonadotropines
administrades. No obstant, a nivell de céel.lules de la granulosa es va trobar associacio
positiva entre la dosi de LH rebuda i I'expressié de TRa2 i D2, aixi com entre la dosi de
FSH i I'expressio de D2. Aquesta troballa seria concordant amb el fet que, a major
expressio de TRa2 en cél.lules de la granulosa, cal un major aport de LH per a assolir
una correcta estimulacié. Degut a que l'activitat de D2 consisteix en catalitzar la
conversié de T4 a T3 (facilitant les accions de les hormones tiroidals sobre els seus
receptors), l’associacid entre expressidé de D2 i dosi de FSH-LH administrades
explicaria que, en dones que requereixen major dosi de FSH-LH per a una millor
estimulacié ovarica (com succeeix per exemple en la baixa resposta i en 'edat
avangada) hi ha un augment de I'expressié de D2, probablement compensatori, per
tal d’afavorir la funcid metabolica tiroidal intracel.lular en les seves cél.lules de la

granulosa.

7.3. OBJECTIU 3: L'EXPRESSIO GENICA DELS PARAMETRES DE
FUNCIO INTRACEL.LULAR HORMONAL TIROIDAL TRa, TRp, D1,
D2, | D3 ES RELACIONA AMB VARIACIONS EN L’EXPRESSIO
DELS GENS ASSOCIATS A FERTILITAT GREM1, HAS2 | PTGS2 EN
CEL.LULES DE LA GRANULOSA OVARIQUES, CEL.LULES
CERVICALS UTERINES | CEL.LULES ENDOMETRIALS

En cel.lules de la granulosa, I'expressié de GREM1, HAS2 i PTGS2 s’ha associat a millor

qualitat oocitaria, taxa de fertilitzacio, qualitat embrionaria i taxa de gestacié en
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dones sotmeses a fecundacié in vitro (Mc Kenzie et al, 2004; Anderson et al, 2009;
Gebhardt et al, 2011; Jindal et al, 2012; Barberi et al, 2012). En cel.lules cervicals, tant
HAS2 com PTGS2 formen part de la resposta inflamatoria necessaria per a la
promocio de la fertilitat (Akgul et al, 2012; Joseph et al, 2013) igual que en cél.lules
endometrials, on HAS2 i PTGS2 es consideren marcadors bioquimics de receptivitat

endometrial (Giudice et al, 1999; Palm et al, 2008; Raheem et al, 2013).

En I'estudi d’expressid dels gens GREM1, HAS2 i PTGS2 en cel.lules de la granulosa de
les dues poblacions (fértil i esteril) es van obtenir diferéncies a nivell de GREM1 i
PTGS2, significativament superiors en el grup fértil. Donat que aquests marcadors
suggereixen, a major expressié major viabilitat oocitaria, les troballes son del tot
congruents amb I'esperable. En relacié a I'expressié de HAS2 no es van observar
diferencies entre grups. Cal recordar, que en [l'analisi multivariant realitzat
posteriorment, no es van observar diferéncies entre grups després de controlar-les
per les variables edat i habit tabaquic, fet que significa que aquests canvis es podrien

atribuir a I'edat i al fet de ser o no fumadora.

L'expressié d’aquests tres gens en cél.lules cervicals (GREM1, HAS2 i PTGS2) va
mostrar sobreexpressio de GREM1 en el grup esteéril, cosa que no va succeir després
d’ajustar-la per edat i tabac. Mentre que els gens HAS2 i PTGS2 s’han associat a la
reposta inflamatoria necessaria per a afavorir els processos reproductius a nivell
cervical (Akgul et al, 2012; Joseph et al, 2013), el gen GREM1 no s’ha relacionat amb
aquesta propietat, degut a que la seva funcionalitat en aquest tipus cel.lular no ha
estat estudiada amb anterioritat. Es per aquest motiu que es desconeix quina
rellevancia pot tenir aquesta troballa a nivell cervical, sobre els mecanismes

reproductius.
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7.3.1. Parametres d’expressio génica de funcio tiroidal i gens GREM1, HAS2 i PTGS2

en cel.lules de la granulosa

L’estudi d’associacions entre els parametres d’expressié genica de funcio tiroidal i els
gens GREM1 i PTGS2 en cel.lules de la granulosa és forga revelador. En aquestes
cél.lules es va observar una associacidé negativa entre GREM1 i TRa2, i positiva entre
GREM1, ADRB2 i D3. Coherent amb aquestes troballes és I"associacié negativa entre
PTGS2 i TRa2, i positiva entre PTGS2 i ADRS2, mostrant que en cel.lules de la
granulosa de dones en tractament inductor de I'ovulacid existeix una relacié entre els
mecanismes metabolics tiroidals intracel.lulars i I'expressié dels gens associats a
fertilitat GREM1 i PTGS2. El conjunt d’aquestes troballes permetria suggerir que, el
desenvolupament suboptim de la funcié tiroidal intracel.lular a nivell d’aquestes
cél.lules (com indica la sobreexpressié de TRaZ2 i la menor expressié d’ADRS2 i D3)
podria influir negativament en la qualitat oocitaria de les dones esterils sotmeses a

induccid de I'ovulacio.

7.3.2. Parametres d’expressio genica de funcio tiroidal i gens GREM1, HAS2 i PTGS2

en cel.lules endometrials

En cel.lularitat endometrial es van trobar de nou associacions fermes entre els
parametres de funcid tiroidal intracel.lular i el gen GREM1: positiva amb TRal, TRS i
ADRf2, i negativa amb TRa2, totalment coherents amb la sequéncia metabolica
tiroidal intracel.lular, mostrant novament una relacid entre la funcié tiroidal
intracel.lular i I'expressid6 de GREM1. No obstant, segons el nostre coneixement, no
s’ha publicat cap estudi que avalui I'expressié de GREM1 en relaci6 a la fertilitat en
cél.lules endometrials. Es per aquest motiu que, per tal de poder afirmar I’associacié
entre GREM1 i la receptivitat endometrial, calen nous estudis. Per altra banda, es va
observar una associacié positiva a nivell d’endometri entre PTGS2 i TRa2, discordant
amb el qué s’esperava degut a que és incoherent amb la seqiliencia mecanismes de

funcio tiroidal intracel.lular — implantacié endometrial.
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7.3.3. Parametres d’expressio génica de funcio tiroidal i gens GREM1, HAS2 i PTGS2

en ceél.lules cervicals

En cel.lules cervicals es va tornar a observar un paral.lelisme en relacié a GREM1 i
I'expressid dels parametres de funcié tiroidal a nivell intracel.lular. L’expressio
d’aquest gen (GREM1), es va correlacionar positivament amb la de TRa1, ADRS2 i D3.
Si es tingués constancia de que GREM1 participa en els mecanismes reproductius a
nivell cervical, aquestes associacions serien totalment extrapolables amb les troballes
de les cél.lules de la granulosa és a dir, es podria suggerir que la hipofuncid tiroidal
intracel.lular a nivell cervical condiciona una disminucié de les capacitats
reproductives. No obstant, es desconeix el paper que té GREM1 cervical sobre la
fertilitat i per aquest motiu, només es pot afirmar que I'expressié de GREM1 en
cél.lules cervicals es relaciona amb variacions en I'expressié genica dels parametres
de funcié tiroidal intracel.lular. En ceél.lules cervicals es van observar altres
associacions entre HAS2 i TRal (negativa), ADRS2 (negativa) i D1 (positiva), i entre
PTGS2 i TRS (negativa), incongruents en la relacié ‘mecanismes de la funcié tiroidal’

versus esterilitat.

No es té constancia de |'existencia d’estudis previs que valorin I'associacio entre
I'expressid d’aquests gens associats a fertilitat i la funcié tiroidal, aixi que no es pot
establir cap comparacid. No obstant, segons aquestes troballes es pot suggerir que
els parametres d’expressido genica de funcid tiroidal en cel.lules de la granulosa
influirien en la promocié de la fertilitat a nivell de qualitat oocitaria, mentre que a
nivell cervical i endometrial no es pot afirmar el mateix, per manca de coneixement
de l'accid de I'expressi6 GREM1 en cervix i endometri sobre els mecanismes

reproductius.
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7.3.4. Expressiéo génica DE GREM1, HAS2 i PTGS2 en ceél.lules de la granulosa,

cervicals, endometrials, i concentracions hormonals perifériques

Pel que fa a I'analisi de les associacions entre la concentracié hormonal periférica i
I'expressid dels gens GREM1, HAS2 i PTGS2 en cél.lules de la granulosa, es va
observar que GREM1 tenia associacio inversa amb la concentracié periféerica de PRL i

TAL, i que HAS2 tenia la mateixa associacio, negativa, amb la de 17-B-E2.

En cél.lules cervicals no van existir associacions en aquest nivell, mentre que en
cel.lules endometrials es va tornar a produir una associacio inversa entre GREM1 i les

concentracions plasmatiques de PRL i TSH.

Aquestes troballes son concordants amb les associacions préviament descrites en
relacié a I'expressid dels gens de funcid hormonal tiroidal intracel.lular, on en
cél.lules de la granulosa s’objectivava que a major expressio de TRa2 i menor
d’ADRS2, (en aquest cas, acompanyat de menor expressié de GREM1), hi havia major
concentracid de PRL i T4L periferiques. Al mateix temps, en céel.lules endometrials va
tornar a haver-hi associacié negativa entre expressié de GREM1 i les concentracions
de PRL i TSH suggerint que a menor funcid tiroidal intracel.lular hi ha menys expressio
génica de GREM1 i major concentracio de PRL i TSH perifériques, probablement
secundaries a un mecanisme compensatori. Degut a que encara es desconeix la
rellevancia que té I'expressié de GREM1 en endometri sobre la fertilitat, no es pot
afirmar que les concentracions periferiques de PRL i TSH repercuteixin en ella, pero si
gue es pot suggerir que una baixa expressio de GREM1 i HAS2 en cél.lules de la
granulosa (que significaria una pitjor qualitat oocitaria) s’associen a un augment de

PRL, T4L i 17-B-E2, respectivament.
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7.3.5. Expressiéo genica de GREM1, HAS2 i PTGS2 en cel.lules de la granulosa i

concentracions hormonals intrafol.liculars

L'estudi d’associacions entre les concentracions hormonals intrafol.liculars i
I'expressid de GREM1, HAS2 i PTGS2 en cel.lules de la granulosa no va mostrar

associacions rellevants.

Tampoc va existir cap associacio significativa entre I'expressio d’aquests gens i la dosi
de gonadotropines rebuda, aixi com entre aquests i 'edat de les dones en cap tipus

cel.lular estudiat (cél.lules de la granulosa, cervicals i endometrials).

7.4. OBJECTIU 4: DIFERENCIES EN L’EXPRESSIO DE TRa, TRf |
D1-D2-D3 EN CEL.LULES DE LA GRANULOSA DEL FOL.LICLE
OVARIC PERIOVULATORI | CEL.LULES CERVICALS UTERINES
ENTRE LA POBLACIO ESTERIL QUE NO HAVIA OBTINGUT
GESTACIO | EL GRUP FERTIL, ELS OOCITS DE LES QUALS VAN
DONAR LLOC A GESTACIO

En un primer analisi no es va trobar cap diferencia entre els parametres d’expressiod
genica de funcid intracel.lular hormonal tiroidal (TRa1, TRa2, TRS, D1, D2 i D3) ni en
els parametres vinculats a major fertilitat (expressié de GREM1, HAS2 i PTGS2) en
cel.lules de la granulosa i cervicals, entre els grups amb resultat de gestacio positiu o

negatiu, independentment de la cohort a la que pertanyéssin.

No obstant, tot i el petit tamany mostral si que es va apreciar un augment significatiu
en I'expressié de TRa2 en cel.lules de la granulosa de dones esterils amb BHCG<50
mUI/mL en relacié a les dones fertils, els oocits de les quals van tenir un resultat de
BHCG superior a 50 mUI/mL el 12¢ dia de la transferencia embrionaria. La diferent

expressié de TRa2 entre grups va ser independent de I'edat i de I’habit tabaquic de
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les participants. Les dones estérils a més de presentar una major expressio de TRa2
van presentar, tal i com correspon a la fisiologia hormonal tiroidal intracel.lular, una
menor expressié d’ADRS2 i de D3. Els gens GREM1 i PTGS2, que expressats en
cel.lules de la granulosa s’associen a major qualitat oocitaria, també es van mostrar
infraexpressats en aquest grup en relacio al de dones fertils amb oocits que van
donar lloc a gestacié evolutiva en aquell cicle de tractament. Cal tenir en compte

pero, que I'edat i el fet de fumar podrien influir en aquestes darreres diferéncies.

En relacié a I'expressid genica en cel.lules cervicals, en comparar la poblacié fertil
(amb oocits amb resultat favorable) i la poblacid esteril (sense gestacié després de la
transferéncia embrionaria), es va observar un augment d’expressié de TRa2 i D2 en
aquest darrer grup, atribuible a les variacions d’edat i d’habit tabaquic, sense
observar diferencies a nivell de |'expressid genica dels parametres vinculats a
fertilitat.

Com és ben sabut, el receptor TRa2 és un inhibidor endogen de la funcié tiroidal, i la
seva sobreexpressid en el grup esteril amb resultat desfavorable suggereix novament
una disminucié dels efectes metabolics en les cel.lules de la granulosa i cervicals
d’aquestes dones. L'augment de I'expressid de D2 en cel.lules cervicals del grup
esteril concorda amb aquesta troballa, doncs aquest enzim catalitza la conversid de
T4 a la seva foma més activa T3, posant de manifest la major necessitat d’activitat
tiroidal en aquestes circumstancies. La D3, deiodinasa amb expressié induida per
Iactivitat de T3, és I’enzim inactivador fisiologic de les hormones tiroidals produint T3
reversa (T3r) i diiodotironina (T2), i té un comportament congruent amb I'augment
de TRa2, doncs la seva disminucid en el grup esteril amb resultat desfavorable podria
ser compensatori, posant en evidencia que els requeriments de funcié tiroidal en
cél.lules de la granulosa es troben augmentats en aquesta situacié. Finalment, la
menor expressid dels gens associats a fertilitat GREM1 i PTGS2 en cél.lules de la
granulosa de dones estéerils amb resultat de BHCG<50mUl/mL, és concordant amb el

fet que aquests oocits tinguin menor qualitat i resultin en menor taxa de gestacio, en
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comparacio amb els de cél.lules de la granulosa de dones fertils amb oocits que han
derivat en embarassos. Segons el nostre coneixement, no existeixen estudis que
comparin l'expressié d’aquests parametres de funcid tiroidal en cél.lules de la
granulosa i cervicals de dones fertils i esterils en el transcurs d’una estimulacio
ovarica per fecundacid in vitro, no obstant aquestes troballes son totalment
congruents amb el que hi ha publicat en relacio a la contribucié de la funcid tiroidal
en la fertilitat, on ha quedat establert que una deficient activitat tiroidal influiria

negativament en els mecanismes reproductius (Poppe et al, 2007).

Conseqiientment als resultats obtinguts, es pot afirmar que els parametres de funcié
intracel.lular de les hormones tiroidals TRa2, ADRB2 i D3 aixi com GREM1 i PTGS2 en
cél.lules de la granulosa ovariques i de TRa2 i D2 en cel.lules cervicals uterines en una
poblacio fertil i una esteril, s’associen a diferencies en la resposta al tractament de
fecundacio in vitro. No obstant, a excepcid de TRa2 en CG, les diferéncies no es
mantenen en un analisi de regresié multiple, fet que suggereix que les dones esterils
tindrien una disregulacié en l'acci6 tiroidal intracel.lular en el contexte d'una major

edat i/o tabaquisme.

7.5. LIMITACIONS DE L’ESTUDI

Els grups d’estudi (fertils i esterils) van ser homogenis en relacié a I'index de massa
corporal, determinacions hormonals plasmatiques (exceptuant PRL, tot i trobar-se en
concentracions normals en ambdues cohorts) i en les determinacions hormonals en
liquid fol.licular (exceptuant la LH que va ser inferior en el grup esteéril). L'edat del
grup de dones esterils va ser d’'uns 7 anys superior al de les fertils, conseqiiencia
d’una circumstancia clinica dificil de modificar. Degut a que per un costat, tant la llei
com la clinica fixen el limit superior de les donants en 35 anys, i a que la mitjana
d’edat de les dones sotmeses a transferéncia embrionaria esta entre els 35-39 anys

(Registre FIV-CAT, 2011), I'equiparabilitat d’ambdds grups es troba compromesa,
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obligant a interpretar els resultats comparatius amb cautela i a tenir en compte que
aquestes diferéncies podrien influir en els resultats, tal i com ha reflectit I'analisi de
regresié multiple realitzat per cada objectiu. Per tal de donar major credibilitat a
I’estudi comparatiu entre cohorts caldria realizar nous estudis amb un major tamany
mostral que inclogués donants en el limit superior de I'edat permesa, (tenint en
compte la disminucid de la resposta que aixd0 podria comportar) i també incloent

només dones esterils per sota de I’edat maxima permesa de les donants.

El percentatge de fumadores entre les dones esterils va ser del 27% mentre que entre
les fertils va ser del 63%. Les diferéncies en I’habit tabaquic van ser significatives, i
degut a que el tabac s’ha associat a una disminucio de la capacitat fertil (Wdowiak et
al, 2013) aquest ha estat, contrariament a I'esperable, inferior en el grup esteril.
Aquests resultats obliguen a qiestionar de nou si els resultats obtinguts poden estar
influenciats per aquesta circumstancia, per aquest motiu s’han realitzat analisis
multivariants, que en la majoria de casos han mostrat que el tabaquisme no intervé

en la varianca pero que en alguns casos en pot ser el responsable.

Les dosis de gonadotropines que van requerir ambdods grups durant I'estimulacié va
ser similar en el cas de la FSH (2816.64+718.43Ul les esteérils vs 2626.59+607.47Ul les
fertils) (p=0.312), mentre que va diferir molt en relacid a la LH (703.791+447.43UlI
esterils vs 40.91+191.88UlI fertils) (p<0.0001). Com es pot apreciar I'administracié de
LH no segueix una distribucid normal, degut a que només una donant va rebre tal
farmac durant I'estimulacio. L'explicaciéo d’aquesta pauta de tractament és que en
dones>35 anys, pobres responedores o amb una severa supressio pituitaria,
I'estimulacié amb LH en fase fol.licular mitja-tardana optimitza la fol.liculogenesi,
associant-se a una major taxa d’implantacio i gestacié clinica, sense afectar les fases
de divis6 meiotica (Hill et al, 2012). Degut a que en el grup de dones esterils la
mitjana d’edat va ser bastant superior a la del grup fertil, i a que algunes d’elles ja
havien realitzat altres temptatives previament amb resposta al tractament inferior a
la desitjable, es va considerar adequat afegir LH en la majoria d’aquests cicles durant
I'estimulacio.
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Un altre factor a tenir en compte i que és una realitat clinica dificilment modificable,
és el tractament utilitzat com a inductor de I"ovulacid després d’haver contribuit a la
maduracio final de I'o0cit. En el cas de les donants se solen utilitzar els analegs de la
GnRH (en el nostre cas triptorelina) per tal d’evitar la sindrome d’hiperestimulacio
ovarica (SHO) a la que estan exposades la majoria d’elles, degut a que solen
presentar una bona reserva ovarica associada a unes dosis hormonals generoses per
tal d’obtenir el maxim nombre d’oocits. No obstant, en el cas de les dones esteérils el
farmac utilitzat és I'hCG recombinant, que simulara el pic de LH unint-se als seus
receptors degut a la similitud entre les seves cadenes. Aquest farmac té el
desavantatge que no protegeix del SHO, pero en contraposicido no té els efectes
deleteris sobre I'endometri que tenen els analegs agonistes de la GnRH que
‘obliguen’, un cop administrats, a congelar els embrions per tal de transferir-los en un

altre cicle amb una nova estimulaciéo endometrial.

En I'analisi dels resultats del tractament d’estimulacio ovarica tal i com era d’esperar,
pel que respecta al nombre de fol.licles>14 mm el darrer control ecografic, el nombre
total d’oocits aspirats, el nombre d’oocits en metafase Il i el nombre d’embrions
obtinguts hi ha hagut diferencies entre les dues cohorts (p<0.0001, p=0.002,
p<0.0001 i p=0.001, respectivament). Aquestes troballes expliquen la diferent taxa
global de gestacié amb nascut viu aconseguida en un cicle de FIV-ICSI (27%) i en un

cicle d’ovodonacié (45%), segons les dades del registre FIV-CAT 2011.

En l'avaluacié dels resultats gestacionals també s’han observat diferéncies
estadisticament significatives entre ambdues cohorts en relacio a les concentracions
de BHCG>50mUI/mL el dia 12 de la transferencia embrionaria (67t50% fertils vs
38+41% esterils, p=0.001) i gestacié evolutiva a les 7 setmanes (57+51% fertils vs
194+38% esterils, p=0.003) ambdds favorables als oocits procedents del grup fértil,
mentre que la taxa de gestacid ectopica ha estat superior en el grup esteril (0% fertils
vs 13+32% esterils, p=0.044). Aquest darrer resultat mereix especial atencio per ser el
que es troba més lluny dels valors esperables. Durant el procés de les técniques de
reproduccié assistida, I'estimulacié ovarica en el mateix cicle s’ha proposat com un
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factor que augmenta el risc de gestacid tubarica, al mateix temps que la disminucio
del fluxe sanguini telediastolic en els vasos sanguinis sub/endometrials (Wang et al,
2010) sense relacio amb el gruix ni la morfologia endometrial. Segons Shapiro
(Shapiro et al, 2012) la taxa de gestacid extrauterina post-transferencia és de 4% en
transferéncies en fresc, i del 0,3% en criotransferéncies (cicles autolegs) en un total
de 2150 transferencies analitzades. Aquesta xifra també esta allunyada del 0,8% de
gestacions tubariques documentades en el registre FIV-CAT 2011. Cal tenir en compte
gue en els darrers 6 anys, en tots els cicles de FIV-TE realitzats a la Unitat de
Reproduccié del HUGDJT només s’han documentat 3 casos de gestacié ectopica, i

tots 3 han participat a I'estudi.

Un altre valor inferior a I'esperable correspon al de la taxa de gestacio evolutiva a les
7 setmanes (19% en aquest estudi vs 27% en el registre FIV-CAT de 2011). S’ha de
tenir present que en aquest treball s’"han exclos dones amb factor tubaric bilateral i
parelles amb diagnostic de factor masculi aillat, que sén les que tenen millor
pronostic en aquest tipus de tractament, i que gairebé la totalitat de les dones
esterils participants estaven diagnosticades d’esterilitat d’origen desconegut i havien
fet 23 cicles d’inseminacié o bé 21 cicle de fecundacid in vitro previs, sense resultat

de gestacio.

Un factor a tenir present és que en aquest estudi no s’ha tingut en compte la qualitat
espermatica de les parelles, els gamets dels quals han estat utilitzats per fecundar els
oocits obtinguts en I'estudi. Al mateix temps s’ha de recalcar que en el cas de les
receptores dels odcits, s’han estudiat gestacions esdevingudes en dones a qui no s’ha
estudiat cap factor, ni a nivell hormonal ni a nivell genétic degut a que, per qlestions
obvies, només s’han pogut tenir presents els gens estudiats provinents de les

cél.lules de la granulosa dels odcits de les seves donants.
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7.6. FORTALESES DE L’ESTUDI

Com a punts forts de I'estudi podem mencionar ’homogeneitat d’ambdues cohorts
en relacio a I'index de massa corporal, determinacions plasmatiques de FSH, LH, E2,
TSH i T4L i determinacions fol.liculars de FSH, PRL, TSH, T4L i T3L. Per altra banda, la
troballa de diferencies en I'expressido genica dels parametres de funcid tiroidal
intracel.lular tant en cél.lules de la granulosa com en cel.lularitat cervical d’ambdues
cohorts, ratifiquen que no es tracta d’una troballa aillada. El fet d’haver identificat
associacions entre |'expressido génica dels receptors hormonals, les deiodinases i
altres parametres de funcié hormonal tiroidal (ADRB2 i concentracions hormonals) en
tots els tipus cel.lulars estudiats, també donen consisténcia al treball. Finalment, els
resultats gestacionals obtinguts en ambdds grups sén coherents amb els mecanismes
fisiologics reproductius i els resultats esperables, fet que certifica que els tractaments

aplicats en cada cohort han estat els adequats.
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8.1. En les cel.lules de la granulosa ovariques periovulatories de dones esterils
sotmeses a fecundacié in vitro s’identifica una sobreexpressi6 de TRa2 i una
disminucio de D3, en relacid a les mateixes cel.lules de dones fértils. Al mateix temps,
en cel.lules cervicals uterines del grup esteril també s’observa un augment
d’expressié de TRa2 en comparacido amb el grup fertil, en el contexte d'una major

edat i/o tabaquisme.

8.2. En cel.lules de la granulosa, cervicals i endometrials de dones sotmeses a
tractament inductor de I'ovulacié per puncio fol.licular existeix una associacié ferma
entre I'expressio dels receptors TRal, TRa2, TR i la del marcador adrenergic de

funcid tiroidal ADRS2, aixi com la de D3.

8.3. En cél.lules de la granulosa ovariques de dues cohorts de pacients fertils i esterils
sotmeses a fecundacié in vitro, els gens implicats en la fertilitat GREM1 i PTGS2
s’associen a l'expressid dels parametres de funcid intracel.lular hormonal tiroidal

TRa, ADRS2, i D3.

8.4. Al llarg d’un cicle de fecundacio in vitro, la poblacié esteéril sense gestacio al final
del tractament expressa major quantitat de TRa2 en cel.lules de la granulosa del
fol.licle ovaric periovulatori que la poblacio fertil els oocits de les quals han donat lloc
a gestacié. Aquesta mateixa poblacid, expressa menys ADRfS2, D3, GREM1 i PTGS2 en
CG,imés TRa2 i D2 en CC, que els seus homolegs fertils amb resultat favorable, en el

contexte d'una major edat i/o tabaquisme.

En base als resultats obtinguts en aquesta tesi es pot concloure que els parametres
associats a la funcié intracel.lular de les hormones tiroidals en cel.lules de la
granulosa ovariques i cel.lules cervicals uterines en fase periovulatoria, sén diferents
en dones fertils i estérils i que, al mateix temps, també s’associen a diferéncies en la

resposta al tractament de fecundacio in vitro.
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COROL.LARI:

En tractar-se del primer estudi que troba un possible i important rol de les hormones
tiroidals a nivell intracel.lular i periféric, en dones fertils i esterils en tractament
inductor de l'ovulacio, per tal de poder fer una translacio d’aquestes troballes a la
practica clinica seria necessaria la realitzacio d’estudis experimentals addicionals que
puguin posar de manifest I'efectivitat del tractament amb hormona tiroidal sobre els
parametres de funcid tiroidal intracel.lular, en cel.lules de la granulosa, cervicals i

endometrials.
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10.1. EQUIPAMENT DEL LABORATORI
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Taula 17. Equipament del laboratori emprat pel desenvolupament d’aquest treball

Equip Marca Model Pais
Dispensador LabChip Agilent2100 Bioanalyzer Anglaterra
automatic
Centrifuga Hettich Hettich Universal 32R Alemanya

Zentrifugen
Congelador -202C Bosch GSE36421 Espanya
Bioanalyzer® Drummord Pipet-Ais EUA
Espectrofotometre HITACHI U-1800 Japé
Espectrofotometre GeneQuant GeneQuant Pro Anglaterra
Fabrica de Gel BAR-LINE BF-85-AS Espanya
Joc micropipetes GILSON PipetMan Franca
Microcentrifuga Eppendorf 5415R Anglaterra
Centrifuge
Microcentrifuga Jouan Al4 Espanya
Micropipeta Nichiryo Nichipet 7000 40-200uL Xina
Microscopi Zeiss Axiovert 40 CFL EUA
Nevera Bosch Cooler Espanya
Ordinador portatil DELL Lattitude C810 Xina
Real-Time PCR Applied ABI Prism 7000 Anglaterra
Biosystems
Termobloc SELECTA Tenbloc (Epperndorf®) Espanya
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Taula 17. Equipament del laboratori emprat pel desenvolupament d’aquest treball

Termociclador Bio-Rad MyCycler Thermal Cycler Anglaterra

Ultracongelador Sanyo MDF-U71V Japé

-80°C

Ultrafragmentador IKA Ultraturrax Werke Anglaterra

Vortex Scientific Genie-2 EUA
Industrial

Taula 18. Reactius i kits comercials utilitzats per la elaboracio dels bancs de mostres,

I’analisi i la caracteritzacio molecular

Kit/Reactius Definicio Referéncia Casa Pais
RNeasy® Lipid Kit d’extraccié de RNA 74804 QlAgen EUA
Tissue
Kit High- | Kit de retrotranscripcié | 4322171 Applied Anglaterra
Capacity® RNACDNA

Biosystems
cDNA Archive
TagMan® PCR Per I'analisis de I'expressié | 4304437 Applied Anglaterra
genica mitjancant primers
Master Mix Biosystems
& sondes TagMan®
Power SYBR® Per I'analisis de I'expressié | 436857 Applied Anglaterra
génica mitjancant primers
Green PCR Biosystems
segons la tecnologia Sybr®
Master Mix Green
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10.2. CONSENTIMENTS INFORMATS
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FULL D’ INFORMACIO | CONSENTIMENT INFORMAT A LES
DONANTS D’OVULS

Titol de I'estudi: VALORACIO DE LA REGULACIO DE LA FUNCIO TIROIDAL, A NIVELL DELS
RECEPTORS HORMONALS | DE LES DEIODINASES, EN DONES SOTMESES A CICLES DE FIV.

Promotor: Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta

INFORMACIO GENERAL

En condicions ideals, per tal de fer un diagnostic acurat del factor d’esterilitat, i
préviament a la realitzacié de técniques de reproduccié assistida (FIV/ICSI), és convenient fer
un conjunt de proves diagnostiques que ens proporcionin el maxim d’informacié amb les
minimes molésties per a les pacients. L'estudi detallat ens ajuda a determinar el pronostici el

tipus de tractament adequat per tal de millorar els resultats gestacionals.

Darrerament, s’ha observat que el funcionament inadequat de la glandula tiroide a
nivell dels teixits genitals podria interferir en la capacitat reproductora. Li proposem
participar voluntariament en un estudi per tal d’investigar si el funcionament tiroidal a nivell
genital pot tenir implicacions el terreny reproductiu. Mitjangant aquest estudi vosté ens
ajudara a determinar quina és |'estrategia de tractament més efica¢ per a les dones que

presenten esterilitat .

Si voste accedeix a participar en I'estudi, se li realitzaran les mateixes proves que li
fariem segons protocol de donacié d’ovuls, a excepcié d’una biopsia d’endometri i una
citologia cervical que es faran durant la puncio fol.licular. La biopsia d’endometri consisteix
en l'aspiracié d’'una minima quantitat de teixit endometrial (capa interna de la matriu, que es

despren espontaniament durant la menstruacié) mitjancant una canula, d’'uns 2’5 mm de

diametre, que via vaginal s’introdueix a l'interior de la cavitat uterina. Es tracta d’'un
procediment d’uns segons de durada. Les complicacions derivades del procediment, tot i ser
molt infreqiients, podrien ser la lesid de la paret uterina, infeccid o sagnat vaginal escas que
sol remetre en unes hores. La citologia cervical consisteix en recollir unes cel.lules del coll de

la matriu amb una espatula (igual que es fa en les revisions ginecologiques anuals). Al mateix
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temps, si vosté ens ddéna el seu consentiment, també guardarem cel.lules ovariques

obtingudes durant la puncid fol.licular per ser analitzades posteriorment.

La mostra de cel.lularitat endometrial, cervical i fol.licular obtingudes al Centre

Girexx seran congelades en el congelador del centre a -202C.

De forma periodica, algun col.laborador de I'estudi, traslladara sota les condicions
necessaries, les mostres congelades del Laboratori al congelador del servei d’Endocrinologia

(Laboratori de Recerca), on quedaran emmagatzemades a -802C fins el seu analisi.

Una part de les analitiques de sang que les donants i les pacients esteérils es facin al
Centre d’Analisi Girona, seran emmagatzemades en dos tubs de 5 ml: un de sérum i un
d’hematologia, que seran centrifugats en el mateix laboratori, i posteriorment congelats. De
forma quinzennal seran traslladats al laboratori de I'ldIBGi per ser mantingudes a -802C fins

el seu processament.

Al final del periode d’inclusié, aquestes mostres congelades seran analitzades en el
Laboratori de Recerca de I'IDIbGi per tal de determinar I'expressié de receptors i enzims

tiroidals.

Les mostres analitzades romandran congelades a -802C en el congelador del servei

d’Endocrinologia per un periode de 5 anys, i posteriorment, destruides.

Si vosté decideix no participar en I'estudi, seguira sent atesa en el nostre servei amb

la mateixa qualitat assistencial que si hagués aprovat la seva participacio.

El tractament, la comunicacid i la cessid de dades de caracter personal dels
participants en I'estudi s'ajusta al que disposa la Llei Organica 15/1999, de 13 de desembre
de proteccié de dades de caracter personal. D'acord amb el que estableix la legislacié
esmentada, voste pot exercir els drets d'accés, modificacid, oposicio i cancel.lacié de dades, i

per a aix0 s’haura de dirigir al seu metge de I'estudi.

Les dades recollides per a I'estudi estaran identificades mitjangant un codi i només el
metge de l'estudi i els col.laboradors podran relacionar aquestes dades amb voste i amb la

seva historia clinica. Per tant, la seva identitat no sera revelada a cap persona excepte
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requeriment legal. A més, aquestes dades en cap cas contindran informacié que la pugui

identificar directament, com a nom i cognoms, adrega, etc.

L'accés a la seva informacid personal quedara restringit al metge de
I'estudi/col.laboradors, autoritats sanitaries, al Comité Etic d'Investigacié Clinica quan ho
necessitin per comprovar dades i procediments de l'estudi, pero sempre mantenint la

confidencialitat d'acord amb la legislacio vigent.

Voste té dret a demanar els resultats futurs d'aquest estudi. Si us plau, no dubti en

fer-nos qualsevol pregunta.
Telefon de contacte: 972-940-235 (Secretaria Ginecologia)
La participacid en aquest estudi implica que no rebra cap compensacié econdmica.

Moltes gracies per la seva col.laboracid.
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CONSENTIMENT INFORMAT

Titol de I'estudi: VALORACIO DE LA REGULACIO DE LA FUNCIO TIROIDAL, A NIVELL DELS
RECEPTORS HORMONALS | DE LES DEIODINASES, EN DONES SOTMESES A CICLES DE FIV.

Promotor: Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta
o TN (oY 0 a IR ol ={ s o 13 SOOI

He rebut informacié suficient sobre I'estudi. He pogut preguntar sobre I'estudi. S'han respost
les meves preguntes de manera satisfactoria. He parlat amb: (nom de
'TNVESTIZAAON) ...ttt et et r b eaas Comprenc que la meva
participacié en l'estudi és voluntaria. Comprenc que em puc retirar de I'estudi:

1. En el moment que ho desitgi
2. Sense haver de donar cap tipus d'explicacid
3. Sense que suposi cap diferencia en la meva assisténcia medica

Aixi, dono la meva conformitat per participar en aquest estudi.

Signatura participant Signatura investigador

Data: Data:
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FULL D’ INFORMACIO | CONSENTIMENT INFORMAT A LES
DONES TRIBUTARIES DE FECUNDACIO IN VITRO.

Titol de I'estudi: VALORACIO DE LA REGULACIO DE LA FUNCIO TIROIDAL, A NIVELL DELS
RECEPTORS HORMONALS | DE LES DEIODINASES, EN DONES SOTMESES A CICLES DE FIV.

Promotor: Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta

En condicions ideals, per tal de fer un diagnostic acurat del factor d’esterilitat, i
préviament a la realitzacié de técniques de reproduccié assistida (FIV/ICSI), és convenient fer
un conjunt de proves diagnostiques que ens proporcionin el maxim d’informaciéo amb les
minimes molésties per a les pacients. L'estudi detallat ens ajuda a determinar el pronostici el

tipus de tractament adequat per tal de millorar els resultats gestacionals.

Darrerament, s’ha observat que el funcionament inadequat de la glandula tiroide a
nivell dels teixits genitals podria interferir en la capacitat reproductora. Li proposem
participar voluntariament en un estudi per tal d’investigar si el funcionament tiroidal a nivell
genital pot tenir implicacions el terreny reproductiu. Mitjangant aquest estudi vosté ens
ajudara a determinar quina és l'estrategia de tractament més efica¢ per les dones que
presenten esterilitat . De la mateixa manera, mitjancant aquesta bateria de proves
experimentals, podria donar-se la possibilitat que detectéssim en vosté una alteracio en el
funcionalisme tiroidal que pogués estar relacionada amb la disminucié de la capacitat

reproductora.

Si vosté accedeix a participar en l'estudi, se li realitzaran les mateixes proves
invasives que li fariem segons protocol de fecundacid in vitro, a excepcié d’una citologia
cervical que es fara durant la puncié fol.licular. La citologia cervical consisteix en recollir unes
cel.lules del coll de la matriu amb una espatula (igual que es fa en les revisions
ginecologiques anuals). Al mateix temps, si vosté ens déna el seu consentiment, guardarem

cel.lules ovariques obtingudes durant la puncié fol.licular per ser analitzades posteriorment.

La mostra de cel.lularitat cervical obtinguda durant la puncié fol.licular, sera
inmediatament dipositada en un pot amb serum fisiologic i congelada en el congelador del

Laboratori de la Clinica Girona o bé del Centre de Reproduccid Girexx a -202C. De forma
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periodica, aquestes mostres congelades, seran degudament traslladades al congelador del

servei d’Endocrinologia (Laboratori de Recerca) a -802C.

Una part de les analitiques de sang que les pacients es facin al Centre d’Analisi Girona
o bé al Laboratori de I'Hospital Trueta (en funcid del laboratori assignat), seran
emmagatzemades en dos tubs de 5 ml: un de serum i un d’hematologia, que seran
centrifugats en el mateix laboratori, i posteriorment congelats. De forma quinzennal seran

traslladats al laboratori de I'ldIBGi per ser mantingudes a -802C fins el seu processament.

Al final del periode d’inclusid, aquestes mostres congelades seran analitzades en el
Laboratori de Recerca de I'IDIbGi per tal de determinar I'expressié d’ARNm i concentracié de
proteina de receptors i enzims determinats. Les mostres analitzades romandran congelades a
-809C en el congelador del servei d’Endocrinologia per un periode de 5 anys, i posteriorment,

destruides.

Si vosté decideix no participar en I'estudi, seguira sent atesa en el nostre servei amb

la mateixa qualitat assistencial que si hagués aprovat la seva participacid.

El tractament, la comunicacid i la cessid de dades de caracter personal dels
participants en I'estudi s'ajusta al que disposa la Llei Organica 15/1999, de 13 de desembre
de proteccié de dades de caracter personal. D'acord amb el que estableix la legislacié
esmentada, voste pot exercir els drets d'accés, modificacid, oposicié i cancel.lacié de dades, i

per a aixo s’haura de dirigir al seu metge de I'estudi.

Les dades recollides per a I'estudi estaran identificades mitjancant un codi i només el
metge de l'estudi i els col.laboradors podran relacionar aquestes dades amb voste i amb la
seva historia clinica. Per tant, la seva identitat no sera revelada a cap persona excepte
requeriment legal. A més, aquestes dades en cap cas contindran informacié que la pugui

identificar directament, com a nom i cognoms, adreca, etc.

L'accés a la seva informacid personal quedara restringit al metge de
I'estudi/col.laboradors, autoritats sanitaries, al Comité Etic d'Investigacié Clinica quan ho
necessitin per comprovar dades i procediments de l'estudi, pero sempre mantenint la

confidencialitat d'acord amb la legislacio vigent.
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Voste té dret a demanar els resultats futurs d'aquest estudi. Si us plau, no dubti en

fer-nos qualsevol pregunta.

Telefon de contacte: 972-940-235 (Secretaria Ginecologia).

La participacid en aquest estudi implica que no rebra cap compensacié econdmica.

Moltes gracies per la seva col.laboracié.

CONSENTIMENT INFORMAT

Titol de I'estudi: VALORACIO DE LA REGULACIO DE LA FUNCIO TIROIDAL, A NIVELL DELS
RECEPTORS HORMONALS | DE LES DEIODINASES, EN DONES SOTMESES A CICLES DE FIV.

Promotor: Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta

o JO {5V o 0 TN N ol = a Vo 413 1SR TR He
rebut informacié suficient sobre I'estudi. He pogut preguntar sobre |'estudi. S'han respost les
meves preguntes de manera satisfactoria. He parlat amb: (nom de
T o MVZST == o [o] o SOOI Comprenc que la meva

participacié en I'estudi és voluntaria. Comprenc que em puc retirar de I'estudi:
1. En el moment que ho desitgi
2. Sense haver de donar cap tipus d'explicacid

3. Sense que suposi cap diferencia en la meva assisténcia medica

Aixi, dono la meva conformitat per participar en aquest estudi.

Signatura participant Signatura investigador

Data: Data:
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FULL D’ INFORMACIO | CONSENTIMENT INFORMAT PER
L’EXTRACCIO DE MOSTRES DE DNA

Titol de I'estudi: VALORACIO DE LA REGULACIO DE LA FUNCIO TIROIDAL, A NIVELL DELS
RECEPTORS HORMONALS | DE LES DEIODINASES, EN DONES SOTMESES A CICLES DE FIV.

Promotor: Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta

S’ha observat que el funcionament inadequat de la glandula tiroide a nivell dels

teixits genitals podria interferir en la capacitat reproductora.

S'esta realitzant un estudi en el qual es pretén estudiar els factors genetics que estan
implicats en el funcionament tiroidal a nivell genital i que poden tenir implicacions en el
terreny reproductiu.  Mitjangant aquest estudi vosté ens ajudara a determinar quins sén
els gens implicats i I'estratégia de tractament més eficag per a les dones que presenten

esterilitat.

Per aix0, és necessari el seu DNA. El DNA es troba en el nucli de les ceél lules de la

sang.

Una minima part de la sang extreta durant I'analitica de rutina, després del seu
processament sera codificada i emmagatzemada al congelador de -80 2 C ubicat en el
Laboratori de Recerca per al seu posterior analisi. Les mostres seran rebutjades una vegada

siguin utilitzades amb la finalitat que especifica aquest document.

L'analisi de la mostra permetra estudiar 1) quins gens influeixen en el
desenvolupament de l'esterilitat i 2) quins gens influeixen en l'eficacia / resisténcia a

tractaments especifics.

En qualsevol moment de I'estudi, podra demanar si ho desitja, retirar la mostra dirigint-se a
I'investigador.
Els resultats de I'estudi no produiran un benefici a curt termini, sind que es podran

aplicar només en un futur.
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Participacié voluntaria

Voste és completament lliure d’elegir participar o no en I'estudi. La seva decisié no influira en

la seva atencié médica.

Confidencialitat

Per protegir la seva confidencialitat, les seves dades mediques, la seva mostra i els resultats
obtinguts seran identificats amb una etiqueta en la qual només apareixera un nombre
codificat (Llei de Proteccié de dades de Caracter Personal 15/1999): La confidencialitat i
maneig de les mostres seran responsabilitat de I'investigador/a de I'estudi. Totes les dades es
mantindran estrictament confidencials i exclusivament el seu metge coneixera la seva

identitat.

Procediments de I'estudi

Un cop hagi atorgat el seu consentiment i el metge hagi verificat que compleix els criteris per
participar en aquest estudi, se li extraura una mostra de 5 ml de sang per extraccié de DNA
(addicional a I'analitica rutinaria). La donacié de sang gairebé no té riscos; el més freqlient és

I'aparicid de petits hematomes a la zona de puncié que desapareixen transcorreguts 1-2 dies.

Preguntes / Informacid

Si desitja fer alguna pregunta o aclarir algun tema relacionat amb I'estudi, o si necessita ajuda
per qualsevol problema de salut relacionat amb aquest estudi, si us plau, no dubti en posar-
se en contacte amb la Dra. Eva Lépez Navarro, del Servei de Ginecologia de I'Hospital Dr.

Josep Trueta al telefon 972-940-235 (Secretaria Ginecologia )

Agraim la seva col.laboracid.
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CONSENTIMENT INFORMAT

Titol de I'estudi: VALORACIO DE LA REGULACIO DE LA FUNCIO TIROIDAL, A NIVELL DELS
RECEPTORS HORMONALS | DE LES DEIODINASES, EN DONES SOTMESES A CICLES DE FIV.

Promotor: Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta

o JO (Yo o 0 TN N ol = a Vo 413 ST He
rebut informacié suficient sobre I'estudi. He pogut preguntar sobre |'estudi. S'han respost les
meves preguntes de manera satisfactoria. He parlat amb: (nom de
N0 MVZST == o [o] o SOOI Comprenc que la meva

participacié en I'estudi és voluntaria Comprenc que em puc retirar de I'estudi:
1. En el moment que ho desitgi
2. Sense haver de donar cap tipus d'explicacié

3. Sense que suposi cap diferencia en la meva assisténcia medica

Aixi, dono la meva conformitat per participar en aquest estudi.

Signatura participant Signatura investigador

Data: Data:
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FULL D’ INFORMACIO | CONSENTIMENT INFORMAT PER
L’EXTRACCIO DE MOSTRES DE SANG

Titol de I'estudi: VALORACIO DE LA REGULACIO DE LA FUNCIO TIROIDAL, A NIVELL DELS
RECEPTORS HORMONALS | DE LES DEIODINASES, EN DONES SOTMESES A CICLES DE FIV.

Promotor: Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta

El Servei de Ginecologia i Obstetricia de I'Hospital Universitari Dr. Josep
Trueta, esta recollint mostres de sang de pacients que, com voste, seran sotmeses a

una puncio fol.licular amb la finalitat d’un tractament de reproduccio assistida.

Per aix0, addicionalment a I'analitica de rutina que voste precisa per al seu estudi,

s’extraura una mostra de 5 ml de sang que sera processada per a I'obtencié de serum.

Aguestes mostres de sang seran codificades i guardades per al seu posterior analisi
al Laboratori de Recerca de |I'Hospital Dr. Josep Trueta. Les mostres analitzades romandran
congelades a -802C en el congelador del servei d’Endocrinologia durant un periode de 5 anys,

i posteriorment, destruides.

Per protegir la seva confidencialitat, les seves dades mediques, la seva mostra
i els resultats obtinguts estaran identificats amb una etiqueta en la qual només
apareixera un nombre codificat (Llei de Proteccid de Dades de Caracter Personal
15/1999). La confidencialitat i manipulacié de les mostres sén responsabilitat de

I'investigador de la Unitat de Ginecologia de I'Hospital Dr Josep Trueta.

Si voste decideix no atorgar el seu consentiment per a aquesta extraccio de

sang, la seva decisio no afectara la resta de I'estudi ni al tractament que ha de rebre.

D'acord amb la legislacio present, voste té dret a demanar els resultats futurs
d'aquests estudis. Aixi mateix, vosteé pot retirar el seu consentiment per a la
participacié en aquest estudi en qualsevol moment i es procedira a la destruccié de la

mostra, no afectant a les dades recollides fins al moment.
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Si voste desitja formular alguna pregunta, no dubti en posar-se en contacte
amb la Dra. Eva Lépez Navarro al teléfon 972-940-235 (Secretaria Ginecologia) que

respondra els seus dubtes.

CONSENTIMENT INFORMAT

Titol de I'estudi: VALORACIO DE LA REGULACIO DE LA FUNCIO TIROIDAL, A NIVELL DELS
RECEPTORS HORMONALS | DE LES DEIODINASES, EN DONES SOTMESES A CICLES DE FIV.

Promotor: Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta

o T (5T o 0 TN N ol = a Vo 413 1SRRI He
rebut informacié suficient sobre I'estudi. He pogut preguntar sobre ['estudi.
S'han respost les meves preguntes de manera satisfactoria. He parlat amb: (nom de
'TNVESTIZAAON) ...ttt ettt et et r b eaas Comprenc que la meva

participacié en I'estudi és voluntaria Comprenc que em puc retirar de I'estudi:
1. En el moment que ho desitgi
2. Sense haver de donar cap tipus d'explicacié

3. Sense que suposi cap diferencia en la meva assisténcia medica

Aixi, dono la meva conformitat per participar en aquest estudi.

Signatura participant Signatura investigador

Data: Data:
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QUESTIONARI PACIENTS-CONTROLS

Titol de I'estudi: VALORACIO DE LA REGULACIO DE LA FUNCIO TIROIDAL, A NIVELL DELS
RECEPTORS HORMONALS | DE LES DEIODINASES, EN DONES SOTMESES A CICLES DE FIV.

Promotor: Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta

SI DECIDEIX PARTICIPAR EN L’ESTUDI, AGRAIREM QUE RESPONGUI A LES SEGUENTS
PREGUNTES:

NOM | COGNOMS:
DATA NAIXEMENT:

PES:

ALCADA:

NUMERO DE FILLS PREVIS:

NUMERO D’AVORTAMENTS PREVIS ESPONTANIS:
NUMERO D’AVORTAMENTS VOLUNTARIS:

PATEIX ALGUNA MALALTIA? QUINA/ES?

ES VOSTE DONANT D’OVULS?

CONEIX LA CAUSA DE LA SEVA ESTERILITAT? QUINA ES?

REALITZA ALGUN TRACTAMENT FARMACOLOGIC? EN CAS AFIRMATIU, INDIQUI ELS FARMACS
QUE PREN HABITUALMENT:

DATA D’AVUI:
EDAT QUE TINDRA EL DIA QUE SE LI REALITZI LA PUNCIO FOL.LICULAR:

DATA PREVISTA DE LA PUNCIO FOL.LICULAR:
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10.3. QUADERN DE RECOLLIDA DE DADES
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Numero pacient: VFT-

Cas o / Control O

Ha signat el consentiment informat: Si O No O
Data signatura consentiment informat: ..... [ .

PRIMERA VISITA

Data visita: ... [ e

Data Naixement: ...../...../.....

Pes: ........ Kg Talla: ......... cm IMC: ......... <30
Data prevista de puncio fol.licular: ...../...../ ...

Edat el dia de la puncié: ........ anys (>20i<40)

Diagnostic principal:

Factor ovulatori
Tubaric
Endometriosi
EOD

Donant ovuls

o v A w N R

Altres (especificar):

Antecedents personals

Sense interés
Endocrinologics
Quirdrgics ginecologics

Infecciosos

A N

Altres (especificar):
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Tractament meédic:

Agonista dopaminérgic (cabergolina, quinagolida, bromocriptina...)
Farmacs antitiroidals (propiltiouracil, metamizol...)
Betabloquejants

lodurs a altes dosis

Corticoids

Insulina

Liti

Amiodarona

L N o U ke W DN

Perclorat
10. Tiocianat
11. Cap dels anteriors

12. Altres:

Data Analitica hormonal basal: ..... Y .
FSH: _ mul/mL

LH: muUl/mL

E2: pg/mL

TSH: uul/mL

T4L: ng/dL

PRL: ng/mL
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SEROTECA

Ha signat el consentiment informat per extraccié de mostra per seroteca?

Si O No O

Data signatura consentiment informat: ..... [ .

Data extraccio:

Codi:

ESTUDI GENETIC

Ha signat el consentiment informat per extraccié de mostra de DNA per estudi geneétic?
Si O No O

Data signatura consentiment informat: ..... Y

Data extraccid:

Codi:
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SEGONA VISITA

Data visita : ...... [ .

La pacient compleix tots els criteris per participar en I'estudi?

aSi oNo*

*Rao:

ANNEXES

ECOGRAFIA (DARRER CONTROL FOL.LICULAR): Data:__ /[

Nefol.licles >14 mm en el darrer control fol.licular:

Gruix endometrial:

N2 ovocits obtinguts: ........... N2 ovocits MlI: ...........

Dosi total FSH: .............. ul

Dosi total LH: .............. ul

Induccié ovulaciéo amb:

o Agonista GnRH

o hCG Recombinant
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PUNCIO FOL.LICULAR: Data:___/ /
oSl oNO*
*Motiu:
1. Peticié propia
2. Baixa resposta
3. Risc SHO
4. Altres
CEL.LULES GRANULOSA

Concentracié DIO1:

oSl oNO

Quantificacio:

Concentracié DIO2:

oSl oNO

Quantificacio:

Concentracié DIO3:

oSl oNO

Quantificacio:

ARNm TRal:

oSl oNO

Quantificacio:

ARNm TRaz2:

oSl oNO
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Quantificacio:

ARNm TRp:

oSl

Quantificacio:

ARNm ADRp2:

oSl

Quantificacio:

ARNm GREM1:

oSl

Quantificacio:

ARNm HAS2:

oSl

Quantificacio:

ARNm PTGS2:

oSl

Quantificacio:

CEL.LULES CERVICALS

Concentracié DIO1:

oSl

Quantificacio:

Concentracié DIO2:

oSl

oNO

oNO

oNO

oNO

oNO

oNO

oNO
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Quantificacio:

Concentracié DIO3:

oSl oNO

Quantificacio:

ARNmM TRal:

oSl oNO

Quantificacio:

ARNm TRaz2:

oSl oNO

Quantificacio:

ARNm TRp:

oSl oNO

Quantificacio:

ARNm ADRp2:

oSl oNO

Quantificacio:

ARNm GREM1:

oSl oNO

Quantificacio:

ARNm HAS2:

oSl oNO

Quantificacio:
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ARNm PTGS2:

oSl oNO

Quantificacio:

NOMES APLICA GRUP DE DONANTS

Data Biopsia d’endometri: ....... [, [,

CEL.LULES ENDOMETRIALS

Concentracié DIO1:

oSl oNO

Quantificacio:

Concentracié DIO2:

oSl oNO

Quantificacio:

Concentracié DIO3:

oSl oNO

Quantificacio:

ARNmM TRal:

oSl oNO

Quantificacio:

ARNmM TRa2:

oSl oNO

Quantificacio:
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ARNm TRp:

oSl

Quantificacio:

ARNm ADRp2:

oSl

Quantificacio:

ARNm GREM1:

oSl

Quantificacio:

ARNm HAS2:

oSl

Quantificacio:

ARNm PTGS2:

oSl

Quantificacio:

oNO

oNO

oNO

oNO

oNO
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NOMES APLICA GRUP ESTERIL

Transferéncia realitzada:

Data ....... Y [
asl| oNO*
*Motiu:
1. Peticid propia
2. No obtencié embrions
3. Risc SHO
4. Endometri discordant
5. Altres
N2 embrions obtinguts.............
Nombre de transferéncies realitzades en un sol cicle d’estimulacio:........... (fins esgotar

embrions 6 aconseguir gestacio)

BhCG =50 mUI/mL el dia 12:

oSl oNO

BhCG > 0.1 <50 mUI/mL el dia 12:

oSl oNO

Gestacio evolutiva a 7 setmanes amenorrea:

oSl oNO
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10.4. COMITE ETIC D’INVESTIGACIO CLINICA
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“rB __ Hospital Universitari de Girona
..ﬁ B Doctor Josep Trueta

972 940 200
gencat.netfics/trueta

Marta Riera Junca, Secretaria del Comité Etic d’ Investigacié Clinica de
I'Hospital Universitari de Girona Dr. Josep Trueta, amb domicili a Av. de
Franga s/n 17007 Girona

CERTIFICA:

Que el Comité Etic d’ Investigacié Clinica de I'Hospital Universitari de Girona Dr.
Josep Trueta, segons consta en I'acta de la reunié celebrada el dia 18/07/11, ha
avaluat el estudi seglent:

“Tesis Doctoral. Valoracié de la regulacio periférica de la funcio tiroidal, a nivell
dels receptors hormonals i de les deidodinases, sobre els mecanismes
reproductius” de la Dra. Eva Lopez..

Que el document s'ajusta a les normes étiques essencials i per tant, ha decidit la
seva aprovacio

|, perqué consti, expedeixo aquest certificat.

Girona, 27 d’octubre de 2011

m Generalitat de Catalunya Institut Catala
Ul Departament de Salut de la Salut
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B Hospital Universitari de Girona d I BE,
Doctor Josep Trueta
Gi
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