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RESUMEN

1. Introduccién y objetivos

La endometritis cronica (EC) se define como la inflamacién persistente del endometrio.
El interés por el estudio de esta entidad ha ido en aumento en los Ultimos afios debido
a que parece que tiene una importante relacion con el fallo reproductivo. El diagndstico
de la EC estda muy discutido, ya que existe una falta de consenso en cuanto a los criterios
diagndsticos y ademds disponemos de diferentes técnicas Utiles para su evaluacion.

2. Material y métodos

Estudio de cohortes, longitudinal, prospectivo que incluye a todas las pacientes
diagnosticadas de fallo de implantacion recurrente (FIR) entre mayo de 2019 y agosto
de 2021.

El FIR se definid como la ausencia de gestacion tras al menos tres transferencias de
blastocistos de buena calidad en mujeres menores de 40 anos o dos blastocistos
euploides en mujeres mayores de 40 afios.

A todas las pacientes se les realizd una histeroscopia, una biopsia endometrial con
inmunohistoquimica CD138 y un cultivo endometrial. Ademas, a un grupo de pacientes
se les realizo estudio molecular del endometrio para identificacion de microorganismos
mediante secuenciacion masiva y cultivo vaginal.

Se calculd el grado de acuerdo, la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo
positivo y el valor predictivo negativo de todas las pruebas diagndsticas.

Todas las mujeres diagnosticadas de EC recibieron tratamiento antibiético y se analizé
la tasa de resolucién del cuadro tras los tratamientos.

Se compararon los resultados reproductivos de los tratamientos de fecundacién in vitro
antes y después de realizar el estudio y tratamiento de la EC.

3. Resultados

Se incluyeron 103 pacientes. El 33% (34) presentaron signos de EC por histeroscopia, el
30,1% (31) en el estudio anatomopatolégico y el 32% (33) presentaron cultivos
endometriales positivos. El 56% (58) de las pacientes presentaron un resultado positivo
en al menos una de las pruebas diagndsticas.

El grado de acuerdo entre la histeroscopia y la histologia fue moderado (kappa=0,48),
mientras que el cultivo y la histologia (kappa=0,257) vy el cultivo y la histeroscopia
(kappa=0,294) presentaron grados de acuerdo bajos.

La tasa de acuerdo global entre las tres técnicas fue del 57,28%.

Todas las mujeres con al menos un resultado positivo para EC recibieron tratamiento
antibidtico. El 69% de ellas logré la curacion tras el primer ciclo antibidtico. El 91,4%
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logré la curacién después de una segunda pauta de antibidtico. Y, tras realizar un tercer
y un cuarto ciclo de antibidtico se resolvieron el 96,6% y el 100% de los casos de EC,
respectivamente.

Tras el estudio y resolucion de EC en nuestra muestra, las tasas de implantacion,
gestacion clinica y gestacion evolutiva mejoraron de forma significativa, alcanzando un
60% de gestacion evolutiva.

4. Conclusiones

Parece recomendable aplicar las tres pruebas diagndsticas: histeroscopia, histologia con
CD138 y cultivo endometrial para realizar el diagndstico de EC, ya que presentan un
grado de acuerdo moderado o bajo entre ellas.

Es conveniente realizar la comprobacién de la resolucién de EC tras el tratamiento, ya
gue el 30% de las pacientes requiere mas de un ciclo de antibidtico.

Tras el diagndstico y curacion de la EC las tasas de gestacidon evolutiva mejoran de forma
significativa en pacientes con FIR.
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ABSTRACT

1. Background

Chronic endometritis (CE) has been associated with recurrent implantation failure (RIF)
and is considered one possible cause of failure to conceive. The main problem of CE
management is that there are different diagnostic tests available and there is no
consensus on the diagnostic criteria.

2. Methods

A prospective, longitudinal, cohort study that included all patients with RIF between
May 2019 and August 2021 was conducted.

RIF was defined as the failure to conceive after three or more single embryo transfers
with good quality blastocysts in women under 40 or two or more euploid blastocysts in
women over 40.

Women with antiphospholipid syndrome and other haematological or immunological
issues were excluded from the study if they had not received the same treatment in
previous transfers.

All patients underwent a hysteroscopy, a histopathological endometrial study with
CD138 as well as endometrial and vaginal cultures. The grade of agreement, sensitivity,
specificity, positive predictive value and negative predictive value were calculated.

Women diagnosed with CE were treated with antibiotics. Success rates of antibiotic
therapy were assessed.

IVF outcomes previous and subsequent to the study and treatment of CE were
compared.

3. Results

103 women were included. 33% (34) showed signs of chronic endometritis by
hysteroscopy, 30.1% (31) had plasma cells as detected in the histopathological study and
31% (33) had positive endometrial culture. 56% (58) revealed a positive outcome in at
least one test.

The degree of agreement was moderate between hysteroscopy and histology
(kappa=0,48), and fair between culture and histology (kappa=0,257) and culture and
hysteroscopy (kappa=0,294). The global rate of agreement between the three tests was
57.28%.
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All women with at least one positive test received antibiotic therapy. In 69% of patients
CE was cured after one cycle of treatment. 91.4% reached normal results after two
antibiotic treatments and after three and four cycles 100% of patients were cured.

Treatment was repeated until every patient presented normal hysteroscopy, histology
and endometrial culture results.

Before treatment, implantation rate was 15,5%, clinical pregnancy rate was 3.9% and
live birth rate was zero.

After treatment, 80 patients underwent embryo transfers, with 72.5% implantation rate,
68.8% clinical pregnancy rate and 60% live birth rate. This increase in pregnancy
outcome was statistically significant(p<0.05).

In an effort to reduce confounding, no differences in PGT-A, egg donation and
endometrial thickness were found between transfers previous to the chronic

endometritis treatment and subsequent.

4. Conclusions
According to our results, it may be convenient to assess chronic endometritis by
hysteroscopy, histopathology and endometrial culture, as these tests do not achieve

good agreement.

It would be recommendable to reassess CE after antibiotic treatment, as it seems that
30% of patients need more than one cycle of antibiotics.

Overall, diagnosis and resolution of CE may improve ongoing pregnancy rates in patients
with RIF.
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1. FALLO DE IMPLANTACION RECURRENTE

El FIR es un concepto dinamico cuya definicién se ha ido modificando con el paso del
tiempo, conforme han ido evolucionando las técnicas de reproduccion asistida (TRA).
Ademas de la influencia de los avances técnicos, cabe sefialar que el FIR es un término
sobre el cual nunca ha llegado a haber un claro consenso dentro de las sociedades
cientificas.

Durante el final de los anos 90 y la primera década de los 2000 encontramos varias
definiciones de FIR en diferentes trabajos. Algunas de estas definiciones estan basadas
en el nimero de embriones transferidos como la de Stern et al. quienes en 1998
definieron el FIR como la no consecucidon de embarazo tras la transferencia de 10
embriones (1). Mds adelante, Rinehart lo definié como la transferencia de al menos 8
embriones en estadio de células o de 5 blastocistos (2). Por otro lado, algunos autores
consideraban como FIR la no consecucién de gestacidén tras dos o tres ciclos de
fecundacion in vitro (FIV) (3,4).

En la revision publicada en 2005 por Urman et al. ya se hace hincapié en la importancia
de tener en cuenta la edad y la reserva ovdrica de la paciente a la hora de definir el FIR
(5). Los autores remarcan que estos factores son importantes, ya que las tasas
acumuladas de implantacion son muy diferentes segun los grupos de edad y la cantidad
de ovocitos obtenidos por ciclo.

Los rapidos avances en las tecnologias, los equipos diagndsticos, el laboratorio, los
medios de cultivo embrionario, las técnicas de vitrificacion y el estudio genético
preimplantacional de aneuploidias (Preimplantation Genetic Testing for Aneuploidy,
PGT-A), entre otros factores, han ido cambiando el paradigma de la medicina de la
reproduccidn. Uno de los principales logros de estos avances ha sido el de reducir el
numero de embriones por transferencia, y con ello el nUmero de gestaciones multiples
y la morbilidad asociada a ellas. En el registro de la Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF)
se refleja que en el afio 2000 la transferencia de dos o mas embriones constituia en
torno al 90% del total de transferencias, mientras que en 2019 este porcentaje se habia
reducido hasta suponer sélo el 30-45% de las mismas (6).

Este cambio en la forma de trabajar motivd que Coughlan et al. en 2014 propusieran
una nueva definicién de FIR que resultd bastante aceptada por la comunidad cientifica.
Definieron el FIR como la no consecucidn de gestacion tras la transferencia de al menos
4 embriones de buena calidad en un minimo de 3 transferencias en fresco o congelados,
en pacientes menores de 40 afios (7).

Por fortuna la ciencia continda avanzando, y esta definicion también ha quedado
obsoleta. Entre 2014 y 2019 la transferencia de un embrién Unico (Single Embryo
Transfer, SET) aumentd mds del doble y pasd de constituir un 25% a ser la tendencia
mayoritaria, suponiendo hoy en dia un 50-75% de las transferencias (6).
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En 2020, la SEF propone considerar como FIR “la transferencia de al menos 3 blastocistos
de buena calidad en mujeres hasta 37 afios, o de 3 blastocistos euploides en mujeres
mayores de 37 afios, sin embarazo, en ausencia de causas evidentes de no implantacion
en el estudio bdsico de la pareja infértil”(8).

Siguiendo la misma linea que la SEF, encontramos el trabajo publicado por Pirtea et al.
en 2021 (9). Definen el FIR como la no consecucion de gestacion tras la transferencia de
tres blastocistos euploides en tres transferencias de embridon Unico en mujeres con
Uteros morfolégicamente normales estudiados mediante histerosonografia y/o
histeroscopia. Afirman a partir de su estudio que, cumpliendo los criterios de esta
definicidn, sélo un 5% de las pacientes no logré gestacion, y, por lo tanto, la prevalencia
del FIR es baja en mujeres que consiguen obtener blastocistos euploides.

Se puede ver que tanto el protocolo de la SEF(8) como Pirtea et al.(9), ademas de tener
en cuenta el factor embrionario, incluyen también la ausencia de otras causas uterinas
o sistémicas que pudieran justificar el resultado negativo de una transferencia.

Ataetal. en 2021, proponen un modelo predictivo matemdtico mediante el cual calculan
el nimero necesario de blastos euploide a transferir para lograr una tasa acumulada de
implantacion del 90-95%. Obtienen que tras la transferencia de 3 o 4 blastocistos
euploide, independientemente de |la edad de la paciente, alcanzan esta tasa acumulada
del 90-95%, resultado acorde con lo publicado por Pirtea et al.(9) Para hacer este célculo
asumen una tasa de implantacion del 45-55% por embridn euploide. Suponiendo una
tasa de implantacidén por blasto euploide del 65%, el nUmero necesario de embriones a
transferir para lograr un porcentaje acumulado del 90% desciende a dos (10). (Figura 1)

. -
’ /

80

== Known Euploid ~ 45% 75

== Known Euploid ~ 55%
= Known Euploid ~ 65% 70
65

60

Cumulative probability, implantation (%)

55

50

45

1 7 8

4 5 6
Total number of transferred embryos
Cumulative implantation rate of euploid blastocysts. Euploid blastocyst implantation rate assumptions are stratified by color
Ata. Recurrent implantation failure. Fertil Steril 2021.

Figura 1. Tasa acumulada de implantacion tras transferencias de blastocistos euploides
segun tasa de implantacidn por transferencia de blasto euploide. Tomado de Ata.
Recurrent implantation failure. Fertil Steril 2021.(10)
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Sin embargo, conviene tener en cuenta que la probabilidad de obtener un blastocisto
euploide disminuye a medida que va aumentando la edad de la paciente y reduciéndose
la hormona antimiilleriana (AMH) (11) (Tabla 1). Esta disminucidn es drastica a partir de
los 38-40 afios, lo que se traduce en una mayor dificultad para conseguir embriones
euploides a partir de esa edad.

\ <35 aiios | 35-37 aiios | 38-40 aiios | 41-42 aiios | >42 aios \

Demko et al. 2016 60% 50-55% 40-45% 30-35% <20%
(12)

Igenomix 2019 72% 55% 47% 30% 15%
Vagnini et al. 2020 51,1% 43,8% 33,8% 26,7% 21%
(13)

La Marca et al 45-60% 35-40% 20-30% 10-15% <10%
2021 (14)

Tabla 1. Porcentaje de euploidia por blastocisto estudiado.

Las definiciones mas actuales del FIR hacen gran hincapié en la importancia del embridn.
En los Ultimos anos se ha acotado el FIR al fallo de transferencias de embriones
euploides, o embriones de buena calidad en estadio de blastocisto (8—10).

Sin embargo, estas definiciones no especifican con precision los requisitos minimos que
se deben estudiar a nivel uterino y endometrial para considerar un FIR. Tanto la SEF (8)
como Pirtea (9), mencionan la ausencia de causas uterinas de no implantacién, pero no
concretan hasta donde es recomendable profundizar en el estudio del endometrio.

Hoy en dia, las principales guias cientificas (SEF y European Society of Human
Reproduction and Embriology (ESHRE)) uUnicamente recomiendan la ecografia
convencional en 2 dimensiones para realizar la valoracion uterina en el estudio basico
del fallo reproductivo (15,16). Por tanto, se puede extrapolar esta recomendacion a la
definicion del FIR, interpretando “la ausencia de causas uterinas de no implantacion”
como la no deteccién de patologia uterina o endometrial en ecografia convencional. Es
a partir del momento en el que se establece el FIR cuando las guias recomiendan ampliar
el estudio uterino. (8,17)

No obstante, existen ciertas patologias endometriales que no son visibles por ecografia,
pero estan relacionadas con fracasos de implantacion, entre las que se encuentran las
adherencias o la EC. Si bien, las adherencias podrian ser facilmente identificadas por
histeroscopia, la endometritis, aunque mas controvertido, también presenta en muchas
ocasiones signos histeroscépicos.

Por tanto, teniendo en cuenta que el endometrio juega un papel esencial en la
implantacion, al igual que se han ido delimitando los criterios embrionarios, cabe
esperar nuevas actualizaciones en la definicidon del FIR que incluyan un estudio previo
mas exhaustivo y sistematizado del endometrio.
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2. ELENDOMETRIO

El endometrio es la mucosa que recubre la cara interna del Utero. Es un drgano
hormonodependiente, cuyas caracteristicas cambian ciclicamente todos los meses, con
el fin de lograr un fenotipo receptivo, adecuado para que se produzca la implantacién
embrionaria, hacia el sexto o séptimo dia después de la ovulacion. El correcto
funcionamiento del endometrio es, por tanto, fundamental para el desarrollo de la vida.

El interés por el estudio de la fisiologia endometrial y sus posibles alteraciones ha ido
en aumento en los ultimos afios.

Gracias a los avances en las TRA hoy en dia podemos seleccionar con gran precisiéon los
mejores embriones, aquellos que presentan una mejor morfologia y una mejor
morfocinética durante su desarrollo, desde el momento de la fecundacién en el
laboratorio. El desarrollo y la expansion de las técnicas de estudio genético ha permitido
también estudiar la dotacidon cromosdmica de los embriones antes de transferirlos al
utero materno, de forma que en todos los casos que se realizan este tipo de estudios se
transfieren Unicamente embriones euploides.

A pesar de estos avances en el estudio y seleccion embrionaria todavia nos encontramos
con un 30-35% de pacientes que no logran la gestacion, lo cual nos induce a pensar que
ademas del embridn, las caracteristicas endometriales juegan un papel decisivo en el
proceso de la implantacién y en la evolucion de la gestacion.

Clasicamente se ha descrito que el endometrio estd compuesto por tres
compartimentos:

e Compartimento epitelial.

El compartimento epitelial esta constituido por una monocapa de células que tapizan la
cavidad uterina. Esta monocapa se compone de un epitelio luminal y un epitelio
glandular, ambos regulados por el efecto hormonal de los estrégenos y la progesterona.

Las células que forman parte del epitelio luminal sufren cambios en la estructura de su
membrana plasmatica en respuesta a las hormonas, con el fin de regular la adhesién del
embrién al endometrio.

El epitelio glandular también se desarrolla y modifica a lo largo del ciclo menstrual segun
los estimulos hormonales que recibe. La funcién principal de las glandulas es
proporcionar los nutrientes necesarios para que tenga lugar una correcta implantacién
y su mantenimiento (18,19).

e Compartimento estromal.

El compartimento estromal esta compuesto principalmente por fibroblastos y la matriz
extracelular. Los fibroblastos son las células protagonistas del proceso de
decidualizacion, fundamental para que tenga lugar una adecuada implantacion
embrionaria.
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La decidualizacion endometrial es especifica de los mamiferos. Consiste en la
diferenciacion de los fibroblastos del estroma endometrial en células redondeadas, las
células deciduales. Estas células deciduales son mucho mads resistentes al estrés
oxidativo y facilitan la implantacién embrionaria, protegiendo al embrién de los eventos
proinflamatorios que tienen lugar durante la implantacién. En la especie humana la
decidualizacién se produce en cada ciclo menstrual, a diferencia de la mayoria de los
mamiferos, donde solo tiene lugar ante la presencia de un embrién (20).

e Compartimento vascular.

Las principales arterias responsables de la vascularizacién del Utero son las arterias
uterinas, ramas de las arterias iliacas internas.

Las arterias uterinas se ramifican dando lugar a las arterias arcuatas, las cuales a su vez
forman las arterias radiales que, al llegar a la union miometrio-endometrial, se
transforman en las arterias basales de las que se originan las arterias espirales que
vascularizan la capa basal del endometrio. (Figura 2)

Arteria Iliaca Interna

I Arteria Uterina

Figura 2. Vascularizacion uterina.

El desarrollo endometrial en cada ciclo menstrual implica un proceso de angiogénesis
para mantener la vascularizacién.

Ademas de estos componentes del endometrio, hoy en dia sabemos que no es un
organo estéril, por ello podriamos afiadir un cuarto compartimento independiente, la
microbiota endometrial, imprescindible también para el correcto desarrollo y
homeostasis del endometrio.

Cuarto compartimento: la microbiota endometrial

Tradicionalmente el endometrio se ha considerado un compartimento estéril en el
organismo, pero numerosos estudios en los ultimos afios han demostrado que, al igual
gue la piel, el intestino, el aparato respiratorio, o la vagina, el endometrio también estan
colonizado por un conjunto de microorganismos (21-24).

Aunque todavia no disponemos de una evidencia cientifica solida, estudios recientes
sefalan que la microbiota endometrial podria desempefiar un papel importante en el
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desarrollo de la vida, ya que su equilibrio y composicion influiria sobre una correcta
implantacion embrionaria (23,25).

En la década de 1960, ya encontramos publicaciones que plantean la posible existencia
de microorganismos en la cavidad uterina (26). Moller et al. realizan uno de los primeros
estudios orientados a evaluar la presencia de microorganismos en el endometrio (22).
Analizan cultivos de muestras vaginales, endocervicales y endometriales en pacientes a
las que se ha realizado una histerectomia. Encuentran cultivos endometriales positivos
en el 24% de los casos, siendo los microrganismos mas frecuentes aislados Gardnerella
vaginalis 'y Streptococcus Agalactiae. Sugieren que la presencia de estos
microorganismos estaria asociada con la endometritis y con la clinica de sangrado
uterino anormal y dolor pélvico.

La mayoria de los estudios que inicialmente abordaban la existencia de microorganismos
en el endometrio lo hacian en relacion con patologias como la endometritis o el cancer
(22,27). Cowling et al. publican en 1992 uno de los primeros trabajos que propone que
el endometrio esta colonizado por bacterias, sin que la presencia de estas se asocie
siempre con patologia (21).

En 2007 se desarrollé el Proyecto Microbioma Humano (PMH), cuyo objetivo era
estudiar la composicion de la microbiota humana a partir del analisis de los genes
microbianos presentes en nuestro organismo (el conjunto de estos genes es lo que se
conoce como microbioma). Este proyecto supuso un gran avance en el conocimiento de
la influencia de las bacterias sobre muchas de las funciones de nuestro organismo y
sobre algunas patologias (28).

El PMH pudo llevarse a cabo gracias al desarrollo de las técnicas de secuenciacidon
genética. La expansidn de la tecnologia de secuenciacion ha permitido el avance en el
estudio de la microbiota endometrial.

Moreno et al. en 2016 realizaron un analisis del microbioma endometrial en pacientes
sometidas a FIV en las que se determind una correcta receptividad endometrial.
Concluyeron que la composicion bacteriana del endometrio tiene un impacto sobre la
reproduccion. En este estudio, las pacientes con un patrén de microbioma lactobacillus
spp. dominante presentaron unas significativas mayores tasas de implantacion,
gestacién y recién nacido vivo que aquellas que presentaban un patrén no lactobacillus
spp. dominante (23). Por contra, en otra publicacion similar no se encontrd relacién
entre la composicion de la microbiota y el prondstico reproductivo (29). Por lo tanto,
son necesarios mas estudios que aporten informacidn sobre el efecto de la microbiota
endometrial en la implantacién y la gestacion.

Células del sistema inmune

En el endometrio existen multiples poblaciones de células inmunitarias como linfocitos
B, linfocitos T, macrdéfagos o células natural killer (NK). Todas ellas con importantes
funciones en el momento de la implantacidn.
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Dentro de las células del sistema inmune algunas de ellas presentan una funcién
proinflamatoria mientras otras desempefian una funcién antiinflamatoria, de
inmunotolerancia. Algunos de los principales grupos celulares que encontramos en el
endometrio son: (30)

e Accion inflamatoria

Entre los grupos celulares con actividad proinflamatoria encontramos los linfocitos T
helper 1 (linfocitos Th1), los linfocitos Th17 y los macréfagos M1. Estos dos tipos de
linfocitos inducen una respuesta inflamatoria en el endometrio mediante la secrecién
de moléculas como la interleuquina 2 (IL2), interferén gamma (IFNy) o el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFay).

e Accidn antiinflamatoria

En contraposicién a las células con actividad inflamatoria encontramos otro grupo
celular formado por los linfocitos Th2, los linfocitos T reguladores y los macréfagos M2.
Estos linfocitos producen una serie de citoquinas que median acciones de
inmunotolerancia, disminuyendo la inflamacidn, como la IL4.

e (Células NK uterinas

Estas células son la fuente principal de citoquinas y segregan moléculas proinflamatorias
como IL2 o IFNy y metaloproteasas. Una de sus principales funciones parece que es
promover la invasion trofoblastica pero también intervienen en el mantenimiento del
balance entre linfocitos Thly Th2.

Es imprescindible que exista un equilibrio entre todas las células con actividad
proinflamatoria y antiinflamatoria para que pueda tener lugar la implantacion. Cualquier
evento que altere este balance puede ocasionar defectos en la implantacion.

3. VENTANA DE IMPLANTACION

El endometrio, como ya se ha mencionado, es un érgano hormono-dependiente y su
morfologia y composicion celular se modifican como consecuencia del estimulo
hormonal procedente del ovario. El conjunto de cambios que experimenta el
endometrio en respuesta a las hormonas ovdricas, principalmente a los estrégenos y a
la progesterona, se conoce como ciclo menstrual.

Dentro del ciclo menstrual, el endometrio muestra un fenotipo receptivo para el
embrion durante un corto periodo de tiempo, entre 3 y 5 dias, coincidiendo con los 5-
10 dias posteriores a la ovulacion. Este periodo se denomina ventana de implantacion.

En cuanto a las caracteristicas endometriales durante la ventana de implantacion se
pueden identificar pequefias protrusiones en las células del epitelio luminal conocidas
como pindpodos. Las glandulas endometriales se vuelven prominentes y aumentan la
secrecion de liquido endometrial, lo que favorece la aposicién y adhesién embrionaria.
En esta fase también se observa un incremento de la vascularizacion del estroma
endometrial. (19).
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Ademas de los cambios morfologicos también se han observado cambios en la expresion
génica endometrial, la secrecidn de sustancias y la distribucién de las células del sistema
inmune, presentando un balance proinflamatorio en esta etapa (19,31).

Sin embargo, segun el trabajo publicado por Moreno et al en 2016, a diferencia de la
microbiota vaginal, no parece que la composiciéon de la microbiota endometrial esté
influida por la fase del ciclo menstrual (23).

4. LA IMPLANTACION

En el momento en el que se libera el embridn en la cavidad endometrial, al realizar una
transferencia embrionaria, alcanzamos un punto ciego en el tratamiento de
reproduccion asistida. Desconocemos muchos de los mecanismos que se activan vy las
circunstancias que favoreceran el éxito de la transferencia o predispondran a su fracaso.

A lo largo de los afos se han estudiado numerosos marcadores endometriales que
parecen jugar un papel importante en el momento de la implantacion: integrinas,
osteoponina (receptor de integrinas), mucinas, leukemia inhibitory factor (LIF)... pero
ninguno ha llegado a demostrar su relevancia clinica (18).

Para poder estudiar el FIR es importante comprender la fisiologia normal de la
implantacion embrionaria. Esta es un proceso muy complejo, en el que intervienen
numerosos factores, desde la calidad de los gametos, los embriones, las caracteristicas
endometriales, los factores inmunoldgicos e inflamatorios, hasta el didlogo entre el
embrion y el endometrio, que son los verdaderos protagonistas de este fendmeno.

Implantacion embrionaria
De manera didactica se considera que la implantacién embrionaria se divide en 3 fases:
e Aposicion

Durante la fase de aposicidon, el blastocisto se aproxima al area de implantacion del
endometrio, que suele localizarse en el tercio superior de la cara posterior uterina. La
masa celular interna del blastocisto se orienta hacia la zona del trofoblasto que va a
invadir el endometrio. Esta ubicacién determina el lugar donde se va a formar la
placenta.

Durante esta fase de laimplantacion el endometrio y el embridn se comunican mediante
la liberacion de citoquinas, que guian al embridon hacia la zona de implantacion.

e Adhesidn

En la fase de adhesion la superficie del trofoblasto entra en contacto directo con la
superficie del epitelio endometrial dando lugar a la unién del blastocisto al endometrio.
Este proceso esta mediado por moléculas de adhesién que establecen uniones celulares
y conexiones con la matriz extracelular endometrial.
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e |nvasion

Una vez que el blastocisto se ha unido al epitelio endometrial lo rompe mediante una
reaccion de apoptosis que le permite penetrar hacia el estroma. A partir de este
momento el trofoblasto inicia la invasion del estroma en busca de las arterias espirales
gue aportaran el sustento al embarazo.

En esta fase, ademas de las moléculas de adhesion, cobran gran importancia los
mediadores inflamatorios y las células del sistema inmune.

El embrion

Incluso antes de que se inicie el proceso de implantacion se han descrito algunas
modificaciones endometriales inducidas por la presencia del embrion (19,31,32).

En efecto, ademds de las modificaciones endometriales que suceden por efecto de las
hormonas, el embrién también es capaz de inducir cambios sobre el endometrio
mediante la secrecién de determinadas moléculas que interaccionan con sus receptores
endometriales. Este didlogo entre en endometrio y el embridon permite, entre otras
funciones, regular la accién de las células inmunes (31,32).

Esta descrito que estas sefalizaciones emitidas por el embrion difieren entre embriones
con mayor potencial para implantar de las de aquellos que no tienen potencial para
implantar. Estos ultimos emiten sefiales que resultan en transformaciones
endometriales desfavorables para la implantacién (31,32).
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5. ETIOLOGIA Y ESTUDIO DEL FALLO DE IMPLANTACION

Las definiciones de FIR estan basadas en factores que conocemos, de los que tenemos
constancia que pueden condicionar el resultado de la transferencia y que podemos
estudiar y corregir. A medida que se avanza en el conocimiento de la fisiologia de la
implantacion esta definicion, como ya hemos descrito, ha ido evolucionando, pero
todavia encontramos muchas incégnitas en el proceso de la implantacién y, por tanto,
hacen dificil enfocar el estudio del FIR.

Una de las revisiones mas recientes publicadas sobre el FIR divide sus posibles causas en
seis grandes grupos: (33)

e Factores inmunolégicos e inflamatorios: incluyen patologias como |la
adenomiosis, la endometriosis y la EC. Estas tres entidades se relacionan con un
estado inflamatorio que puede alterar el equilibrio en las células del sistema
inmune y las citoquinas que liberan a nivel endometrial.

e Factores genéticos: tanto embrionarios como maternos. Algunas alteraciones
genéticas maternas predisponen al desarrollo de trombofilias congénitas.
También se ha sugerido que determinadas combinaciones del HLA en algunas
parejas puede predisponer a un FIR

e Factores anatdmicos: principalmente uterinos, como la presencia de miomas
submucosos, podlipos, adherencias o algunas dismorfias uterinas, pueden
dificultar la implantacién embrionaria.

e Factores hematoldgicos: estados procoagulantes como el factor V de Leyden o
la mutacion del gen de la protrombina se han asociado con fallo reproductivo.

e Factores endocrinoldgicos: alteraciones en los niveles hormonales.

e Microbiota: actualmente se investiga el papel que puede desempefar la
microbiota endometrial y vaginal en la implantacion embrionaria.

A lo largo de los afios se ha tratado de investigar y determinar la relevancia clinica de
muchas de estas posibles causas, sin que se haya podido alcanzar conclusiones soélidas
en la mayoria de los casos.

En la tabla 2 se encuentran resumidas algunas de las recomendaciones mas
destacables de las principales guias cientificas sobre el manejo de la paciente con FIR
(8,17,34,35)
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BFS 5 CFAS I+

Estilo de vida
Grosor endometrial
Cariotipos

PGT-A
Transferencia en
blastocisto
Histeroscopia
Ecografia 3D
Hidrosalpinx
Adenomiosis
Vitamina D

Funcidén tiroidea
Progesterona sérica
EC

Scratching
endometrial
Receptividad
endometrial
Microbiota
endometrial

Cel. Nk periféricas

Individualizar

En
investigacion
En

investigacion

Cel. NK uterinas

HLA

Trombofilias/SAF

ADN mitocondrial \
Fragmentacion ADN
espermatico

Peristaltismo

uterino

Tabla 2. Resumen de recomendaciones para el estudio de FIR segun las guias cientificas:
SEF 2021 (8), ESHRE 2023 (17), British Fertility Society (BFS) 2021 (34) y Canadian Fertility
and Andrology Society (CFAS) 2020 (35). En Verde, recomendado. En amarillo, factores
a considerar. En rojo, no recomendado. En blanco, no hacen referencia a ese aspecto.

Como se puede observar de forma muy grafica en la tabla 2, la falta de evidencia
cientifica hace que no exista un consenso sobre los estudios que se deben realizar a las
pacientes que presentan FIR. Por este motivo nos parece de interés y utilidad ahondar
en el conocimiento de la EC, una de las causas que puede subyacer en el FIR.

29



6. ENDOMETRITIS CRONICA

La EC se define como la inflamacidén persistente del endometrio. Histolégicamente se
caracteriza por la presencia de células plasmaticas en el tejido endometrial, siendo asi
gue la deteccidn de éstas es considerada el patrén oro para el diagndstico.

Generalmente cursa de forma asintomatica, aunque en algunas pacientes se asocia con
clinica de sangrado uterino anormal, dolor pélvico, leucorrea o esterilidad (36—38).

Etiologia

Se sugiere que la EC esta relacionada con la presencia de microorganismos infecciosos
en la cavidad uterina. Para la deteccidon de microorganismos en el tejido endometrial se
pueden emplear dos técnicas: los cultivos tisulares tradicionales en diferentes medios o
técnicas moleculares, mas novedosas, que permiten la identificacion de
microorganismos mediante la deteccion de su material genético en el endometrio (39).

Los principales microorganismos implicados son bacterias comunes como Streptococcus
spp, Enterococcus spp, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus spp.
(39—41). En algunos casos, pero con mucha menor frecuencia, también se han aislado
patdégenos comunes del tracto genital, como ureaplasma y chlamidia (40).

En un estudio publicado por Moreno et al. en 2018 se evalué mediante reaccidon en
cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) la presencia de nueve posibles
patdgenos en 65 muestras de tejido endometrial de pacientes estudiadas por sospecha
de EC. El microorganismo mas frecuentemente detectado fue el Streptococcus spp. (40).
Encontramos resultados similares en otras publicaciones en las que, tras realizar cultivos
microbioldgicos de las muestras endometriales en pacientes con esterilidad de causa
desconocida, obtienen que un 64,2% de ellos son positivos en pacientes diagnosticadas
de EC. Entre los principales patdégenos que aislan, los mas frecuentes fueron:
Enterococcus faecalis, E. coli, Ureaplasma urealythicum y Streptococcus agalactiae
(36,40). Como vemos, la mayoria de los microorganismos son bacterias comunes y no
especificas del tracto genital.

Estas bacterias pueden alcanzar la cavidad uterina mediante multiples vias. La mas
probable y estudiada es el ascenso por via vaginal. Ravel et al. proponen una posible
relacion entre la vaginosis bacteriana, la EC y el fallo reproductivo (42). Aunque no se
descarta la migracion bacteriana por via hematica o el desplazamiento desde el tracto
digestivo (40,43).

Por otro lado, también encontramos un porcentaje considerable de casos en los que, a
pesar de tener una confirmacion de diagndstico anatomopatoldgico de EC, no se
detectan microorganismos en cultivos. Algunos autores afirman que esto se debe al
empleo de métodos de cultivo tradicionales en los que microorganismos anaerobios o
virus no crecen, lo que supondria un sesgo en la mayoria de los trabajos. (40)

Encontramos otros estudios en los que se postula un posible origen autoinmune de la
EC, particularmente en aquellas pacientes que presentan un cultivo negativo y no
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responden al tratamiento antibidtico empirico (44). Sin embargo, esta teoria del posible
origen autoinmune no termina de ser validada y son necesarios mas estudios en esta
direccion. Trabajos como el de Kushnir et al. (44) analizan la presencia de mediadores
inflamatorios y de autoinmunidad a nivel sistémico en pacientes con antecedente de FIR
o Abortos de repeticion (AR). Comparan dos grupos, uno con confirmacién diagndstica
de EC y otro sin EC vy, finalmente, no encuentran evidencia de mayor inflamacién ni
autoinmunidad a nivel sistémico en pacientes con EC.

Factores de riesgo

Se ha establecido una posible relacion entre la EC y la endometriosis, ya que estd
descrita una mayor prevalencia de EC en pacientes con endometriosis que en la
poblacién general (45-47). Aunque no se conoce bien la causa de esta asociacion,
parece que las pacientes con endometriosis tienen una mayor predisposicion a
presentar disbiosis a nivel de la flora del tracto genital. La disbiosis, a su vez, condiciona
un mayor riesgo para desarrollar infecciones pélvicas. Tanto la disbiosis, como las
infecciones desencadenan una respuesta inflamatoria del tracto genital y la pelvis. Esta
inflamacién constituye el factor comun para ambos procesos, tanto para la
endometriosis como para la endometritis (48). Por otro lado, en pacientes con EC se ha
observado una alteracidon en la cinética de la contractilidad uterina, lo que podria
favorecer el sangrado menstrual retrégrado, convirtiendo a la EC en factor de riesgo
para el desarrollo de una endometriosis (49).

Asi mismo, parece que la presencia de determinadas patologias endocavitarias como
polipos endometriales, cuadros adherenciales o istmoceles se asocian con un ambiente
inflamatorio endometrial. Esto probablemente esta relacionado con una situacion de
disbiosis y alteracidon en la expresidon de factores de crecimiento y citoquinas que
predisponen al desarrollo de EC (45,47,50-52).

También se ha relacionado la presencia de patologia tubarica con una mayor prevalencia
de EC, sin poder concluir cudl de las dos entidades constituye la causa y cudl el efecto
(38,47,53).

Todas estas situaciones pueden ser, por si mismas, causas de fallo reproductivo. Ante el
diagndstico de cualquiera de ellas se debe también tener en consideracién su posible
relacién con la EC.
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Prevalencia

La prevalencia de la EC es muy dificil de estimar, ya que para ello seria necesario
disponer de unos criterios diagndsticos objetivos y universales, de los que hoy en dia
carecemos. Por tanto, en la literatura la prevalencia de esta patologia es muy variable
entre los diferentes estudios. En la poblacién general oscila entre el 10-24% (54,55) y
alcanza entre el 14-55% en mujeres que presentan FIR, abortos recurrentes o esterilidad
de origen desconocido (36,54,56).

Endometritis cronica y fallo reproductivo

Numerosos estudios relacionan la EC con el fallo reproductivo. Parece que existe una
mayor prevalencia de EC en pacientes con FIR y con abortos de repeticién que en la
poblacién general (36,55-57). Por otro lado, también se sugiere que en pacientes con
EC las tasas de implantacion tras un tratamiento de FIV estan disminuidas (36,38,58,59).

Chen et al. (38) compararon las tasas de gestacion tras una transferencia de embriones
en dos grupos de pacientes que se iban a someter por primera vez a un TRA. Un grupo
presentaba mas de 5 células plasmaticas por campo de gran aumento, determinadas
mediante inmunohistoquimica (IHQ) y el otro grupo 4 células o menos. Obtuvieron una
tasa de gestacion del 7,7% en el grupo con mas de 5 células plasmaticas endometriales,
frente al 31,3% en el grupo con menos de 5 plasmaticas. En este trabajo ninguna de las
pacientes con células plasmaticas habia recibido tratamiento antibidtico previo a la
transferencia.

Disponemos de otras publicaciones similares, en las que realizaron las transferencias
embrionarias sin administrar ningun tratamiento para la correccion de la EC y los
resultados apuntan en la misma linea: una clara disminucidn de las tasas de gestacién y
un mayor numero de abortos en aquellas con signos de EC (58,60,61).

Otros grupos, como Cicinelli et al. (36) alcanzan las mismas conclusiones en un grupo de
pacientes con FIR tras realizar un diagndstico de EC mediante histeroscopia, histologia 'y
cultivo. En este caso las pacientes con diagndstico de EC recibieron tratamiento
antibidtico hasta en tres ocasiones por paciente, para lograr la correccidn del cuadro y
realizar una transferencia embrionaria posterior. En aquellas pacientes en las que tras
la administracidn de tres pautas de antibioterapia no se logré la resolucién completa de
la EC se realizd la transferencia embrionaria igualmente. En este estudio obtuvieron
también tasas de gestacion y recién nacido vivo significativamente inferiores en las
pacientes en las que persistian signos de EC, en comparacion con aquellas en las que se
habian resuelto. Este Ultimo grupo de pacientes, con EC resuelta, lograba alcanzar tasas
de gestacion similares a las pacientes que no habian presentado en ningin momento
EC.
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Fisiopatologia

Aunque parece claro que existe una relacién entre la EC y la esterilidad, no se conoce
bien el mecanismo etiopatogénico. Esta bastante aceptado que la base fisiopatoldgica
de la EC se encuentra en el desorden de la microbiota endometrial. Esta alteracién esta
condicionada por la presencia o el aumento en la cantidad de determinadas bacterias
que no deberian estar presentes en el endometrio y dan lugar a una respuesta inmune
gue ocasiona una inflamacién endometrial (39,62,63).

El desequilibrio en la composicion de la microbiota o el aumento de bacterias patogenas
en la cavidad endometrial se ha relacionado con la presencia de células plasmaticas en
el estroma endometrial, como respuesta del endometrio ante este trastorno de su flora.
Ademads de la presencia de células plasmaticas en las muestras endometriales de
pacientes diagnosticadas de EC, también se encuentran aumentadas otras células como
linfocitos B, macréfagos, monocitos, neutroéfilos y linfocitos T (57,62,64—66). Estas
células del sistema inmune, presentes de forma habitual en el endometrio, liberan
citoquinas y mediadores inflamatorios que desempefian importantes funciones en el
momento de la implantacién. Es fundamental, por tanto, que exista un equilibrio en la
proporcion en la que se encuentran, asi como en los productos que liberan
(30,55,63,67,68).

Dentro de las células del sistema inmune presentes en el endometrio existen dos
subpoblaciones diferentes. Un grupo celular que va a presentar funciones
proinflamatorias, liberando citoquinas proinflamatorias que inducen el rechazo de
injertos, mientras que el otro grupo de células es el responsable de la produccién
citoquinas y mediadores que activan mecanismos de inmunotolerancia. La presencia y
el correcto funcionamiento de ambos tipos celulares es imprescindible para que se
produzca una adecuada implantacién embrionaria (30,55,68).

En pacientes diagnosticadas de EC el equilibrio entre estos grupos celulares y citoquinas
se encuentra alterado (69,70). Algunas bacterias liberan moléculas o presentan ciertos
componentes en sus membranas celulares que, al entrar en contacto con las células del
sistema inmune, estimulan la secrecién de mediadores inflamatorios. Esto, a su vez,
favorece la proliferacién de los grupos celulares con actividad proinflamatoria en
detrimento de aquellas responsables de las funciones de inmunotolerancia. Ademas del
estado proinflamatorio, algunos estudios también relacionan la EC y la alteracion de la
microbiota endometrial con desequilibrios en las rutas metabdlicas que tienen lugar
durante el proceso de la implantacion (62). Todo ello conlleva el desarrollo de un
microambiente excesivamente inflamatorio, desfavorable para que tenga lugar la
implantacion embrionaria (30,63).

Las células del sistema inmune y las citoquinas intervienen en importantes mecanismos
durante la implantacion como la invasion trofoblastica, la remodelacion de las arterias
espirales e incluso en la decidualizacién endometrial (63,71).

Wu et al. en 2017 publicaron un trabajo sobre diecisiete pacientes, nueve diagnosticadas
de EC mediante IHQ CD138 y ocho sin EC, en las que estudiaron in vitro el proceso de
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decidualizacion endometrial. Observaron que, en aquellas que presentaban EC, la
decidualizacion se encontraba alterada a expensas de una expresiéon anormal de los
receptores hormonales de las células endometriales, lo que condicionaba una
disminucion en la accion de la progesterona sobre dichos receptores (71).

Ademas de la posible disfuncién en la expresién de los receptores hormonales
endometriales, parece que la EC podria producir también una alteracién a nivel de la
produccién hormonal. Los factores de crecimiento y las citoquinas segregadas como
consecuencia de la inflamacion endometrial pueden estimular la funcion de la
aromatasa endometrial, dando lugar a un incremento local de los niveles estrogénicos
en el endometrio. Este aumento de estrogenos endometriales puede tener como
consecuencia una alteracion en la maduracion y diferenciacion endometrial, adem3s de
constituir un mayor riesgo para el desarrollo de pélipos endometriales (72).

Por otro lado, la presencia de EC también se ha asociado con una alteracién en el patrén
de contractilidad uterina. Pinto et al. (49) en 2015 observaron que en pacientes
diagnosticadas de EC existia una alteracion en la cinética de la contractilidad uterina, lo
gue consideraron que podria justificar la clinica de sangrado, leucorrea y dolor, asi como
los problemas de fertilidad.

Por lo tanto, la EC puede alterar numerosos procesos endometriales fundamentales
para que la implantacion embrionaria tenga lugar de manera exitosa, dando lugar al FIR.

Diagnostico

A pesar de producir alteraciones endometriales, la EC es una entidad que no puede ser
diagnosticada mediante pruebas de imagen como la ecografia, la histerosonografia o la
histerosalpingografia, ya que no produce modificaciones en la anatomia de la cavidad
uterina.

Se considera que la deteccién de células plasmaticas en una muestra endometrial
constituye el patrdon oro actual para el diagndstico de EC. Pero existen otras pruebas
diagndsticas como la histeroscopia que, mediante la visién directa del endometrio,
permite identificar una serie de caracteristicas endometriales que también parecen
estar altamente relacionadas con esta patologia. Asi mismo, los cultivos endometriales
o las técnicas moleculares que determinan la presencia de microorganismos en una
muestra endometrial también pueden ser Utiles para el diagnédstico de la EC, ya que su
principal etiologia es la presencia de bacterias en el endometrio.

Estudio histolégico: deteccion de células plasmaticas en una muestra endometrial.

El diagndstico de EC se establece mediante la confirmacidn de la presencia de células
plasmaticas en el endometrio. Para ello, es imprescindible el estudio histopatoldgico de
una muestra endometrial. La obtencion de esta muestra se puede realizar empleando
canulas para toma de biopsias endometriales, o bien, de forma dirigida mediante
histeroscopia.
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Hematoxilina eosina, CD138 y MUM 1

Las células plasmaticas son células de la serie blanca que se forman a partir de la
diferenciaciéon de linfocitos B. Estas células tienen como funcidn secretar
inmunoglobulinas y son responsables de la inmunidad humoral.

Clasicamente, en el estudio anatomopatolégico, se ha empleado la tincién con
hematoxilina-eosina para la deteccion de células plasmaticas en las biopsias
endometriales. Sin embargo, en los ultimos afios se ha observado que el estudio
inmunohistoquimico del marcador CD138 (también conocido como syndecan 1, un
proteoglicano presente en las membranas de las células plasmaticas) mejora la
sensibilidad en la deteccidon de las células plasmaticas, y por tanto, el diagndstico de EC
(38,64,73,74). Esto es debido a que con la aplicacidn de este marcador se logra un realce
visual de las células plasmaticas, mientras que con la HE las células plasmaticas pueden
pasar desapercibidas en muchas ocasiones a causa del parecido en su morfologia con
otras células que habitualmente estan presentes en el estroma endometrial. (Figura 4)

Encontramos varios estudios que comparan la eficacia diagndstica de la deteccion de
células plasmaticas mediante hematoxilina eosina frente al empleo del CD138.
Demuestran claramente una superioridad en la tasa de deteccion de las células
plasmaticas con CD138 y una menor subjetividad de la técnica, ademds de un mejor
grado de acuerdo interobservador (38,57,58,73,75).

En la tincion con HE las células plasmaticas se caracterizan por presentar una cromatina
granular y un citoplasma baséfilo con un halo rosa alrededor del nucleo. La tincidn con
CD138 realza la membrana celular de las células plasmaticas proporcionandoles un tono
ocre oscuro, sin tefiir los nucleos celulares (64,74,76). (Figura 3)

Figura 3. A. Endometrio proliferativo. H&E 4x. B. Tincion CD138. Tincion inespecifica en
las gldndulas endometriales, pero se reconocen abundantes células con tincién
circunferencial e intensa para CD138 (flechas rojas). IHQ CD138 20x.
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En publicaciones mas recientes, algunos autores han introducido otro anticuerpo para
detectar la proteina MUM 1, también presente en las células plasmaticas, linfocitos B
activados y linfocitos T, empleado inicialmente para el diagndstico de mieloma multiple
y otros sindromes linfoproliferativos (77). La tincion de MUM 1 realza el nucleo celular,
muestra las células plasmaticas con su ndcleo granular de color marrén oscuro y su
abundante citoplasma en un tono arena mas claro (76).

El Grupo de trabajo internacional para la estandarizacién del diagndéstico de la EC,
liderado por Ettore Cicinelli, ha publicado en 2022 un trabajo en que comparan ambos
marcadores histoldgicos, el MUM 1 frente al CD138. Tomando como diagndstico
estandar la combinacidon de la histeroscopia junto con el estudio histologico con
hematoxilina eosina, obtienen una sensibilidad (S) y especificidad (E) similares, aunque
algo superiores para MUM 1 ($93,48% vy E 85,03%) frente a CD138 (S 89,13% vy E 79,59%)
y una precision diagndstica similar para ambos marcadores (MUM1 AUC= 0,893 y CD138
AUC=0,844). El grado de acuerdo interobservador resulté bueno para ambas técnicas,
algo superior de nuevo para MUM 1. Sin embargo, observaron un mayor nimero de
falsos positivos al emplear CD138 debido a la intensa tincién de membrana de las células
epiteliales endometriales en algunos casos (77).

Aunque los resultados con MUM1 parecen prometedores, por el momento, la técnica
histopatoldgica mas extendida para la identificacidn de células plasmaticas en muestras
endometriales es la tincion IHQ CD138.

Siempre que se emplea el CD138 para la identificacidon de células plasmaticas en el
endometrio es importante tener en cuenta que las células epiteliales endometriales
también tifien su membrana con este marcador. Este hecho puede llevar a confusion,
considerando como positivas las células epiteliales y confundiéndolas con células
plasmaticas, lo que supone un mayor riesgo de obtener un falso positivo en el
diagndstico de EC (74,76,77). Por ello es importante que las células plasmaticas sean
identificadas en el estroma endometrial y asi lo subrayan los patdlogos. (Figura 4)
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Figura 4. Tincién CD138. Tincidn inespecifica en las glandulas endometriales (flecha azul)
pero se reconocen abundantes células con tincidon circunferencial e intensa para CD138
(flecha roja). IHQ CD138 10x

Numero de células plasmdticas

Ademas de la dificultad para la identificacion de las células plasmaticas en las muestras
endometriales y la falta de acuerdo sobre la técnica a emplear, encontramos otro punto
de controversia importante a la hora de realizar el diagndstico de EC mediante el estudio
histoldgico: el numero de células plasmaticas necesarias para considerar un diagndstico
de EC. Este factor hace especialmente dificil comparar y agrupar los resultados de los
diferentes trabajos publicados, ya que muchos autores aplican criterios diferentes y
establecen el nimero de células plasmaticas de forma arbitraria. (Tabla 3)

No sélo seria importante estandarizar cuanto antes el nimero de células plasmaticas
considerado diagndstico de EC, sino también el modo de llevar a cabo su recuento. Este
contaje puede realizarse sobre toda la muestra endometrial de la que disponga el
patdlogo o en un nimero determinado de campos microscdpicos, seleccionados al azar,
que tendran una diferente extensién en funcion de los aumentos aplicados.

Ademas, algunos estudios demuestran que se puede encontrar un nimero reducido de
células plasmaticas en el endometrio de pacientes sanas y fértiles (57,73,78). Por ello
algunos autores proponen no sdélo tener en cuenta la presencia y/o el nimero de células
plasmaticas sino también recalcan la importancia de realizar una valoracién del estroma
endometrial en su conjunto, hipercelular en los casos de EC y con una asincronia entre
la maduracién estromal y glandular (57,64).
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Encontramos varios estudios que sugieren diferentes propuestas para establecer los
criterios diagndsticos en el estudio histoldgico de la EC. (Tabla 3)

Fase del ciclo Criterios diagnosticos histolégicos
Mc Queen 2015 (58) No especifica = 1-5 células plasmaticas en un campo de gran
aumento
Chen et al. 2016 (38) Fase folicular | 5 6 > células plasmaticas en un campo de
gran aumento
Liu et al. 2018 (73) Fase lutea - 5,15 células plasmaéticas por 0,1mm?
identificadas mediante CD138 en
toda la muestra.
- 2,95 células plasmaticas en toda la
muestra
- 1,95 células plasmaticas en 10
campos de gran aumento
Zargar et al. 2020 (59) | Fase folicular | 5 6 > células plasmaticas en 20 campos de
gran aumento

Li et al 2020 (66) Fase lutea 5 6 > células plasmaticas en un campo de
gran aumento

Rimmer et al 2020 (78) = Fase lutea 4-6 células plasmaticas en un campo de gran
aumento

Mc Queen et al. 2021 No especifica 1 6 > células plasmaticas identificadas

(57) mediante CD138 por campo de gran
aumento + cambios en el estroma
endometrial.

Hirata et al. 2021 (61) | Fase lutea 1 6 > células plasmaticas en 10 campos de

gran aumento
Xiong et al. 2021 (79)  Fase folicular 5 6 > células plasmaticas en toda la muestra
Tabla 3. Criterios histoldgicos diagndsticos de EC.

El grupo de Liu et al. (73) en 2018, propuso relacionar el nimero de células plasmaticas
en toda la muestra y la extension de dicha muestra, informando el nimero de células
plasmaticas por unidad de superficie. De este modo, eliminaron la posible influencia del
tamafio o cantidad de la muestra endometrial frente a aquellos estudios que analizan el
nimero de plasmaticas en toda la muestra. También eliminaron asi el sesgo que puede
producir el azar en aquellos trabajos en los que estudian el niumero de células
plasmaticas en un niumero determinado de campos de gran aumento y no tienen en
cuenta toda la muestra (38,58,61,66,78).

Una encuesta internacional realizada a anatomopatélogos en 2019-2020 en la que
participaron 336 especialistas confirmdé que no existe ningun consenso en cuanto a los
criterios diagndsticos de EC. Un 28% consideraba diagndstico de EC la presencia de al
menos una célula plasmatica en toda la muestra endometrial, el 35% aplicaban el punto
de corte entre 2-5 células plasmaticas, un 18% lo definian en 5 6 mas células plasmaticas
y un 16% consideraba como diagndstico la presencia de al menos 3 células agrupadas.
Por lo tanto, tras la cumplimentacién de esta encuesta, se concluyd que era necesario
llegar a un consenso sobre los criterios diagndsticos de esta entidad (80).
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Por dltimo, también seria conveniente estandarizar el momento de la toma de la
muestra endometrial ya que se sugiere que se puede hallar un mayor nimero de células
plasmaticas cuando la muestra es recogida en fase proliferativa que cuando se toma en
fase lutea (66,81).

Histeroscopia

La histeroscopia ademas de permitir la obtencién de tejido endometrial aporta una
mayor informacién sobre el estado de la cavidad endometrial ya que nos proporciona
una vision directa de la misma.

Hallazgos sugestivos de EC

Se han descrito una serie de patrones histeroscépicos asociados a la EC como la
presencia de micropdlipos, endometrio polipoide, edema estromal y/o hiperemia focal
o difusa. Varios estudios demuestran que existe una buena correlacion entre dichos
hallazgos y la confirmacién diagndstica de EC en el estudio anatomopatoldgico (40,82—
84).

- Hiperemia difusa o focal

Figura 5. Imagen histeroscépica de endometrio con hiperemia difusa

Entre los patrones histeroscdpicos asociados a inflamacién endometrial se encuentra
muy frecuentemente la hiperemia endometrial, esto es, el enrojecimiento de la
superficie endometrial. Clasicamente se ha denominado “endometrio en fresa” por su
aspecto de color rojizo con un punteado blanco (84). El endometrio en fresa suele
corresponder a una hiperemia difusa que se extiende por toda la cavidad endometrial.
(Figura 5)
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Figura 6. Imagen histeroscépica de endometrio con dreas de hiperemia focal

En algunos casos, en lugar de un enrojecimiento generalizado, estas areas rojizas
presentan una menor extension en su superficie, aparecen como una mancha, y se
encuentran localizadas en determinadas zonas del endometrio, dando lugar a lo que se
conocen como dreas de hiperemia focal. (Figura 6)

- Endometrio polipoide

Figura 7. Imagen histeroscépica de endometrio con dreas de maduracion
irregular.

Se caracteriza por un engrosamiento endometrial irregular producido por falta de
homogeneidad en la maduracion de las glandulas del endometrio, secundario a una
disfuncién hormonal. (Figura 7)
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- Edema estromal

Figura 8. Imagen histeroscopia de endometrio con edema estromal.

El edema estromal del endometrio confiere un aspecto histeroscépico caracteristico que
consiste en un endometrio palido, irregular y con areas de engrosamiento en primera
fase de ciclo. (Figura 8) Estas caracteristicas endometriales pueden considerarse
normales en la fase secretora tardia o premenstrual, por lo que es importante tener en
cuenta el momento del ciclo de cara a interpretar las imagenes histeroscopicas (84,85).

- Micropélipos

Figura 9. Imagen histeroscdpica de endometrio con multiples micropdlipos

Los micropdlipos son pequefias proliferaciones endometriales, menores de 1mm, que
presentan un vaso en su eje central (85) (figura 9). Fueron descritos y relacionados con
la presencia de EC por primera vez por el grupo de Cicinelli en 2005 (84).
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Clasicamente, cuando se empleaba CO2 como medio de distension de la cavidad uterina
para realizar la histeroscopia, el principal signo que se asociaba con EC era la presencia
de hiperemia y el edema estromal.

El hallazgo de micropdlipos en la histeroscopia se considera practicamente
patognomonico de EC. Resulta curioso que no se encuentra en la literatura ninguna
descripcidn de micropdlipos en histeroscopias hasta que no se instaura el empleo de
suero como medio de distension. Esto parece deberse a que con el CO2 los micropdlipos
guedaban comprimidos contra la pared y no se apreciaban, mientras que, con el empleo
del suero, los micropdlipos se observan flotando desde la superficie endometrial (84).

Cicinelli et al. (86) clasifican la severidad de la inflamacién en la EC en tres grados en
funcion de los hallazgos histeroscépicos:

e Grado 0: histeroscopia normal

e Grado 1: hiperemia focal o periglandular con engrosamiento y palidez de la
mucosa endometrial asociado o no a presencia de micropdlipos aislados.

e Grado 2: hiperemia intensa y difusa, engrosamiento de la mucosa endometrial y
abundantes micropdlipos.

Ademas, demuestran que existe un buen grado de acuerdo entre los hallazgos
histeroscdpicos y el nivel de inflamacién encontrado en el estudio anatomopatoldgico
(86).

Sin embargo, existen resultados muy heterogéneos entre las diferentes publicaciones
gue evaluan la validez de la histeroscopia tomando como patron oro el estudio
histolégico. La sensibilidad de la histeroscopia para el diagndstico de EC varia entre el
35 y el 85% entre los trabajos publicados (Tabla 4). Por ello, algunos autores
recomiendan emplear la histeroscopia sélo como método de sospecha para EC y
confirmar o descartar la EC mediante el estudio histoldgico de células plasmaticas en la
biopsia endometrial (82,87).

Sensibilidad Especificidad VPP

Cicinelli et al. 2005 (84) 910 55,4% 99,9% 98,4%  94,5%
Bouet et al. 2016 (82) 99 40% 80% 35% 83%
Song et al. 2019 (87) 1189 59,3% 69,7% 42,1%  82,2%
Zargar et al. 2020 (59) 85 86,36% 87,3% 70,37%  94,82%
Tsonis et al 2021 (83) 350* 34,48% 98,77% 76,92% 92,72%

Tabla 4. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) de la histeroscopia. *350 pacientes con fallo reproductivo.

Recientemente, en 2019, el Grupo de trabajo para el diagndstico de EC liderado por
Cicinelli ha propuesto una actualizacién y unificacidon de los criterios histeroscopicos
para el diagndstico de la EC. En esta actualizacién incluyen los mismos hallazgos ya
descritos en 2005, eliminando el endometrio polipoide y afadiendo el punteado
hiperémico.
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De tal forma, que hoy en dia se consideran hallazgos histeroscépicos sugestivos de EC
los siguientes: (85)

- Endometrio en fresa: equivalente a la hiperemia difusa anteriormente descrita.

- Hiperemia focal

- Punteado hemorragico: areas rojas focales con bordes irregulares, bien
delimitados, que aparecen en continuidad con capilares

- Micropdlipos

- Edema estromal en fase folicular

Al igual que en el andlisis anatomopatoldgico, también parece que es importante tener
en cuenta el momento de realizacién de la HSC (84,85,87). Hallazgos como el edema
estromal pueden ser normales en la fase secretora tardia o premenstrual y en ese caso
no se debe considerarlo signo de EC (84,85).

Cultivo endometrial

Como ya se ha expuesto anteriormente, en la actualidad se considera que la principal
causa de EC es infecciosa (39,40,42). La presencia de microorganismos que no forman
parte de la microbiota endometrial habitual o el desequilibrio en la composicidn de ésta
pueden desencadenar una respuesta inflamatoria del endometrio.

Por lo tanto, una de las técnicas descritas para el diagndstico de EC es el cultivo
endometrial. Siendo la principal etiologia una alteracidén en la composiciéon bacteriana
del endometrio, pareceria légico pensar que la deteccidon de microorganismos en los
cultivos endometriales podria constituir la prueba definitiva para el diagndstico de EC.
Sin embargo, el cultivo presenta limitaciones importantes. La principal es su baja
sensibilidad, que puede estar ocasionada porque algunos microorganismos no crecen
adecuadamente en medios de cultivo habituales, como los virus y algunas bacterias
anaerobias (40).

Otra limitacion de los cultivos es la posible contaminacion de la muestra. Es importante
ser extremadamente cuidadoso durante la obtencién de la muestra endometrial y su
posterior manipulacién. Encontramos pocos trabajos en la literatura que evallien este
aspecto, pero parece que la concordancia entre los cultivos vaginales y endocervicales
con los endometriales es escasa (23,41). La mayoria de los autores consideran que el
empleo del espéculo, la desinfeccidn de la vagina, una canalizacidon cervical cuidadosa a
la hora de realizar la histeroscopia y la toma de la muestra endometrial es suficiente
para evitar su contaminacion (40,88).

A pesar de estas dos limitaciones, el cultivo puede considerarse una técnica de gran
utilidad para el manejo de la EC. Ademas de identificar el microorganismo, los cultivos
permiten realizar un antibiograma vy asi, poder seleccionar el antibiético mas adecuado
para eliminar el patdgeno aislado, optimizando el tratamiento.
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Deteccion de microorganismos mediante técnicas moleculares

En los ultimos anos la evolucidén y la expansidn de las técnicas gendmicas moleculares
como la RT-PCR y la secuenciacién gendmica masiva (Next Generation Sequencing, NGS)
han permitido el desarrollo de pruebas diagndsticas que detectan la presencia de
microorganismos en diferentes muestras bioldgicas mediante el analisis del acido
desoxirribonucleico (ADN). Estas pruebas identifican secuencias genéticas de diferentes
microorganismos, que son exclusivas para cada uno de ellos (29,89).

Las técnicas moleculares nos permiten aplicar dos estrategias diferentes para el
diagndstico de la EC. Por un lado, tanto la RT-PCR como la NGS, pueden buscar un
microorganismo en concreto aplicando una sonda con una determinada secuencia de
genes que es exclusiva para cada microorganismo o para una familia de
microorganismos. Existen kits en el mercado que incluyen sondas con secuencias
genéticas de las principales bacterias que se han identificado como causantes de EC.
Esta técnica, por tanto, es util para el diagndstico de EC en aquellos casos que esta
causada por los patogenos que mas frecuentemente la producen, pero presentard
resultados falsos negativos en caso de que el microorganismo no esté incluido en
ninguna de las sondas (39).

Por otro lado, la generalizaciéon y el desarrollo de la inteligencia artificial y el “big data”
y la mayor facilidad de acceso a la NGS ha permitido que, ademas de identificar
determinados microorganismos, se pueda analizar todo el microbioma de la muestra
endometrial. También se encuentran paquetes comerciales que secuencian todos los
genes bacterianos presentes en el endometrio, permitiendo asi identificar posibles
desequilibrios en la composicion de la microbiota que puedan ocasionar una respuesta
inflamatoria (29,39).

Para realizar estas técnicas, previamente se realiza una amplificacién del ADN, lo que
facilita la identificacion microorganismos, aunque estén presentes en pequefia cantidad.
Por lo tanto, como ventaja frente al cultivo, parece que el estudio molecular del
endometrio tiene una mayor sensibilidad para la deteccién de microorganismos (39).

Como contrapartida, el diagndstico por NGS no detecta microorganismos vivos, sino que
identifica material genético, que puede estar presente en restos bacterianos, aunque el
microorganismo ya no esté activo (89). En base a ello, esta prueba tiene un mayor riesgo
de presentar resultados falsos positivos, ya que podria identificar restos genéticos de
microorganismos muertos, sin significacion patolégica.

Ademas del mayor riesgo de resultados falsos positivos, esta prueba también presenta
otras limitaciones. Comparte con el cultivo la limitacion de la posible contaminacién de
la muestra en el momento de su extraccidn o durante su manipulacién, por lo que
también es importante ser extremadamente cuidadosos en el manejo del tejido
endometrial. Por ultimo, a diferencia del cultivo, otra importante limitacién que
presenta el diagndstico por NGS es que al identificar el material genético y no el
microorganismo vivo en si, no se puede realizar antibiograma, por lo que presenta una
menor utilidad en cuanto al manejo terapéutico.

44



Tratamiento

La identificacion del microorganismo causante de la endometritis es el método ideal
para conseguir un tratamiento dirigido y eficaz. (36)

En aquellos casos en los que no se detecta ningln patégeno también se recomienda
administrar tratamiento antibidtico empirico, ya que parece que las tasas de embarazo
tras la antibioterapia mejoran en estas pacientes. La pauta empirica empleada
mayoritariamente es la Doxiciclina en dosis de 100mg/12h durante 14 dias (82,90). En
caso de persistir la EC algunos autores repiten la pauta de tratamiento anadiendo
Metronidazol 500mg/12h + Ofloxacino 400mg/12h durante otro ciclo de 14 dias (82).
Cicinelli et al. (36) en 2015, emplean como antibioterapia empirica desde el inicio la
combinacion de Ceftriaxona 250mg en dosis Unica intramuscular, asociada a Doxiciclina
100mg/12h y Metronidazol 500mg/12h durante 14 dias y, en caso de ser necesario,
repiten la misma pauta hasta en 3 ocasiones.

Tras el tratamiento antibidtico parece recomendable repetir las pruebas diagndsticas
que resultaron positivas para EC al diagnéstico, en orden a comprobar la resolucién del
cuadro (91,92). Li et al. observaron que disminuia el porcentaje de células inmunitarias
en el estroma endometrial, que previamente habian hallado aumentado en las
pacientes con EC (66). Tras la administracion del tratamiento también se ha observado
la desaparicion de los hallazgos histeroscépicos sugestivos de EC, dando lugar a
imagenes intracavitarias con endometrios normales (36,56,93).

Por lo tanto, aunque de los resultados publicados en la literatura parece inferirse que el
tratamiento antibidtico en pacientes con EC mejora las tasas de gestacién en TRA e
incluso puede llegar a mejorar las tasas de gestacidon espontanea, son necesarios mas
estudios (56,82,92).

7. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Actualmente se mantiene la controversia sobre los métodos diagndsticos y el manejo
terapéutico de la EC.

El estudio anatomopatoldgico con IHQ CD138 continla considerandose el patron oro
para el diagndstico. No obstante, la histeroscopia, el cultivo y el diagndstico molecular
parece que también son de utilidad en el diagndstico y, en el caso del cultivo y el NGS,
también pueden serlo para el tratamiento (39,56,84). Sin embargo, pocos estudios
evaltuan el grado de acuerdo entre las diferentes técnicas diagndsticas, la prevalencia de
la EC y el papel de la endometritis sobre el fallo reproductivo. Y los que lo hacen son
heterogéneos y, en general, poco precisos en cuanto a los criterios de inclusion de
pacientes, por lo que obtienen resultados dispares (39,40,82,87).

Por ello, consideramos de gran utilidad el analisis de las posibles pruebas diagndsticas,
asi como de la tasa de resolucién de la EC tras administrar el tratamiento antibidtico en
nuestra poblacién de pacientes con FIR.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1. HIPOTESIS
Hipétesis alternativa (H1)

La deteccion en la histeroscopia de micropdlipos, hiperemia focal o difusa, o edema
estromal, asi como la presencia de microorganismos en el cultivo endometrial, tienen
un grado de acuerdo moderado o bueno con el diagndstico de EC realizado mediante
estudio IHQ.

Hipétesis nula (HO)

La deteccion en la histeroscopia de micropdlipos, hiperemia focal o difusa, o edema
estromal, asi como la presencia de microorganismos en el cultivo endometrial, no tienen
un grado de acuerdo moderado o bueno con el diagndstico de EC realizado mediante
estudio IHQ.

2. OBIJETIVOS

Principal: Determinar el grado de acuerdo entre las pruebas diagndsticas orientadas a
la deteccidn de EC: deteccion de células plasmaticas mediante inmunohistoquimica
CD138 en muestra endometrial, histeroscopia y cultivo microbioldgico

Secundarios

1. Calcular la prevalencia de EC en pacientes con FIR en nuestra poblacion.
Determinar la sensibilidad, especificidad y tasas de verdaderos y falsos positivos
y negativos de la histeroscopia para el diagndstico de EC, tomando como patron
oro el diagndstico anatomopatoldgico con identificacion de células plasmaticas
mediante IHQ CD138.

3. Calcular el valor predictivo positivo y negativo de la histeroscopia para el
diagnostico de la EC.

4. Determinar la sensibilidad, especificidad y las tasas de verdaderos y falsos
positivos del cultivo microbiolégico para el diagndstico de EC.

5. Calcular el valor predictivo positivo y negativo del cultivo microbioldgico para la
deteccion de EC.

6. Determinar el grado de acuerdo entre la deteccidon de células plasmaticas
mediante IHQ CD138, la histeroscopia, el cultivo microbioldgico y la NGS.

7. Determinar la sensibilidad, especificidad y las tasas de verdaderos y falsos
positivos del diagndstico metagendmico por NGS para la EC.

8. Calcular el valor predictivo positivo y negativo del diagndstico metagendmico por
NGS para la deteccién de EC.

9. Analizar el nimero de tratamientos necesarios para la resolucién de la EC.

10. Evaluar si existen diferencias entre la tasa de implantacion, gestacion clinica y
gestacion evolutiva previas y posteriores al estudio y tratamiento de la EC.

11. Analizar la posible contaminacion de los cultivos endometriales por
microorganismos presentes en vagina.

49



50



MATERIAL Y METODOS
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1. POBLACION DE ESTUDIO

Se han incluido en el estudio todas las pacientes diagnosticadas de FIR entre mayo 2019
y agosto de 2021 en los centros HM Fertility Center del Hospital Universitario HM
Monteprincipe, Hospital Universitario HM Puerta del Sury de la Unidad de Reproduccion
del Hospital Ruber Internacional que cumplian los criterios de inclusién y no
presentaban ningun criterio de exclusion.

El presente trabajo se disefid en 2018, cuando todavia no disponiamos de las nuevas
definiciones de FIR (8—10) y aun permanecia vigente la propuesta por Coughlan et al. (7)
Para la determinacidn de los criterios de inclusidon revisamos las caracteristicas de
nuestra poblacion y los protocolos que estabamos empleando en nuestros centros.

La media de edad de las pacientes que se habian realizado tratamientos de fecundacién
in vitro en nuestras unidades se situaba por encima de los 38 afios. Esto implicaba que
el porcentaje de PGT-A por riesgo asociado a la edad de la paciente también era elevado,
realizdandose en mas de un 80% de los ciclos. Del mismo modo, esta edad avanzada
también conllevaba una baja reserva ovdrica en las pacientes y peor calidad ovocitaria,
con un menor numero de ovocitos y por tanto de embriones obtenidos por ciclo. Este
numero reducido de blastocistos por paciente unido a la menor probabilidad de lograr
un blastocisto euploide a mayor edad daba lugar a que las pacientes obtuvieran un
numero muy escaso de embriones euploides que pudieran ser transferidos por ciclo y,
en muchos casos, blastocistos dificiles de volver a conseguir.

Por lo tanto, teniendo todo esto en cuenta, para establecer los criterios de inclusidén en
nuestro estudio, definimos el FIR como /la no consecucion de una gestacion tras la
transferencia de al menos 3 embriones de buena calidad en tres transferencias en
pacientes menores de 40 afios; o tras la transferencia de 2 blastocistos euploides en dos
transferencias de embrion unico en pacientes que habian realizado PGT-A.

Esta definicién es mas conservadora que las publicadas en la literatura, pero se adapta
a los protocolos empleados en ese momento en nuestras unidades, en los que
realizdbamos el estudio de FIR tras el fracaso de dos transferencias de blastocistos
euploides, dada la dificultad para conseguir otro embrién euploide en muchas de
nuestras pacientes. A dia de hoy, sin embargo, vemos que encaja con los criterios
establecidos segun el modelo predictivo de Ata et al. (10), teniendo en cuenta que la
tasa de implantacion por blastocisto euploide en nuestros centros es del 65%.
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Criterios de inclusion

1.

o v s W

7.

Pacientes mayores de edad, que han otorgado su consentimiento informado por
escrito, aprobado por el comité de ética de la investigacion, tras haber sido
debidamente informadas de la naturaleza del estudio y tras aceptar
voluntariamente su participacion en el mismo conociendo los potenciales
riesgos, beneficios y las posibles molestias.

Pacientes con FIR definido como la no consecuciéon de una gestacion tras la
transferencia de al menos 3 embriones de buena calidad (A o B segun la
clasificaciéon de ASEBIR (94)) en dia +3 o en estadio de blastocisto, 6 2 embriones
con resultado de PGT-A euploide, en fresco o congelados, en un minimo de 2
transferencias.

Pacientes menores de 40 ainos con évulos propios.

Pacientes mayores de 40 ainos con évulos de donante.

Pacientes mayores de 40 afios con resultado de PGT-A euploide.

Mujeres con indicaciéon de PGT-A con resultado de euploidia embrionaria,
independientemente de la edad de la paciente.

Pacientes con indice de masa corporal (IMC) inferior a 30.

Criterios de exclusion

1.

Pacientes que han recibido transferencias de embriones de mala calidad (Co D
de la clasificaciéon ASEBIR (94)).

Mujeres diagnosticadas de pdlipos o miomas submucosos en la histeroscopia.
Pacientes diagnosticadas de sindrome antifosfolipido, que no hubiera sido
tratado en las transferencias previas.

Uso de dispositivo intrauterino (DIU) o tratamiento antibidtico en el mes previo.
No acceso o no firma del consentimiento informado y de la documentacion
informativa durante el proceso de tratamiento en cualquiera de los centros
colaboradores.
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2. DISENO
Estudio observacional, longitudinal de cohortes, analitico, prospectivo.
3. METODO

Siguiendo los protocolos de las Unidades de Reproduccion participantes, a todas las
pacientes con diagndstico de FIR se les realizé una histeroscopia diagndstica y la toma
de dos muestras endometriales, una para estudio anatomopatoldgico y otra para cultivo
microbioldgico, ambas obtenidas mediante cdnula de Cornier tras la realizacién de la
histeroscopia.

Asi mismo, se ofrecid la posibilidad de realizar un test transcriptdémico para estudiar la
receptividad endometrial y el analisis de la presencia de microorganismos en la muestra
endometrial mediante NGS. Estos tests se realizaron en el grupo de pacientes que lo
solicitaron.

Consentimiento informado y hoja de informacion

Todas las pacientes leyeron y firmaron el consentimiento informado y hoja de
informacidn sobre el estudio previo a la realizacién de las pruebas.

Histeroscopia diagnéstica

Las histeroscopias se realizaron en consulta, empleando un histeroscopio diagndstico
Bettochi® (©Karl Storz) de 4,3mm o un histeroscopio diagnéstico ©Richard Wolf de
3mm. Todas las histeroscopias se realizaron en segunda fase de ciclo (entre el dia 152y
el dia 252 del ciclo).

Para asegurar las condiciones de asepsia, se colocd un espéculo vaginal a todas las
pacientes para localizar y acceder al cuello uterino, evitando asi el contacto del
histeroscopio con la vagina.

Se consideraron signos sugestivos de EC la presencia de los siguientes patrones:

e Micropolipos.

e Endometrio polipoide.

e Edema estromal en segunda fase temprana o periovulatorio.
e Hiperemia focal o difusa.

Toma de muestras

Al finalizar la histeroscopia se llevd a cabo la toma de la muestra endometrial para el
estudio anatomopatoldgico, el cultivo microbiolégico y en algunas pacientes, una
tercera muestra para la realizacién del estudio molecular.

Para ello se colocé un espéculo que permitia localizar el cérvix en el fondo de la vagina,
se desinfecto la vagina y el exocérvix con clorhexidina diluida y se procedio a la toma de
las muestras endometriales con una canula de Cornier.
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Las muestras fueron enviadas al laboratorio de anatomia patolégica y de microbiologia
de cada centro hospitalario participante. La tercera muestra, en caso de haberla, se
envio al laboratorio de estudio genético Igenomix para la realizacion del test de
diagndstico de EC por NGS.

- Estudio anatomopatolégico con IHQ CD138

El objetivo del estudio anatomopatoldgico de la muestra endometrial es la
identificacion de células plasmaticas en la misma. A dia de hoy, la deteccion
de células plasmaticas en una muestra endometrial se considera el patron
oro para el diagndstico de EC.
Se realizé la tincién inmunohistoquimica para identificar células CD138
positivas empleando el anticuerpo monoclonal B-A38 siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Las preparaciones fueron cortadas a 3
micras y fueron procesadas en Ventana BenchMark ULTRA (Ventana Medical
Systems, Roche Diagnostics Tucson,AZ). En cada preparacion se empled
amigdala como control de calidad de la técnica.
Se realizé el contaje de células plasmaticas en toda la muestra endometrial
mediante IHQ CD138 positiva identificadas en el microscopio a 400x.

- Cultivo microbioldgico

El objetivo del cultivo es la identificacion de microorganismos en el
endometrio. En aquellos casos en los que se produce el crecimiento de algun
microorganismo patégeno en una muestra endometrial se realiza el
antibiograma para evaluar qué antibiético es el mas indicado para tratar la
bacteria presente en el endometrio.

Las muestras endometriales fueron recogidas por aspiracion mediante una
canula de Cornier, via transcervical. Se introdujeron en un contenedor estéril
y fueron entregadas en el laboratorio en los primeros 15-30 minutos desde
su recogida a temperatura ambiente.

El procesamiento de la muestra se llevo a cabo dentro de la primera hora
desde su recepcidn. Se realizé la siembra de la muestra endometrial en
medio agar sangre de cordero, agar chocolate y caldo de Thiglicollate para
seleccionar microorganismos que no forman parte de la microbiota
habitual. También se realizd una tincion de GRAM con el fin de reconocer
distintos microorganismos y evaluar la cantidad de PMN por campo.

Las muestras se incubaron en estufa a 35-379C, en atmosfera aerdbica y
anaerobica durante 5 dias. Durante ese periodo de tiempo se realizaron
pases del caldo Thio-T a agar sangre para recuperar microorganismos
patdgenos.

En caso de crecimiento de patdgenos se realiza identificacidn y antibiograma
mediante VITEK 2 Compact, que es un sistema totalmente automatizado que
garantiza la excelencia en la identificacion microbiana de rutina. Dado que el
sistema funciona con tarjetas con cédigos de barras, se garantiza una
trazabilidad completa y se minimiza el riesgo de errores de transcripcion.
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- Estudio molecular por NGS

Las pruebas moleculares permiten detectar la presencia de microorganismos
en las muestras endometriales mediante la identificacién del material
genético de diferentes bacterias gracias a técnicas de secuenciacién masiva.
Disponemos de dos test moleculares:

e Test ALICE: analiza la presencia de las 9 bacterias que se han
descrito como los principales patégenos causantes de EC:
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Mycoplasma,
Ureaplasma, Enterobacteria (Escherichia, Klebsiella), Chlamydia y
Neisseria

e Test EMMA: estudia la microbiota endometrial mediante el
analisis de los genes bacterianos (microbioma) presentes en una
muestra de endometrio. Informa sobre la proporcién de bacterias
gue componen una muestra endometrial y si existe un
desequilibrio (disbiosis) en la distribucion de la poblacion
bacteriana.

En el momento del analisis de las muestras endometriales ninguno de los especialistas
responsables de informarlas conocia el resultado de las otras pruebas realizadas.

Diagndstico de endometritis cronica
Se considerd diagndstico de EC cualquiera de los siguientes hallazgos:

- La presencia de 5 6 mas células plasmaticas en toda la muestra endometrial
evidenciadas mediante IHQ CD138+ en un campo de 400x.

- La presencia de un microorganismo patdgeno en el cultivo endometrial.

- La presencia signos sugestivos de EC en la histeroscopia.

- laidentificacién de microorganismos en el estudio molecular por NGS.

Criterios diagndsticos anatomopatoldgicos

En nuestra unidad, tras realizar una revision bibliografica, se decidié en conjunto con los
patdlogos establecer como criterio diagndstico histoldgico la presencia de 5 células
plasmaticas en toda la muestra. El hecho de estudiar toda la muestra parece que tiene
un excelente grado de acuerdo inter e intra observador lo que permite reducir sesgos
(73). Ademas, las células plasmaticas en los casos de EC suelen aparecer agrupadas, por
ello seleccionando al azar un determinado nimero de campos es posible que no
detectemos algunos de estos acumulos.

El punto de corte se establecid en la identificacién de 5 células plasmaticas para evitar
sobre diagnosticar, dado que algunos estudios demuestran que se puede encontrar un
nuimero reducido de células plasmaticas en el endometrio de pacientes sanas y fértiles
(57,66,73).
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Antibioterapia

En los casos en los que se obtuvo un cultivo endometrial positivo la paciente fue tratada
con el antibidtico especifico dirigido segun el antibiograma hacia el patégeno concreto.

En los casos en los que se determind la presencia del microorganismo por NGS y el
cultivo no resultd positivo, no se disponia de antibiograma, pero el resultado del test
molecular venia acompanado de una pauta antibiotica recomendada, que fue la que se
administro.

En los casos en los que la paciente presentd diagnostico histoldgico o histeroscopico de
EC, pero el cultivo endometrial y el diagndstico por NGS fueron negativos, se administré
de forma empirica: Doxiciclina 100mg cada 12h durante 14 dias, siguiendo las
recomendaciones establecidas en la literatura. (36,82)

En pacientes con persistencia de EC tras haber completado el ciclo de tratamiento
antibidtico se repitieron nuevas pautas. En casos de cultivo positivo o identificacién de
microorganismo por NGS se siguieron las recomendaciones del antibiograma o del
informe del resultado molecular, respectivamente. Las pacientes que habian recibido la
pauta empirica por falta de identificacion del microorganismo fueron tratadas con
Ciprofloxacino 500mg/12h + Metronidazol 500mg/12h durante 10 dias en caso de
persistencia de signos histeroscopicos o células plasmaticas en el control endometrial.
(82)

Control post tratamiento

Entre 10-15 dias después de haber completado el tratamiento antibiético, coincidiendo
de nuevo con la segunda fase del ciclo menstrual, se realizé un nuevo control para
determinar si se habia resuelto o no el cuadro de endometritis.

El control se realizdé en base a la prueba que habia resultado positiva en el primer
examen. De modo, que en las pacientes que presentaron alteraciones en Ia
histeroscopia se repitio la histeroscopia. Mientras que, en pacientes con cultivo positivo,
diagndstico anatomopatoldgico o diagndstico molecular de EC, se tomd una muestra
endometrial con una canula de Cornier para un nuevo cultivo, estudio
inmunohistoquimico o estudio molecular. Si las cuatro pruebas resultaron positivas en
el inicio todas ellas fueron repetidas para el control.

Se considero éxito del tratamiento aquellos casos en los que se detectd la ausencia 6 <
2 células plasmaticas por campo de 400x, la desaparicién de signos sugestivos de EC en
la histeroscopia y la negativizacidn del cultivo endometrial o del test molecular.

En las pacientes que persistian signos de EC se administraron nuevas pautas antibidticas
y se repitieron los controles las veces que fue necesario hasta lograr la resolucién.
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Cultivo vaginal

Desde marzo de 2021 se afiadié el cultivo de una muestra vaginal para descartar posibles
contaminaciones de origen vaginal sobre las muestras endometriales. Esta muestra se
tomo previamente a la desinfeccidn vaginal con clorhexidina diluida.

La recogida de la muestra se llevé a cabo mediante una torunda de algoddn y se
introdujo en un tubo estéril con medio de transporte para anaerobios. Las muestras se
entregaron en el laboratorio en los primeros 15-30 minutos desde su recogida a
temperatura ambiente y fueron procesadas dentro de las primeras 8 horas.

Se realizd la siembra del exudado vaginal en medio agar sangre de cordero, agar
chocolatey agar can (medio cromatografico para identificacion de levaduras) para
seleccionar microorganismos que no forman parte de la microbiota habitual. Las
muestras se incubaron en estufa a 35-372C, en atmosfera aerdbica durante 4 dias.
También se realiz6 una tincion de GRAM con el fin de reconocer distintos
microorganismos y evaluar la cantidad de PMN por campo y se realizd un examen
microscopico en fresco con el fin de descartar Trichomonas vaginalis

Transferencia embrionaria tras resolucion de EC

Tras la comprobacién de la ausencia de EC se procedidé a programar y realizar la
transferencia embrionaria en las pacientes que asi lo desearon. (Algoritmo 1)

’ Tratamiento H Comprobacion
A HSC E I
Pacient o | £
acientes con fallo | :
de implantacion Cultivo ‘ [ EC | Resultados'
: 3 transferencia
1 cD138 || o Ec | posterior

| 4 Test Molecular ‘ .

1 Cultivo vaginal ‘

Algoritmo 1. Protocolo de estudio.
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4. VARIABLES

Variables principales

Se recogieron los hallazgos histeroscopicos:

Se recopilaron los resultados del estudio histopatoldgico de la muestra endometrial:

Signos de EC:

o Micropdlipos.

o Edema estromal.

o Hiperemia focal.

o Hiperemia difusa.
Malformaciones uterinas congénitas.
Pélipos.

Miomas.
Adherencias.

Dia del ciclo en que se realizd la histeroscopia.

Complicaciones en caso de haberlas.

Diagndstico anatomopatologico

Numero de células plasmaticas detectadas mediante IHQ CD138+

También se recogieron los resultados del cultivo endometrial y del test molecular, asi

como, la pauta antibidtica empleada en los casos de diagndstico de EC.

En los casos positivos para EC, al repetir la prueba tras el tratamiento se recogieron las

mismas variables.

Variables secundarias

Se recopilaron datos clinicos sobre las pacientes

Edad

Talla

Peso

indice de masa corporal (IMC)
Raza

Grupo sanguineo
Enfermedades y tratamientos concomitantes
Antecedentes familiares

Edad de la menarquia

Férmula obstétrica

Legrados previos

Antecedente de corioamnionitis
Consumo de tabaco y alcohol
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También se recogid el consumo previo de antibidticos o probidticos en el tGltimo mes.

Y por ultimo los datos referentes al ciclo o ciclos previos y el ciclo posterior del
tratamiento de reproduccidn asistida:

- AMH

- Recuento de foliculos antrales (RFA)

- Numero de transferencias embrionarias previas a estudio EC

- Caracteristicas de transferencias embrionarias previas y posterior al estudio EC
Numero de embriones transferidos

Calidad embrionaria segun clasificacion ASEBIR (94)

Dia de transferencia

Congelado o en fresco

Tipo de preparacion endometrial: ciclo natural, sustituido o estimulado
Ovocitos propios o donados

PGT-A

Tiempo desde estudio negativo para EC

o O 0O 0O O 0O O O

Resultado

Definicidn y descripcion de las variables recogidas

- Edad: medida en afios completos, cumplidos desde la fecha de nacimiento.

- Nivel sérico de AMH: concentracion sérica de AMH en cualquier momento del
ciclo (unidades expresadas en ng/mL).

- RFA: suma del total de foliculos entre 2 y 10 mm, en ambos ovarios, mediante
ecografia transvaginal.

- Peso: medido en kilogramos.

- Talla: medida en metros.

- IMC: medido en kilogramo por metro cuadrado.

- Dia del ciclo en el que se realiza la histeroscopia: determinado por la diferencia
entre la fecha en que se realiza la histeroscopia y la fecha de la dltima regla de la
paciente.

- Hallazgos histeroscopicos:

Micropdlipos: excrecencias endometriales <lmm con un vaso central.

o Hiperemia difusa: enrojecimiento endometrial.
o Edema estromal: endometrio de aspecto palido en primera fase.
o Hiperemia focal: pequefias areas de enrojecimiento parcheadas

distribuidas por el endometrio.
- Numero de células plasmaticas identificadas mediante estudio IHQ CD138
observadas en toda la muestra endometrial a 400x.
- Microorganismos identificados en cultivo de la muestra endometrial.
- Microorganismos identificados mediante estudio molecular.
- Numero de ciclos de antibiético hasta resolucién del cuadro de EC.
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- Pautas de antibidtico empiricas administrada:
o Primera linea: Doxiciclina 100mg/12h durante 14 dias
o Segunda linea si persistencia de EC: Ciprofloxacino 500mg/12h +
Metronidazol 500mg/12h durante 10 dias.
- Pautas de antibidtico administradas segun antibiograma:
o Amoxicilina-clavuldnico 500/125/8h durante 10 dias
o Ampicilina 500/8h durante 7 dias
o Ciprofloxacino 500/12h durante 10 dias
o Clindamicina 450/6h durante 10 dias
o Eritromicina 500/8h durante 7 dias
o Levofloxacino 500/12h durante 10 dias
o Metronidazol 500/12h durante 7 dias

Ciclos previos y posterior al estudio de EC:

- Numero de embriones transferidos en dia +2, +3 o blastocistos en dia +5, +6:
recuento de embriones que son transferidos en ciclo en fresco o tras ser
descongelados.

- Calidad de los embriones transferidos de acuerdo con la clasificacién de la
Asociacion Espafiola para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion
(ASEBIR). Embriones de calidad A o B son los considerados de buena calidad.
(94)

- Grosor endometrial el dia de la transferencia embrionaria: espesor en
milimetros de la doble banda endometrial delimitada por la zona de
transicion endo-miometrial, medida a 1 cm del fondo uterino.

- Preparacion endometrial:

o Ciclo natural modificado: crecimiento endometrial en el contexto del
desarrollo folicular espontaneo de la paciente. Administracion de
HCG para desencadenar ovulacion en el momento en el que se
observa ecograficamente un foliculo >17mm, un endometrio de
aspecto trilaminar >7mm y progesterona sérica < 1ng/ml.
Suplementacion posterior con 200mcg de progesterona cada 12
horas.

o Ciclo sustituido: preparacion endometrial mediante la administracion
de 2mg de estradiol cada 8h desde el primer dia del ciclo.
Suplementacién con progesterona desde los 5 dias previos a la
transferencia tras comprobar ecograficamente que el endometrio
alcanza un grosor >7mm.

o Ciclo estimulado: preparacion endometrial mediante Ila
administracion de dosis bajas de gonadotropinas para estimular el
desarrollo  folicular 'y, como consecuencia endometrial.
Administraciéon de HCG para desencadenar ovulacién en el momento

62



en el que se observa ecograficamente un foliculo >17mm, un
endometrio de aspecto trilaminar >7mm y progesterona sérica <
1ng/ml.
Tiempo desde estudio negativo para EC: tiempo medido en dias desde la
fecha de obtencidn de resultado negativo para todas las pruebas dirigidas al
diagnéstico de EC y la fecha de la transferencia posterior.
Resultados de las transferencias:
o No implantacién: BHCG negativa (<5 mUI/ml)
o Aborto bioquimico: BHCG positiva (>5 mUI/ml) que negativiza antes
de llegar a ver saco gestacional en ecografia
Implantacion: BHCG positiva (>5 mUI/ml)
Gestacidon clinica: saco gestacional intrauterino observado por
ecografia transvaginal
o Gestacidn evolutiva: feto que presenta latido cardiaco positivo en la
semana 20 de gestacion.
Recién nacido vivo: recién nacido vivo de mas de 24 semanas.
Aborto clinico: pérdida espontanea de la gestacidn después de haber
objetivado embridén con latido cardiaco por ecografia vaginal.
Tasa de implantacion: numero de pacientes con BHCG positiva dividido entre
el total de pacientes que ha realizado transferencia embrionaria multiplicado
por 100.
Tasa de gestacidon clinica: numero de pacientes a las que se objetiva saco
gestacional intrauterino en ecografia transvaginal dividido entre el total de
pacientes que se ha realizado transferencia embrionaria multiplicado por
100.
Tasa de gestacidn evolutiva: numero de pacientes en las que se objetiva feto
con latido cardiaco positivo en la semana 20 de gestacion dividido entre el
total de pacientes que se ha realizado transferencia embrionaria
multiplicado por 100.
Tasa de aborto bioquimico: numero de pacientes con BHCG positiva menos
numero de pacientes en las que se objetiva saco gestacional intrauterino en
ecografia dividido entre el numero de pacientes con BHCG positiva,
multiplicado por 100.
Tasa de aborto clinico: numero de pacientes con saco gestacional
intrauterino objetivado por ecografia transvaginal menos numero de
pacientes en las que se observa feto con latido cardiaco positivo en la semana
20, dividido entre el numero de pacientes con saco gestacional intrauterino,
multiplicado por 100.
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5. ANALISIS ESTADISTICO
Registro de datos

Los datos se han recopilado desde la primera consulta. Se han incluido todos los datos
demograficos y variables clinicas requeridas.

Todas las muestras fueron codificadas.

Los datos se tabularon en una base de datos principal con el programa Microsoft Excel
365 (Microsoft® Excel® para Microsoft 365 MSO).

Inicio de la observacion

La observacion para cada paciente comenzé desde el momento de la realizacién de la
histeroscopia.

Finalizacion de la observacion

El periodo de observacidn finalizé tras registrar el resultado de la transferencia de
embriones posterior al estudio de EC de la ultima paciente recogida en el estudio.

Calculo del tamaio muestral

El tamafo muestral necesario fue de 102 pacientes para estimar el coeficiente de
acuerdo entre las pruebas, asumiendo que el coeficiente de concordancia Kappa
esperado entre las pruebas es de 0,85 con proporcion de clasificaciones positivas por
cualquiera de las pruebas igual al 14% (82) y precisidon de 0.15 al 95% de confianza.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el programa SPSS version 25.0 (IBM Corp. Released
2008. IBM SPSS Statistics for Windows, version 25.0 Armonk, NY: IBM Corp).

Estadistica descriptiva

El estudio de las variables cuantitativas se expresa mediante el nimero de sujetos, la
media (desviacion tipica), mediana, minimo y maximo.

Para el estudio de las variables categodricas se presentan porcentajes y distribuciones de
frecuencia.

Estadistica analitica

- VALIDEZ Y FIABILIDAD DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Se calculé la sensibilidad (S), especificidad (E) y valores predictivos positivo
(VPP) y negativo (VPN) para la histeroscopia, el cultivo y el estudio molecular.
Asimismo, se analiz6 la fiabilidad de las pruebas diagndsticas evaluando el
grado de acuerdo entre las mismas calculando el indice k. Para valorar el
indice de Kappa se aplico la escala de Landis y Koch (95) que en funcidn de
los valores de k obtenidos, definen el grado de acuerdo como se puede ver
en la tabla 5.
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Muy bajo <0,20
Bajo 0,20-0,40
Moderado 0,40-0,60
Bueno 0,60-0,80
Excelente >0,80

Tabla 5. Definiciéon del grado de acuerdo entre dos técnicas diagndsticas
segun la escala de Landis y Koch. (95)

- ANALISIS DE GRUPOS APAREADOS
Se realizd6 un analisis de grupos apareados, comparando las tasas de
implantacion, gestacidn clinica y gestacion evolutiva previas y posteriores al
diagnéstico, tratamiento y curacién de EC.
Para ello se emplearon dos pruebas estadisticas, la prueba de simetria exacta
de McNemar vy la prueba de simetria relativa.
La prueba de simetria exacta de McNemar sélo tiene en cuenta los casos que
cambian el resultado de las transferencias previas con respecto a la posterior
al despistaje de EC, sin analizar los casos que obtienen el mismo resultado en
ambas transferencias.
La prueba de simetria relativa compara las proporciones de cambio entre los
resultados de las transferencias previas al estudio de la EC y los resultados
de las transferencias posteriores, por lo que tiene en cuenta toda la muestra.
Para la comparacion de medias se aplico el test estadistico T de Student.

La significacién estadistica se establecié en p<0,05.
6. ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

Todas las pacientes recibieron una hoja informativa sobre el estudio y un
consentimiento informado especifico mediante el cual aceptaron o declinaron la
participacién en el estudio.

No se intervino con los principios éticos bdasicos de respeto a la vida ni se involucrd la
identificacion de las personas relacionadas con el estudio.

En todo momento durante el estudio los datos fueron tratados y custodiados
cumpliendo rigurosamente la vigente normativa de proteccion de datos. (Reglamento
(UE) 2016/679 del Parlamento europeo y del Consejo de 27 de abril de 2016 de
Proteccion de Datos (RGPD) relativo a la proteccion de las personas fisicas en lo que
respecta al tratamiento de sus datos personales y a la libre circulacion de estos datos y
con la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Protecciéon de Datos Personales y
garantia de los derechos digitales).

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion de HM
Hospitales en octubre de 2019 y por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital
Ruber Internacional en noviembre de 2019.
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1. CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

Se reclutaron 105 pacientes con FIR, 2 de ellas fueron excluidas tras la realizacion de la
histeroscopia: una por presentar un pdlipo endometrial que no habia sido sospechado
previamente en la ecografia y otra tras ser diagnosticada de Utero dismoérfico en forma
de T. Ambas pacientes requirieron una cirugia previa a la transferencia embrionaria.

Finalmente, se incluyd un total de 103 pacientes con FIR que cumplian los criterios de
inclusion y no presentaban ningun criterio de exclusién. En todas ellas se llevd a cabo
una histeroscopia diagnéstica y la toma de dos muestras endometriales:

Una para la deteccion de células plasmaticas en el estudio
anatomopatoldgico con IHQ CD138.
Otra para cultivo microbioldgico.

Asimismo, a un grupo de 22 pacientes se les realizé el analisis de EC por NGSy a 16 de
ellas también se les realizo el estudio de la microbiota endometrial por NGS.

Ademas, a todas las pacientes (32) reclutadas en el estudio desde marzo de 2021 se les
realiz6 un cultivo vaginal para descartar contaminacién de la muestra endometrial.
(Algoritmo 2)

| Histeroscopia |
| Cultivo vaginal H 32 pacientes “—g :

l o138 |

‘ 22 pacientes ‘—D‘ EC por NGS ‘

l

‘ 16 pacientes ‘—b’ Microbiota por NGS ‘

Algoritmo 2. Pacientes que participaron en el estudio y pruebas diagndsticas realizadas.

Edad

La edad media de las pacientes fue de 38,99 (4,32) afios. (Grafica 1)

Edad (afios)

Grafica 1. Edad de las pacientes
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indice de masa corporal

La media del IMC fue de 22,04 (3,20) kg/m?. (Gréfica 2)

Histograma

Wedia = 22,04
Desviacion esténdar = 3,204
N=86

Frecuencia

17,50 20,00 2250 25,00 2750 3000

IMC (kgim2)

Grafica 2. indice de masa corporal
Antecedentes personales

Se recogieron de la historia clinica de las pacientes todos los antecedentes que pudieran
haber influido sobre el resultado de las transferencias embrionarias previas o sobre el
desarrollo de EC. (Tabla 6)

Antecedentes N %

Sin antecedentes de interés 61 59,2%
Cirugias abdomino-pélvicas no ginecolégicas (apendicectomia, 7 | 6,8%
colecistectomia o peritonitis)

Cirugia ginecoldgica (salpinguectomia, cirugia de endometriosis, anexectomia) 8  7,8%
Histeroscopia quirdrgica (miomectomia, metroplastia por Utero en T o septo) 13  12,7%
/ Conizaciones

Endometriosis 5 4,8%
Coagulopatias (déficit factor XI, Factor V Leyden, déficit proteina S, mutacién 11  10,8%
homocigota gen de la protrombina, mutacion MTHFR en homocigosis o

sindrome antifosfolipido) o alteraciones inmunoldgicas

Consumo de antibidticos, probiéticos o DIU en el mes previo 0 O
Tabaco 12 | 11,65%
Alcohol ocasional 34 33%

Tabla 6. Antecedentes personales

Dentro de las 5 pacientes que padecian endometriosis, 2 de ellas habian sido
intervenidas quirdrgicamente y las otras 3 pacientes cumplian criterios clinicos y
ecograficos de endometriosis entre minima y moderada.

Todas las pacientes (11) que presentaban coagulopatias o alteraciones inmunoldgicas
incluidas en el estudio habfan recibido tratamiento con Acido acetilsalicilico a bajas dosis
y/o heparina BMP y/o inmunomoduladores en los ciclos de transferencias previas.
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Reserva ovarica

Las pacientes incluidas en el estudio presentaban una AMH media de 2,21 (1,65)ng/ml.
La media del RFA fue de 11,14 (5,5) foliculos.

Fallo de implantacion

La media de transferencias consecutivas con resultado negativo previas al estudio de EC
fue de 2,94 (1,35) transferencias.

En todas las transferencias se habian transferido embriones de calidad A o B segun la
clasificacion de ASEBIR. (94)

Todas las pacientes mayores de 40 afos recibieron transferencias de embriones con
PGT-A euploide o de ovocitos donados de pacientes menores de 35 afios.

En los ciclos previos al diagndstico y tratamiento de la EC encontramos una tasa de
implantacion del 15,5% (16/103), un 3,9% (4/103) de gestacion clinica y ninguna
gestacién evolutiva. (Tabla 7)

En la tabla 8 encontramos las caracteristicas de las transferencias previas al estudio de
EC.

Pre diagnéstico EC

N 103
Implantacion 15,5% (16)
Gestacidn clinica 3,9% (4)

Gestacion evolutiva 0

Tabla 7. Tasas de implantacion, gestacion clinica y gestaciéon evolutiva en las
transferencias previas al estudio y tratamiento de EC.

N 103
PGT-A Euploide 45,6% (47)
Ovodonacion 28,1% (29)

Grosor endometrial 9,07+ 1,33
(media en mm)
N2 embriones 1,08 £ 0,33

Tabla 8. Caracteristicas de las transferencias previas al estudio y tratamiento de EC.
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2. DIAGNOSTICO DE ENDOMETRITIS CRONICA
Todas las pruebas diagndsticas se realizaron entre el dia 15 y el 25 del ciclo.
La media del dia del ciclo fue el dia 17,51(2,83).

El 79,6% de las pacientes en el momento del estudio se encontraba en ciclo natural y el
20,4% restante en ciclo sustituido.

La media del grosor endometrial en el momento del estudio fue de 8,55 (1,29)mm.

Teniendo en cuenta los resultados de todas las pruebas diagnosticas el 56,3% (58/103)
de las pacientes fueron diagnosticadas de EC. (Grafica 3)

Endometritis por CD138, HSC, Cultivo o Estudio Molecular, 1er ciclo diagnostico

Frecuencia

Si No

Endometritis por CD138, HSC, Cultivo o Estudio Molecular, 1er ciclo diagnéstico

Grafica 3. Diagnodstico de EC positivo en al menos una de las pruebas diagndsticas.
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Inmunohistoquimica CD138

El 30,1% (31/103) de las pacientes fueron diagnosticadas de EC segun criterios
histoldgicos, por la presencia de 5 0 mas células plasmaticas en la muestra endometrial
identificadas mediante IHQ CD138. (Grafica 4)

Endometritis por CD138, 1er ciclo diagnostico

80

60

40

Frecuencia

20

Si Mo

Endometritis por CD138, 1er ciclo diagnéstico

Grafica 4. Resultados identificacién células plasmdaticas en endometrio mediante IHQ
CD138.
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Histeroscopia
El 33% (34/103) de las pacientes presentaron signos de EC en el estudio histeroscépico.
Una histeroscopia resultd no valorable por sangrado.

El 66% (68/103) restante obtuvo un resultado normal en la histeroscopia. (Gréfica 5)

Endometritis por Histeroscopia, 1er ciclo diagnostico

60

40

Frecuencia

20

Endometritis cronica MNormal

Endometritis por Histeroscopia, 1er ciclo diagnéstico

Grafica 5. Resultados de las histeroscopias.

Dentro de las pacientes diagnosticadas de EC por histeroscopia el 23,5% (8/34)
presentaba micropdlipos, el 14,7% (5/34) hiperemia difusa, el 14,7% (5/34) de ellas
reflejaba hiperemia focal, el 11,8% (4/34) edema estromal y el 35,3% (12/34) varios
hallazgos, que en todos los casos incluian también micropdlipos. (Grafica 6)

Hallazgos HSC EC

M vicropélipos

O Hiperemia focal

=) Hiperemia difusa
Edema estromal

[ varios hallazgos

Grafica 6. Hallazgos histeroscépicos.
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Cultivo endometrial
El 37,8% (39/103) de los cultivos resulté positivo. (Grafica 7)

En 2 casos crecid Staphylococcus epidermidis, cuya presencia se considera
contaminacion de la muestra. Lo que implica una tasa del 1,9% de contaminacion en la
toma de la muestra.

En 4 pacientes, 10,2% de los cultivos positivos, el resultado fue positivo para
Lactobacillus gasserii, que forma parte de la microbiota normal sana del endometrio,
por lo tanto, su deteccidn no es diagndstica de EC.

Por lo tanto, en base al resultado de los cultivos microbiolégicos se obtuvo un 32,03%
(33/103) de muestras positivas para EC. (Grafica 8)

Endometritis por Cultivo, 1er ciclo diagnéstico

&0

40

Frecuencia

20

Si Mo

Endometritis por Cultivo, 1er ciclo diagnéstico

Grafica 7. Resultados del cultivo endometrial.

Cultivos positivo, negativo, contam, flora

607

Frecuencia

209

Megativo Postiva Contaminacion Flora endometrial normal

Cultives positivo, negativo, contam, flora

Grafica 8. Diagndstico de EC segun cultivo endometrial.
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La bacteria causante de EC mas frecuente en nuestra cohorte fue el Enterococcus
Faecalis constituyendo un 35,9% (14/39) de los cultivos positivos. Seguida por
Escherichia Coli, que supuso un 20,5% (8/39) de los cultivos positivos. La siguiente
bacteria causante de EC en frecuencia, 7,7% (3/39), fue el Streptococco Agalactiae.
(Gréfica 9)
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Grafica 9. Distribucion de la frecuencia microorganismos en cultivos positivos
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Cultivo vaginal

A partir de marzo de 2021 se incluyd en el protocolo de estudio la realizacion de un
cultivo vaginal, con el objetivo de descartar contaminaciéon de las muestras
endometriales por microrganismos de origen vaginal.

Este grupo estaba formado 32 pacientes.

El 93,75% (30/32) de los cultivos vaginales resultaron negativos. Una paciente presenté
Candida glabrata y una paciente Candida albicans. En ninguno de los casos el
microorganismo aislado en vagina coincidia con el aislado en endometrio. (Grafica 10)

Cultive vaginal, 1er ciclo diagnéstico

Frecuencia

Candida glabrata Candida albicans MNegativo

Cultivo vaginal, 1er ciclo diagnéstico

Grafica 10. Resultados de los cultivos vaginales.
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Andlisis de endometritis cronica por NGS (test ALICE)
En este grupo se incluyeron 22 pacientes.

El 86,36% (19/22) obtuvieron resultado negativo para EC. (Gréfica 11)

ALICE, 1er ciclo diagnéstico

Frecuencia

]

o

Enterobacterias Klebsiella Enterococo + MNegativo
esfreptococo

ALICE, 1er ciclo diagnéstico

Grafica 11. Resultados del test ALICE.
Anadlisis de la microbiota endometrial por NGS (test EMMA)
En este grupo se incluyeron 16 pacientes.

El 43,8% (7/16) presentaron disbiosis, entendiendo como tal una disminucién en la
proporcion de Lactobacillus spp. deseable. En estas pacientes el tratamiento que se
realizd consistié en la suplementacion con probidticos por via vaginal y no se requeria
muestra de control para comprobar la mejoria. No se considerd diagndstico de EC.

El 31,3% (5/16) de las pacientes presentd un resultado normal.

El 25% (4/16) fueron diagnosticadas de EC por la presencia de una proporcion
aumentada de Enterobacterias, Gardnerella o Klebsiella. (Grafica 12)

EMMA, 1er ciclo diagnéstico

Frecuencia

Klebsiella Gardnerella Enterobacter Disbiosis Normal

EMMA, 1er ciclo diagndstico

Grafica 12. Resultados del test EMMA.
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3. VALIDEZ Y FIABILIDAD DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Se calculd la S, E, VPP y VPN para la histeroscopia, el cultivo y el estudio molecular
tomando como referencia el estudio histolégico, que a dia de hoy sigue siendo el patrén
oro para el diagnéstico de EC. (Tabla 9)

Asimismo, se analizé la fiabilidad de las pruebas diagndsticas evaluando el grado de
acuerdo entre las mismas calculando el indice k (tabla 10).

S E VPP VPN
Histeroscopia 67,7% 81,7% 61,8% 85,3%
Cultivo 51,7% 75% 45,5% 79,4%
NGS 75% 72,2% 37,5% 92,8%

Tabla 9. Validez de la histeroscopia, el cultivo y el NGS para el diagnéstico de EC

Grado de p Tasa 1C95%
acuerdo acuerdo
global

HSC-CD138 0,481 Moderado  <0,05 77,45% 68,43%-84,48%
HSC-Cultivo 0,294 Bajo <0,05 69% 59,37%-77,22%
Cultivo-CD138 0,257 Bajo <0,05 68,32% 58,71%-76,58%
Cultivo-NGS 0,61 Bueno 0,014 81,82% 61,48%-92,69%
NGS- CD138 0,34 Bajo 0,076 72,73% 51,58%-86,58%
NGS-HSC 0,43 Moderado | 0,014 76,27% 56,56%-89,88%
HSC-Cultivo- 57,28%
CD138
HSC- Cultivo- 54,54%
CD138- NGS

Tabla 10. Fiabilidad de la histeroscopia: HSC, el cultivo, el CD138 y el NGS para el
diagnéstico de EC.
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4. TRATAMIENTO DE ENDOMETRITIS CRONICA

Gracias al tratamiento antibidtico en todas las pacientes se logrd la resolucién del
cuadro de EC diagnosticada mediante cualquiera de las pruebas diagndsticas
anteriormente descritas (58).

En el 69% (40/58) de las pacientes con EC esta se resolvidé tras completar el primer
tratamiento antibidtico. Un 22,4% (13/58) requirié un segundo ciclo de antibidtico. En
un 5,2% (3/58) fue necesario administrar un tercer antibidtico. Un 3,4% (2/58) logré la
curacion tras 4 ciclos de tratamiento antibiético.

La media de ciclos de antibidtico necesarios para la curacion de la EC fue de 1,43 con
una DS de 0,75. (Grafica 14)

Numero ciclos antibiotico

Frecuencia

2 3 4
Numero ciclos antibiotico

Grafica 13. Numero de ciclos de antibidtico necesarios para curar EC.
Tratamiento segun antibiograma

De las 33 pacientes con cultivos positivos el 66,7% (22/33) se resolvio tras un primer
ciclo de antibidtico, el 18,2% (6/33) requirieron dos ciclos porque el cultivo de control
continuaba positivo tras el tratamiento, el 9,1% (3/33) requirié 3 ciclos de antibidtico y
el 6,1% (2/33) requirieron cuatro ciclos de antibidtico para lograr la negativizacion de
los cultivos. En la mayoria de los casos (8) los microorganismos que crecieron en los
cultivos sucesivos eran diferentes del previo.

En las 25 pacientes restantes se obtuvo un cultivo negativo. El 68% (17/25) de las
pacientes con cultivo negativo resolvid la EC en un Unico ciclo de antibidtico. El 32%
(8/25) restante requirié un segundo ciclo de antibidtico para lograr la curacion.
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5. RESULTADOS REPRODUCTIVOS TRAS LA RESOLUCION DE ENDOMETRITIS
CRONICA

Resultados reproductivos sobre toda la muestra

Tras el estudio, tratamiento y resolucién de la EC el 77,7% (80/103) de las pacientes se
realizé una nueva transferencia embrionaria.

Se obtuvo una tasa de implantacién del 72,5% (58/80), una tasa de gestacidn clinica del
68,8% (55/80) y una tasa de gestacion evolutiva del 60% (48/80). (Tabla 11)

En las caracteristicas de las transferencias previas y posteriores al tratamiento no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. (Tabla 12)

Pre diagndstico Post estudio EC P (McNemar) OR 1C95%
EC (simetria (simetria
relativa) relativa)
N 103 80
Implantacion  15,5% (16) 72,5% (58) ,000 4,37 (1,22-15,71)
Gest. clinica  3,9% (4) 68,8% (55) ,000 4,52 (0,39-52,40)
Gest. evolut. 0 60% (48) ,000 Infinito
Aborto 75% (12)2 5,1% (3)° =€
bioquimico
Aborto 100% (4)° 12,7% (7)° -
clinico

Tabla 11. Tasas de implantacidén, gestacion clinica, gestacién evolutiva, aborto
bioquimico y aborto antes y después del diagndstico y tratamiento de EC en toda la
muestra. ®Tasa de aborto bioquimico sobre el total de BHCG positivas. "Tasa de aborto
clinico sobre el total de gestaciones clinicas. “No se puede calcular p de McNemar por el
pequefio tamano muestral.

Transf. previas Transf. post curacion EC P ‘
N 103 80
PGT-A Euploide 45,6% (47) 58,8% (47) 0,093 *
Ovodonacion 28,1% (29) 35% (28) 0,289 *
Grosor endometrial 9,07+ 1,33 9,09 £+ 0,97 0,94 **
(media en mm)
N2 embriones 1,08 +0,33 1,08 +0,33 1 **

Tabla 12. Caracteristicas de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de EC
en toda la muestra. *Mc Nemar, **T-Student.
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Resultados reproductivos en pacientes con diagndstico y curacion de EC

De las 58 pacientes diagnosticadas y tratadas de EC, en el 84,48% (49/58) se realizd una
transferencia embrionaria tras la curacién de la EC.

En este grupo de pacientes se habia realizado una media de 2,84 transferencias
embrionarias previas con una DS de 1,36.

En este grupo obtuvimos una tasa de implantacion del 69,4% (34/49), una tasa de
gestacion clinica del 67,3% (33/49) y una tasa de gestacion evolutiva del 57,14% (28/49),
siendo estas tasas significativamente superiores a las obtenidas antes del diagndstico y
tratamiento de la EC. (Tabla 13)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las caracteristicas
de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de EC. (Tabla 14)

Pre diagndstico Post estudio EC P (McNemar) (0] 1C95%
EC ([EE (simetria
relativa) relativa)
N 58 49
Implantacion  15,5% (9) 69,4% (34) ,000 6,75 (1,18-38,41)
Gest. clinica  3,4% (2) 67,3% (33) ,000 infinito
Gest. evolut. 0 57,14% (28) ,000 infinito
Aborto 77,8% (7)? 2,9% (1)? -
bioquimico
Aborto 100% (2)° 15,2% (5)° -¢
clinico

Tabla 13. Tasas de implantacién, gestacion clinica, gestacidon evolutiva, aborto
bioquimico y aborto clinico antes y después del diagndstico y tratamiento de EC en
pacientes diagnosticadas de EC con cualquiera de las pruebas diagndsticas. ®Tasa de
aborto bioquimico sobre el total de BHCG positivas. PTasa de aborto clinico sobre el total
de gestaciones clinicas. “No se puede calcular p de McNemar por el pequefio tamafio
muestral.

N 58 49

PGT-A Euploide 51,7% (30) 59,1% (29) 0,607*
Ovodonacion 27,6% (16) 34,7% (17) 0,25*
Grosor endometrial | 8,90+ 0,77 9,31+ 0,80 0,181**
(media en mm)

N2 embriones 1,10+ 0,05 1,03+ 0,03 0,183**

Tabla 14. Caracteristicas de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de EC
en pacientes diagnosticadas de EC con cualquiera de las pruebas diagndsticas. *Mc
Nemar, **T-Student.
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Resultados reproductivos en pacientes con resultado negativo para EC

De las 45 pacientes que obtuvieron un resultado negativo para EC en todas las pruebas
realizadas, en el 68,9% (31) se realizé una transferencia embrionaria tras el estudio.

El nimero medio de transferencias previas al estudio de EC en este grupo fue de 3,07
transferencias embrionarias, con una DS de 1,34.

En este grupo obtuvimos una tasa de implantacion del 77,4% (24/31), una tasa de
gestacion evolutiva del 70,9% (22/31) y una tasa de gestacion clinica del 64,5% (20/31).
(Tabla 15)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las caracteristicas
de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de EC, pero encontramos un
20% mas de transferencias de embriones euploides tras el estudio de la EC. (Tabla 16)

Pre diagndstico Post estudio EC P (McNemar) (0] 1C95%
EC ([EE (simetria
relativa) relativa)
N 45 31
Implantacion  15,5% (7) 77,4% (24) ,000 1,92 (0,16-23,34)
Gest. clinica  4,4% (2) 70,9% (22) ,000 2,62 (0,15-47,18)
Gest. evolut. 0 64,5% (20) ,000 Infinito
Aborto 71,4% (5)? 8,3% (2)° -
bioquimico
Aborto 100% (2)° 9,1% (2)° -¢
clinico

Tabla 15. Tasas de implantacién, gestacion clinica, gestacidon evolutiva, aborto
bioquimico y aborto clinico antes y después del estudio de EC, en pacientes que
obtuvieron un resultado negativo en todas las pruebas diagndsticas. ®Tasa de aborto
bioquimico sobre el total de BHCG positivas. "Tasa de aborto clinico sobre el total de
gestaciones clinicas. ‘No se puede calcular p de McNemar por el pequeno tamano

muestral.
N 45 31
PGT-A Euploide 37,8% (17) 58,06% (18) 0,07*
Ovodonacion 28,9% (13) 35,5% (11) 1*
Grosor endometrial | 9,25+ 1,77 8,86+ 1,12 0,451**
(media en mm)
N2 embriones 1,04+ 0,19 1,15+ 0,37 0,083**

Tabla 16. Caracteristicas de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de EC
en pacientes que obtuvieron un resultado negativo en todas las pruebas diagndsticas.
*Mc Nemar, **T-Student.
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Resultados reproductivos en pacientes con IHQ CD138 positiva

La deteccidn de células plasmaticas en la biopsia endometrial mediante IHQ CD138
resultd positiva en 31 pacientes. En un 83,8% (26) de ellas se realizé una transferencia
embrionaria tras la curacion de la EC.

La media de transferencias embrionarias previas al estudio de EC en este grupo fue de
3,06, con una DS de 1,65.

En este grupo obtuvimos una tasa de implantacion tras la curacién de EC del 65,4%
(17/26), tasa de gestacion clinica del 61,5% (16/26) y tasa de gestacion evolutiva del 50%
(13/26), siendo todas significativamente superiores a las obtenidas antes del
tratamiento de la EC. (Tabla 17)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las caracteristicas
de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de EC. (Tabla 18)

Pre diagndstico Post estudio P (McNemar) (0] 1C95%
EC EC (simetria (simetria
relativa) relativa)
N 31 26
Implantacion  3,2% (1) 65,4% (17) ,000 Infinito
Gest. clinica O 61,5% (16) ,000 Infinito
Gest. evolut. 0 50% (13) ,000 Infinito

Tabla 17. Tasas de implantacién, gestacidn clinica y evolutiva antes y después del
tratamiento de EC en pacientes diagnosticadas mediante deteccién de células
plasmaticas con CD138.

Transf. previas Transf. post curacion EC P ‘
N 31 26
PGT-A Euploide 48,4% (15) 57,7% (15) 0,727*
Ovodonacion 35,5% (11) 46,1% (12) 0,5*
Grosor endometrial | 8,87+ 0,91 9,42+ 0,67 0,079**
(media en mm)
N2 embriones 1,13+ 0,34 1,04+ 0,21 0,33**

Tabla 18. Caracteristicas de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de EC
en pacientes diagnosticadas de EC deteccién de células plasmaticas con CD138. *Mc
Nemar, **T-Student.
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Resultados reproductivos en pacientes con histeroscopia positiva para EC

34 pacientes presentaron signos de EC en la histeroscopia. En un 82,35% (28) de ellas se
realizé una transferencia embrionaria tras la curacion de la EC.

En este grupo de pacientes se habia realizado una media de 3,03 transferencias previas,
con una DS de 1,60 antes de llevar a cabo el despistaje de EC.

En la transferencia posterior al tratamiento de la EC obtuvimos una tasa de implantacién
del 78,5% (22/28), una tasa de gestacion clinica del 75% (21/28) y una tasa de gestacion
evolutiva del 64,2% (18/28), siendo estas tasas significativamente superiores a las
obtenidas antes del diagndstico y tratamiento de la EC. (Tabla 19)

Este grupo presentd un porcentaje mas elevado de PGT-A euploide en las transferencias
posteriores al tratamiento de la EC. (Tabla 20)

Pre diagndstico Post estudio P (McNemar) (0] 1C95%
EC EC (simetria (simetria
relativa) relativa)
N 34 28
Implantacion  11,8% (4) 78,5% (22) ,000 infinito
Gest. clinica  2,9% (1) 75% (21) ,000 infinito
Gest. 0 64,2% (18) ,000 infinito
evolutiva

Tabla 19. Tasas de implantacién, gestacidn clinica y evolutiva antes y después del
diagnéstico y tratamiento de EC en pacientes diagnosticadas de EC mediante
histeroscopia

Transf. previas Transf. post curacion EC P ‘
N 34 28
PGT-A Euploide 38,2% (13) 67,9% (19) 0,039*
Ovodonacion 20,6% (7) 32,1% (9) 0,5*
Grosor endometrial | 8,84+ 1,01 9,5+0,71 0,074**
(media en mm)
N2 embriones 1,14+ 0,35 1,05+ 0,21 0,329**

Tabla 20. Caracteristicas de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de EC
en pacientes diagnosticadas de EC mediante histeroscopia. *Mc Nemar, **T-Student.
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Resultados reproductivos en pacientes con cultivo endometrial positivo

33 pacientes presentaron el cultivo endometrial positivo. De ellas, en 32 pacientes se
realizé una transferencia embrionaria tras la curacion de la EC.

Antes de la realizacion del estudio para el despistaje de EC este grupo de pacientes habia
recibido una media de 2,94 transferencias, con una DS de 1,54.

Tras el tratamiento y curacién de la EC en este grupo, obtuvimos una tasa de
implantacion del 62,5% (20/32), una tasa de gestacion clinica del 62,5% (20/32) y una
tasa de gestacion evolutiva del 53,1% (17/32), siendo estas tasas significativamente
superiores a las obtenidas antes del diagndstico y tratamiento de la EC. (Tabla 21)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las caracteristicas
de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de EC. (Tabla 22)

Pre diagndstico Post estudio P (McNemar) (0] 1C95%
EC EC (simetria (simetria
relativa) relativa)
N 33 32
Implantacién = 15,15% (5) 62,5% (20) ,000 2,83 (0,40-20,18)
Gest. clinica  6,1% (2) 62,5% (20) ,000 infinito
Gest. 0 53,1% (17) ,000 infinito
evolutiva

Tabla 21. Tasas de implantacién, gestacidn clinica y evolutiva antes y después del
diagndstico y tratamiento de EC en pacientes con cultivos endometriales positivos.

Transf. previas Transf. post curacion EC P ‘
N 33 32
PGT-A Euploide 57,6% (19) 62,5% (20) 1%
Ovodonacion 21,2% (7) 31,2% (10) 0,25*
Grosor endometrial | 8,7+ 0,74 9,25+ 0,88 0,186**
(media en mm)
N2 embriones 1,11+ 3,20 1 0,083**

Tabla 22. Caracteristicas de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de EC
en pacientes con cultivos endometriales positivos. *Mc Nemar, **T-Student.
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Resultados reproductivos en pacientes con analisis molecular por NGS (test EMMA +
test ALICE) positivo para EC

8 pacientes obtuvieron un resultado positivo para EC mediante el andlisis molecular del
endometrio por NGS con el test ALICE, el test EMMA o la combinaciéon de ambos. En 7
de ellas se realizé una transferencia embrionaria tras la curacién de la EC.

En este grupo de pacientes se habia realizado una media de 3,13 transferencias
embrionarias previas al estudio de EC, con una DS de 2,47.

En este grupo obtuvimos una tasa de implantacién del 71,4% (5/7), una tasa de
gestacion clinica del 71,4% (5/7) y una tasa de gestacion evolutiva del 57,1% (4/7). Las
diferencias obtenidas no resultaron estadisticamente significativas, probablemente
debido al pequefio tamafio muestral de este grupo. (Tabla 23)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las caracteristicas
de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de EC. (Tabla 24)

Pre diagndstico Post estudio P (McNemar) OR 1C95%
EC EC (simetria (simetria
relativa) relativa)
N 8 7
Implantacion 0 71.4% (5) ,0625 Infinito
Gest. clinica O 71,4% (5) ,0625 Infinito
Gest. 0 57,1% (4) ,125 Infinito
evolutiva

Tabla 23. Tasas de implantacién, gestacidn clinica y evolutiva antes y después del
diagndstico y tratamiento de EC en pacientes diagnosticadas de EC mediante NGS.

Transf. previas Transf. post curacion EC P ‘
N 8 7
PGT-A Euploide 62,5% (5) 57,1% (4) 1*
Ovodonacion 0 14,3% (1) 1*
Grosor endometrial 9 9 -
(media en mm)
N2 embriones 1,14+ 0,34 1 0,36**

Tabla 24. Caracteristicas de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de EC
en pacientes diagnosticadas de EC mediante NGS. *Mc Nemar, **T-Student.
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Tiempo desde la obtencidon de resultado negativo para EC hasta la transferencia
embrionaria posterior

En toda la muestra

La media de tiempo desde la obtencidn de un resultado negativo para EC en todas las
pruebas hasta la transferencia embrionaria entre las 80 pacientes fue de 83,33 dias, con
una DS 60,48.

En la tabla 25y en la grafica 14 se presentan la distribucidn de frecuencias.

Dias desde obtencidn de resultado % de pacientes

negativo para EC en todas las pruebas
hasta la transferencia

Primeros 60 dias 45% (36)
61-100 dias 27,5% (22)
101-150 dias 13,8% (11)
151-180 dias 6,2% (5)
>180 dias 7,5% (6)

Tabla 25. Dias hasta la transferencia embrionaria en toda la muestra.

Tiempo desde resolucion EC grupos
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Grafica 14. Distribucion de pacientes en funcién del tiempo hasta la transferencia en
toda la muestra.
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Se analizaron también los resultados de las transferencias en relacién con el tiempo
transcurrido entre la obtencién del resultado negativo para la EC y el momento de
realizacion de la transferencia. No se encontraron diferencias significativas en la tasa de

implantacion, de gestacién clinica ni de gestacién evolutiva. (Tabla 26)

Tiempo (dias) en

Tiempo (dias) en P (T-Student)

pacientes con

resultado positivo

pacientes con
resultado negativo

Implantacion 84,36+ 64,38 80,89+ 51,60 0,836
Gestacion clinica 84,44+ 64,89 81,05+ 51,70 0,835
Gestacion evolutiva | 91,05+ 67,55 72,74+ 48,44 0,235

Tabla 26. Tiempo transcurrido hasta la transferencia en funcion del resultado de dicha
transferencia embrionaria en toda la muestra.

Sin embargo, si se obtuvieron diferencias significativas entre el momento de realizacién
de la transferencia en pacientes con resultado positivo para EC y aquellas con resultado
negativo para EC en el primer estudio diagnéstico.

Las pacientes que habian obtenido un resultado positivo para EC en el primer ciclo
diagndstico recibieron la transferencia embrionaria en una media de 61,97 dias (DS
44,45) tras la obtencion del resultado negativo para EC en todas las pruebas. Mientras
que las pacientes que habian presentado un resultado negativo para EC en el primer
diagndstico fueron transferidas tras una media de 113,5 dias (DS 68,2) p 0,00.

Pacientes con resultado positivo para EC en alguna de las pruebas

49 pacientes recibieron una transferencia embrionaria tras ser diagnosticadas de EC y
lograr la curacidn del cuadro. La media de tiempo desde la obtencién de un resultado
negativo para EC en todas las pruebas hasta la transferencia fue de 61,97 dias (DS 44,45).

En la tabla 27 y en la grafica 15 se presentan la distribucion de frecuencias.

Dias desde obtencidn de resultado % de pacientes

negativo para EC en todas las pruebas
hasta la transferencia

Primeros 60 dias 65,3% (32)
61-100 dias 24,5% (12)
101-150 dias 4,1% (2)
151-180 dias 4,1% (2)
>180 dias 2% (1)

Tabla 27. Dias hasta la transferencia embrionaria en pacientes con diagndstico inicial de
ECy curacion.

89



Tiempo desde resolucion EC grupos
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Grafica 15. Distribucion de pacientes en funcion del tiempo hasta la transferencia en
pacientes con diagndstico inicial de EC y curacion.

Se analizaron también los resultados de las transferencias en relacién con el tiempo
transcurrido entre la obtencién del resultado negativo para la EC y el momento de
realizacion de la transferencia. En este grupo tampoco se encontraron diferencias
significativas en la tasa de implantacion, de gestacidn clinica ni de gestacion evolutiva.
(Tabla 28)

Tiempo (dias) en Tiempo (dias) en P (T-Student)

pacientes con pacientes con
resultado positivo  resultado negativo
Implantacion 59,31+ 45,49 67,31+ 43,55 0,603
Gestacion clinica 60,48+ 46,03 64,64+ 43,02 0,78
Gestacion evolutiva | 64+ 50,68 59,84+ 38,07 0,77

Tabla 28. Tiempo transcurrido hasta la transferencia en funcién del resultado de dicha
transferencia embrionaria en pacientes con diagndstico inicial de EC y posterior
curacion.

Pacientes con resultado negativo para EC en el ciclo diagndstico inicial

Entre las pacientes que obtuvieron un resultado negativo para EC en todas las pruebas
en el primer ciclo diagndstico, se realizaron 31 transferencias embrionarias. La media de
tiempo desde la obtencién del resultado negativo para EC en todas las pruebas hasta la
transferencia fue de 113,5 dias (DS 68,21).

En la tabla 29 y en la grafica 16 se presentan la distribucion de frecuencias.
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Dias desde obtencidon de resultado
negativo para EC en todas las pruebas
hasta la transferencia

% de pacientes

Primeros 60 dias 16,1% (5)
61-100 dias 35,5% (11)
101-150 dias 25,8% (8)
151-180 dias 6,5% (2)
>180 dias 16,1% (5)

Tabla 29. Dias hasta la transferencia embrionaria en pacientes con resultado negativo
para EC en todas las pruebas en el ciclo diagndstico inicial.
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Grafica 16. Distribucion de pacientes en funcidn del tiempo hasta la transferencia en
pacientes con resultado negativo para EC en todas las pruebas en el ciclo diagndstico
inicial.
Se analizaron también los resultados de las transferencias en relacién con el tiempo
transcurrido entre la obtencién del resultado negativo para la EC y el momento de
realizacion de la transferencia. Tampoco se encontraron diferencias significativas en la
tasa de implantacion, de gestacion clinica ni de gestacion evolutiva. (Tabla 31)

Tiempo (dias) en

Tiempo (dias) en P (T-Student)

pacientes con
resultado positivo

pacientes con
resultado negativo

Implantacion 118,63+ 71,49 110,33+ 59,29 0,8
Gestacion clinica 117,72+ 73,46 113,86+ 59,91 0,9
Gestacion evolutiva | 122,88+ 72,28 103,38+ 58,86 0,51

Tabla 30. Tiempo transcurrido hasta la transferencia en funcidn del resultado de dicha
transferencia embrionaria en pacientes con resultado negativo para EC en todas las
pruebas en el ciclo diagndstico inicial.
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Pacientes con signos histeroscopicos positivos para EC al diagndstico

Dentro del grupo de pacientes que presentd signos histeroscépicos positivos para EC,
28 de ellas recibieron una transferencia embrionaria tras la resolucion de la EC. La media
de tiempo desde la obtencidn del resultado negativo para EC en todas las pruebas hasta
la transferencia fue de 61,35 dias (DS 39,41).

En latabla 31y en la grafica 17 se presentan la distribucion de frecuencias.

Dias desde obtencidn de resultado % de pacientes

negativo para EC en todas las pruebas
hasta la transferencia

Primeros 60 dias 60,7% (17)
61-100 dias 25% (7)
101-150 dias 3,6% (1)
151-180 dias 10,7% (3)
>180 dias 0

Tabla 31. Dias hasta la transferencia embrionaria en pacientes con signos
histeroscdpicos positivos para EC al diagndstico.
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Grafica 17. Distribucion de pacientes en funcion del tiempo hasta la transferencia en
pacientes con signos histeroscépicos positivos para EC al diagndstico.

Se analizaron también los resultados de las transferencias en relacién con el tiempo
transcurrido entre la obtencién del resultado negativo para la EC y el momento de
realizacion de la transferencia. En este grupo tampoco se encontraron diferencias
significativas en la tasa de implantacion, de gestacidn clinica ni de gestacion evolutiva.
(Tabla 32)
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Tiempo (dias) en Tiempo (dias) en P (T-Student)

pacientes con pacientes con
resultado positivo  resultado negativo
Implantacion 59,43+ 35,8 65,831 50,36 0,75
Gestacion clinica 61,69+ 36,20 60,711 47,93 0,96
Gestacion evolutiva | 64,50+ 40,66 58,20+ 40,05 0,73

Tabla 32. Tiempo transcurrido hasta la transferencia en funcidn del resultado de dicha
transferencia embrionaria en pacientes con signos histeroscopicos positivos para EC al
diagnéstico.

Pacientes con diagndstico de EC mediante identificacion de células plasmaticas con IHQ
CD138

26 pacientes con resultado positivo para EC mediante IHQ CD138 recibieron una
transferencia embrionaria tras la curacion del proceso. La media de tiempo desde la
obtencidn del resultado negativo para EC en todas las pruebas hasta la transferencia fue
de 67,68 dias (DS 51,81).

En la tabla 33 y en la grafica 18 se presenta la distribucion de frecuencias.

Dias desde obtencion de resultado % de pacientes

negativo para EC en todas las pruebas
hasta la transferencia

Primeros 60 dias 61,6% (16)
61-100 dias 23,1% (6)
101-150 dias 7,7% (2)
151-180 dias 3,8% (1)
>180 dias 3,8% (1)

Tabla 33. Dias hasta la transferencia embrionaria en pacientes con CD138 + al
diagnéstico.
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Grafica 18. Distribucion de pacientes en funcion del tiempo hasta la transferencia en
pacientes con CD138 + al diagndstico.

Se analizaron también los resultados de las transferencias en relacién con el tiempo
transcurrido entre la obtencién del resultado negativo para la EC y el momento de
realizacion de la transferencia. En este grupo tampoco se encontraron diferencias
significativas en la tasa de implantacion, de gestacidn clinica ni de gestacidn evolutiva.
(Tabla 34)

Tiempo (dias) en Tiempo (dias) en P (T-Student)

pacientes con pacientes con
resultado positivo  resultado negativo
Implantacion 65,47+ 51,78 72,43+ 55,78 0,77
Gestacion clinica 68+ 52,76 67,13+ 53,69 0,97
Gestacion evolutiva | 74,82+ 57,68 60,55+ 46,89 0,53

Tabla 34. Tiempo transcurrido hasta la transferencia en funcidn del resultado de dicha
transferencia embrionaria en pacientes con CD138 + al diagndstico.

Pacientes con cultivo endometrial positivo

En el grupo de pacientes que presentd un cultivo endometrial positivo al diagndstico, se
realizaron 32 transferencias embrionarias tras la curacion de la EC. La media de tiempo
desde la obtencién del resultado negativo para EC en todas las pruebas hasta la
transferencia fue de 53,55 dias (DS 31,57).

En la tabla 35y en la grafica 19 se presenta la distribucidn de frecuencias.

Dias desde obtencidn de resultado % de pacientes

negativo para EC en todas las pruebas
hasta la transferencia

Primeros 60 dias 71,9% (23)
61-100 dias 21,9% (7)
101-150 dias 3,1% (1)
151-180 dias 3,1% (1)
>180 dias 0

Tabla 35. Dias hasta la transferencia embrionaria en pacientes con cultivo positivo al
diagndstico.
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Grafica 19. Distribucion de pacientes en funcion del tiempo hasta la transferencia en
pacientes con cultivo positivo al diagndstico.

Por ultimo, se analizaron también los resultados de las transferencias en relacién con el
tiempo transcurrido entre la obtencion del resultado negativo para la EC y el momento
de realizacidn de la transferencia. Al igual que en los anteriores, en este grupo tampoco
se encontraron diferencias significativas en la tasa de implantacion, de gestacidn clinica

ni de gestacion evolutiva. (Tabla 36)

Tiempo (dias) en Tiempo (dias) en P (T-Student)

pacientes con pacientes con
resultado positivo  resultado negativo
Implantacion 50,22+ 28,47 59+ 36,87 0,48
Gestacion clinica 51,41+ 28,88 56,58+ 36,14 0,67
Gestacion evolutiva | 50,64+ 31,67 56,27+ 32,32 0,64

Tabla 36. Tiempo transcurrido hasta la transferencia en funcion del resultado de dicha
transferencia embrionaria en pacientes con cultivo positivo al diagndstico.
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DISCUSION
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1. PREVALENCIA DE ENDOMETRITIS CRONICA

Consideramos las tres técnicas adecuadas para realizar el diagndstico de EC, por lo que
todas las pacientes que presentaron al menos un resultado positivo para EC en alguna
de las pruebas recibieron tratamiento antibiotico. De esta manera, la prevalencia de EC
en nuestra cohorte fue del 56,3%.

La prevalencia de EC presentada en la literatura oscila enormemente entre el 14% vy el
98%. A continuacion, en la tabla 37, se pueden observar desglosadas las caracteristicas
y los resultados de algunas de las principales publicaciones.

Esta gran disparidad en las prevalencias podria explicarse por varios motivos, como el
empleo de distintos métodos diagndsticos, la escasa homogeneidad en las
caracteristicas de las pacientes estudiadas y la ausencia de estandarizacién de los
criterios diagnosticos.

Se puede observar que las series que incluyen poblacién general con alguna indicacion
de estudio endometrial (sospecha ecografica de patologia intracavitaria, sangrado
uterino anormal (AUB, por sus siglas en inglés abnormal uterine bleeding) presentan una
prevalencia de EC en torno al 20-25% (40,87).

La mayor parte de los trabajos que incluyen Unicamente pacientes con fallo reproductivo
presentan prevalencias de EC mas elevadas (30-60%), similares a la obtenida en nuestra
cohorte, pero muy variables dependiendo de la técnica empleada para el diagnodstico de
la EC.

La Unica publicacién que incluye un grupo de pacientes fértiles sin sospecha de patologia
endometrial obtiene una prevalencia del 5% de EC en este grupo poblacional
(36,73,82,96).
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Por tanto, a pesar de la falta de unanimidad en las técnicas y criterios diagndsticos, si
parece que las pacientes con fallo reproductivo presentan una prevalencia elevada de
EC.

2. DIAGNOSTICO DE ENDOMETRITIS CRONICA

El principal caballo de batalla de la EC continta siendo su diagndstico. No esta claro qué
técnica se debe emplear, o si es necesaria la combinacién de varias pruebas. En el caso
de la histologia, ni siquiera estan claros los criterios diagndsticos.

El escenario ideal seria que realizando una Unica prueba fuéramos capaces de
determinar si una paciente padece EC o no, tanto por la comodidad de la paciente como
por rentabilidad y optimizacidn de recursos.

Fiabilidad de los métodos diagndsticos de EC

Grado de acuerdo

Teniendo en cuenta cada prueba de forma individual |la prevalencia de EC en nuestra
cohorte se encontraria en torno al 30%, tanto en el cultivo, como en la histologia como
en la histeroscopia.

Sin embargo, considerando diagndstico de EC un resultado positivo en cualquiera de las
pruebas realizadas la prevalencia global de EC obtenida fue del 56%. Esto se debe a que
el grado de acuerdo obtenido entre las tres técnicas no es excelente. La histeroscopia y
el estudio histolégico alcanzan un grado de acuerdo moderado, mientras que ambas con
el cultivo presentan un grado de acuerdo bajo.

Esta diferencia en los resultados implica que, si sélo empledramos una técnica
diagnostica, estariamos catalogando como sanas a un 25% de pacientes que presentan
signos de endometritis identificables por alguno de los otros métodos

Hasta la fecha no encontramos publicaciones que analicen el grado de acuerdo entre las
tres técnicas empleadas para el diagnéstico de EC. Unicamente dos trabajos recientes
establecen el grado de acuerdo entre la histeroscopia y la histologia, sin incluir ninguno
de ellos el cultivo.

Liu et al. en 2020 evaltan el papel de la histeroscopia para el diagndstico de EC y
proponen un sistema de puntuacion segun los hallazgos histeroscépicos. Aplicando este
sistema obtienen un grado de acuerdo moderado con los resultados del estudio
histolégico con CD138 (k=0,529) (96).

Resultados similares presenta el Grupo de Trabajo para la estandarizacion del
diagndstico de la EC en 2021. Los autores reportan un coeficiente de relaciéon intraclase
(CCl) entre la histeroscopia y el diagndstico histolégico mediante CD138 de 0,463 (77),
lo que traduce un grado de acuerdo moderado, muy similar también al obtenido en
nuestra cohorte (k=0,481).
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Esta falta de acuerdo entre los resultados de las diferentes técnicas diagndsticas podria
deberse a que cada una de ellas analiza parametros diferentes. La histeroscopia
identifica signos macroscopicos de inflamacion y la histologia signos microscépicos. Sin
embargo, los cultivos y el estudio molecular evaltdan la presencia de microorganismos.

De esta manera parece razonable que la histeroscopia y el estudio anatomopatoldgico
presenten un grado de acuerdo moderado, ya que ambas analizan la presencia de signos
inflamatorios. Algunos autores, incluso, proponen que existe una cierta correlacién
entre los hallazgos histeroscdpicos, la cantidad de células plasmaticas obtenidas en la
biopsia endometrial y la gravedad de la EC (86).

Sin embargo, como ya se ha mencionado el cultivo estudia un aspecto diferente, quiza
es por este motivo por el cual el grado de acuerdo de la histeroscopia y la histologia con
el cultivo es bajo.

En nuestra cohorte los resultados obtenidos en los cultivos endometriales presentaron
un grado de acuerdo bueno con el estudio molecular (k 0,61) con una tasa de acuerdo
global del 81,82%, bastante superior a la reportada anteriormente por Moreno et al del
56,92% (39).

Se puede observar como las dos pruebas que estudian el mismo pardmetro, la presencia
de microorganismos, si presentan un buen grado de acuerdo. Basandonos en este
resultado parece que realizando uUnicamente una de ellas se podria determinar
adecuadamente el diagndstico microbiolégico.

En nuestra opinidn, entre estas dos técnicas, el cultivo deberia ser la primera opcién
dado que es mas econdmico y aporta la informacion adicional del antibiograma,
reservando el diagndstico molecular para aquellos casos de endometritis persistentes
con cultivos negativos.

Tasa de acuerdo global

En cuanto a la tasa de acuerdo global, hemos obtenido un 57,3% de acuerdo entre la
histeroscopia, la histologia y el cultivo endometrial. Analizando Unicamente la
histeroscopia y el estudio anatomopatoldgico la tasa de acuerdo asciende al 77,5%.

Algunas publicaciones presentan la tasa de acuerdo global entre la histeroscopia y la
histologia, aunque no realizan el analisis del grado de acuerdo. Como se puede ver en la
tabla 38 la tasa de acuerdo es muy variable entre las diferentes series, oscilando desde
el 40% hasta el 90%.

Estas variaciones pueden estar muy influidas por la falta de homogeneidad en los
criterios diagndsticos de la histologia. Algunos autores emplean la tincion con HE sin IHQ
CD138 (36,39), lo cual implica una menor tasa de deteccion de células plasmaticas.
También hay diferencias en el punto de corte del numero de células plasmaticas
consideradas diagndsticas (5 o mas (82) o mas de una (83,87)), lo que hace adin mas
dificil realizar comparaciones.
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En la publicacion de Bouet et al. (82) se siguen los mismos criterios diagndsticos, tanto
histeroscdpicos como anatomopatoldgicos, que en nuestro estudio y obtienen una tasa
de acuerdo global entre la histeroscopia y la histologia con IHQ CD138 muy similar a la
nuestra.

Tipo % Acuerdo global
estudio HSC-CD138 HSC-Cultivo-
CD138
Cicinelli et al. | Retrospectivo | 106 91,62%
2015 (36)
Bouet et al Prospectivo 95 71,28%
2016 (82)
Moreno et al | Prospectivo 65 41,54% 20%
2018 (39)
Song et al. Retrospectivo 1189 66,9%
2019 (87)
Tsonis et al Retrospectivo | 2675 91,97%
2021 (83)

Tabla 38. Tasa de acuerdo global entre los diferentes métodos diagndsticos de EC.

El Unico trabajo en el que se emplean todas las pruebas diagndsticas es el de Moreno et
al. en 2018 (39). Este estudio incluye un grupo de pacientes con fallo reproductivo que
van a realizar un tratamiento de fecundacion in vitro, sin especificar otros criterios de
inclusion. Los investigadores reportan que el 98% de las pacientes presentan al menos
un resultado positivo en alguna de las pruebas, siendo llamativamente elevada la tasa
de resultados positivos por histeroscopia (96,9%). Este hallazgo resulta sorprendente
teniendo en cuenta que las histeroscopias fueron realizadas por el grupo de Cicinelli,
especialistas en histeroscopia con gran experiencia y numerosas publicaciones sobre
esta patologia. Estos mismos investigadores reportan unas prevalencias de EC por
histeroscopia sustancialmente inferiores en otros trabajos (36,40,56).

En esta serie obtienen una tasa de acuerdo global entre histeroscopia, cultivo y estudio
histolégico del 20%. No obstante, este estudio presenta algunos sesgos, entre los que
encontramos una gran pérdida de pacientes (30 de las 95 inicialmente incluidas) a las
gue no habian realizado las tres técnicas clasicas de estudio de EC.

Validez de los métodos diagndsticos de EC

Se considera que el estudio histolégico es el patrén oro para el diagndstico de la EC, por
lo tanto, es la técnica empleada como referencia para evaluar la validez de la
histeroscopia, el cultivo y las técnicas moleculares.

En nuestra cohorte la histeroscopia presentd una S: 67,7%, una E: 81,7%, un VPP: 61,8%
y un VPN: 85,3%; y el cultivo una S: 51,7%, una E: 75%, un VPP: 45,5% y un VPN: 79,4%.

Por tanto, el cultivo y la histeroscopia presentan una especificidad elevada para el
diagndstico de EC. Estos resultados traducen que si se obtiene un resultado negativo
para EC en cualquiera de las dos pruebas es poco probable que la paciente presente EC.
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La histeroscopia es la técnica diagndstica mas estudiada y comparada con el estudio
anatomopatoldgico. De nuevo, encontramos publicaciones con criterios diagndsticos
histolégicos heterogéneos que dificultan la comparacion entre los diferentes trabajos y
gue obtienen valores para la S, E, VPP y VPN muy diferentes (59,82,83,87,96). Lo que si
parece comun en todas las publicaciones es la alta especificidad de la histeroscopia.
(Tabla 39)

S E VPP VPN

Cicinelli et al. 55,4% 99,9% 98,4% 94,5%
2005 (84)

Bouet et al. 40,0% 80,0% 35,0% 83,0%
2016 (82)

Song et al. 59,3% 69,7% 42,1% 82,2%
2019 (87)

Zargar et al. 86,36% 87,3% 70,37% 94,82%
2020 (59)

Liu et al. 2020  62,8% 91,7% 88,8% 70,1%
(96)

Tsonis et al. 34,48% 98,77% 76,92% 92,72%
2021 (83)

Tabla 39. Validez histeroscopia.

Otro factor que también podria afectar a la hora de evaluar la validez de la histeroscopia
es su caracter subjetivo, ya que es una técnica operador dependiente (85).

Sin embargo, conviene recalcar que este andlisis de la validez presupone que la
histologia aporta el diagndstico de certeza de EC.

En nuestra cohorte un 25% de pacientes presentaba signos histeroscépicos de EC y/o
cultivos endometriales positivos, con un resultado anatomopatoldgico negativo. Esto
podria explicarse porque el estudio histoldgico, al igual que la histeroscopia, es una
técnica operador dependiente. Ademas, no existen unos criterios anatomopatoldgicos
unificados para diagnosticar la EC y, no sélo eso, la técnica también estd influida por la
cantidad y la calidad de la muestra endometrial obtenida.

Por ello, para comparar unas pruebas con otras, consideramos mas util el analisis del
grado de acuerdo entre las pruebas que la evaluacion de su validez en referencia a un
patron oro que puede presentar importantes sesgos.
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¢Histologia, histeroscopia o cultivo?

Algunos investigadores, tras comparar la histeroscopia y la histologia, concluyen que la
histeroscopia es una técnica util para establecer un diagndstico de sospecha de EC, pero
gue debe ser siempre complementada con el estudio histolégico para confirmar o
refutar el diagndstico. De tal forma que el diagndstico de EC estaria definido por los
hallazgos anatomopatoldgicos (59,82,87,100).

Por otro lado, encontramos autores que presentan una postura diferente, considerando
la histeroscopia como la herramienta principal para el diagndstico de EC (36,40,56).

Ambas corrientes se basan en el andlisis de la validez de las técnicas, por lo tanto,
asumen que el diagndstico de EC lo establece el estudio histolégico y no analizan el
grado de acuerdo entre los diferentes métodos.

A la vista de nuestros resultados, no existe un grado de acuerdo suficientemente bueno
entre las pruebas como para poder establecer el diagndstico de EC en base Unicamente
a una de ellas.

Por ello, consideramos que puede resultar de utilidad emplear las tres técnicas para
definir el diagndstico de EC, siempre que estén a nuestro alcance. Esta propuesta es
novedosa con respecto a todas las publicaciones que encontramos en la literatura, ya
que la mayoria de ellas van encaminadas a identificar la mejor técnica unica para el
diagndstico, y ninguna alcanza resultados concluyentes (39,40,82,87)

Las tres técnicas podrian realizarse en una Unica intervencién, ya que hoy en dia
disponemos de histeroscopios de calibre muy fino con canal de trabajo, que permiten
recoger las muestras endometriales durante la propia histeroscopia.

Cultivo endometrial

En nuestra cohorte el 37,8% de los cultivos endometriales resultaron positivos. La
bacteria mds frecuentemente aislada fue Enterococus faecalis (36% de los cultivos
positivos) seguida de Escherichia Coli (20,5%). Estos resultados contindan en la misma
linea que las publicaciones previas, en las que parece que las bacterias que mas
frecuentemente causan la EC son bacterias comunes y no especificas del tracto genital
(39,40).

Las publicaciones que incluyen el cultivo endometrial como parte del diagndstico de la
EC son muy escasas y ninguna de ellas determina la validez de esta técnica con respecto
a la histologia (36,39,40).

La mayoria de los trabajos que incluyen el cultivo endometrial (36,56) sélo reportan los
resultados de cultivos realizados en pacientes que ya presentaban signos de EC en la
histeroscopia y la histologia. Por tanto, en estas series obtienen un porcentaje menor
de resultados positivos en los cultivos que en la histeroscopia y el estudio
anatomopatoldgico, ya que no realizan el cultivo a todas las pacientes de la muestra
(36,40,56).
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El principal inconveniente del cultivo, a diferencia de la anatomia patoldgica, no es la
falta de criterios diagndsticos, sino el riesgo de obtener resultados falsos negativos como
consecuencia de las limitaciones en la técnica o falsos positivos por contaminacion.

En nuestro trabajo para obtener la muestra endometrial empleamos una canula de
Cornier. Las canulas se introdujeron a través del cérvix bajo vision directa tras haber
colocado adecuadamente el espéculo vaginal y desinfectado el exocérvix. Previamente
a la desinfeccion de la vagina se recogieron muestras de exudados vaginales para cultivo
y no obtuvimos ningun caso de contaminacion de origen vaginal.

Algunos investigadores emplean canulas con una doble vaina, de tal forma que la
muestra endometrial no contacta ni siquiera con el canal endocervical, ya que se extrae
protegida por la vaina externa (40). Pero a la vista de nuestros resultados no parece
necesaria la utilizacidn de canulas especiales, siempre y cuando la muestra sea extraida
de forma cuidadosa.

El cultivo aporta una informacidn muy valiosa en el estudio de la EC. La identificacién
del microorganismo y la realizacion del antibiograma, ademds de establecer el
diagnéstico, constituyen un importante beneficio a la hora de dirigir el tratamiento. Por
este motivo consideramos su aplicacion de gran utilidad para el manejo de la EC.

3. TRATAMIENTO DE ENDOMETRITIS CRONICA

Todos los casos diagnosticados de EC en nuestra cohorte recibieron tratamiento
antibiotico y en todos ellos los signos de EC se resolvieron tras un maximo de cuatro
ciclos antibiodticos. La comprobacién del estado endometrial tras el antibidtico se realizo
Unicamente con las técnicas que habian resultado positivas.

Por un lado, podriamos interpretar esta resolucién de la endometritis tras el tratamiento
antibidtico como un argumento a favor de su etiologia infecciosa. Por otro lado, el hecho
de que los signos de EC desaparecieran en todos los métodos diagndsticos empleados
podria apoyar la utilidad de aplicar las tres técnicas para su despistaje.

Si bien es cierto que una de las limitaciones de nuestro trabajo es que no disponemos
de grupo control para evaluar adecuadamente la eficacia del tratamiento, ya que no se
establecié como obijetivo.

No obstante, Song et al. publicaron en 2021 un ensayo aleatorizado con grupo control
evaluando la eficacia del tratamiento antibidtico sobre la desaparicion de células
plasmaticas en muestras endometriales. En este trabajo demostraron que el
tratamiento antibidtico empirico con levofloxacino 500mg + tinidazol 1g cada 24 horas
durante 14 dias es eficaz. En el grupo que recibié tratamiento lograron la negativizacion
de las células plasmaticas en el 89,3% de las pacientes, mientras que en el grupo control
solo se negativizaron el 12,7% (92).

Ademas de este ensayo, encontramos trabajos que también defienden la utilidad del
tratamiento antibidtico, aunque algunos de ellos son de cardacter retrospectivo y otros
no presentan grupo control (Tabla 40)
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Tabla 40. Tasa de resolucion EC tras el tratamiento antibiotico.



En nuestra cohorte el 69% de los casos con EC se resolvid tras completar el primer
tratamiento antibidtico. El 91,4% logrd la curacidon después de una segunda pauta de
antibidtico. Y, tras realizar un tercer y un cuarto ciclo de antibidtico el 96,6% y el 100%,
respectivamente, alcanzaron la negativizacion.

Como se puede observar en la tabla 41 la tasa de resolucion de la EC tras la
administracion de tratamiento antibiotico es elevada y similar a la obtenida en nuestro
estudio, entre el 70% y el 90% tras el primer ciclo antibidtico, alcanzando cerca del 100%
tras tres ciclos de antibidticos.

En nuestro caso, en las pacientes que presentaron signos de EC en la histeroscopia o la
histologia, pero el cultivo endometrial resulté negativo, la pauta empirica que
empleamos fue Doxiciclina 100mg/12h y alcanzamos casi el 70% de curacion. El 30%
restante logré la resolucidon de la EC tras una segunda linea de tratamiento con
ciprofloxacino 500mg/12h + metronidazol 500mg/12h durante 10 dias.

Teniendo en cuenta la importancia y las graves consecuencias del aumento de las
resistencias a los antibidticos (99), consideramos recomendable el empleo secuencial de
los antibidticos, ya que en el 70% de los casos podremos evitar el uso de la terapia
combinada.

Algunos investigadores proponen la aplicacion de infusiones intrauterinas de
antibidtico. Esta via de administracion del tratamiento no parece aportar grandes
beneficios ni mejores resultados que la via oral y su administracién es mas compleja
tanto para la paciente como para el sistema sanitario (101,102).

Comprobacidn del estado endometrial tras el tratamiento

En nuestra cohorte hemos alcanzado un 100% de curacion de la EC, pero un 30% de las
pacientes ha requerido mas de un ciclo de antibidtico. A la vista de estos resultados
parece conveniente realizar la comprobacion de la resoluciéon de la EC tras la
administracion del tratamiento antibidético y en caso de persistencia del cuadro
administrar una nueva pauta antibiotica.

Esta es una cuestion todavia debatida en la literatura. El metaanalisis publicado por
Vitagliano et al se posiciona claramente a favor de realizar la comprobacion de la
desaparicion de los signos de EC (91). Recomendacién que ha sido apoyada
posteriormente por estudios mas recientes (103).

Otros investigadores defienden que no es necesario realizar ningun tipo de control
postratamiento asumiendo que la administracion de un ciclo antibidtico presenta
elevadas tasas de curacion de EC (97,98).

Sin embargo, como se puede observar en la tabla 41, estas tasas de resolucidn varian en
funcién de la serie analizada, entre el 30% y el 90%. Estas diferencias podrian justificarse
por las distintas técnicas diagndsticas y pautas antibidticas empleadas, asi como, las
posibles variaciones en las resistencias antibidticas en diferentes poblaciones.
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4. ENDOMETRITIS CRONICA Y PRONOSTICO REPRODUCTIVO

Tras el estudio y resolucion de EC en nuestra muestra, las tasas de implantacidn,
gestacion clinica y gestacidn evolutiva mejoraron de forma significativa, alcanzando un
60% de gestacion evolutiva.

En nuestro trabajo hemos realizado un andlisis antes-después para evaluar los
resultados reproductivos, asi como el posible impacto de la EC sobre ellos.

Antes de la valoracion de EC ninguna de las pacientes incluidas en el estudio habia
logrado una gestacidon evolutiva tras la transferencia de al menos dos blastocistos
euploides o de tres blastocistos de buena calidad en pacientes menores de 40 afos. Tras
el diagndstico y la curacidn de la EC alcanzaron una tasa de gestacion evolutiva del 60%.

Con el objetivo de poder valorar la implicaciéon de la EC sobre el FIR no se incluyeron
pacientes que recibieron bajas dosis de AAS, heparina o tratamientos
inmunomoduladores por primera vez en la transferencia posterior al estudio de EC.
También se analizo el factor embrionario de las transferencias previas y posteriores al
despistaje de EC, comprobando que no existian diferencias significativas en cuanto al
PGT-A o la donacién de ovocitos.

Resultados reproductivos en pacientes con EC curada y pacientes sin EC

Si comparamos los resultados de las transferencias posteriores al estudio de la EC entre
las pacientes que no presentaron signos de EC con las que si fueron diagnosticadas de
ECy lograron la curacion; observamos que no hubo diferencias significativas en las tasas
de implantacién, gestacion clinica y gestacion evolutiva.

Resultados reproductivos en pacientes con EC segun las diferentes técnicas
diagnosticas

En funcidn de los resultados de las pruebas diagndsticas podriamos considerar 3 grupos:
pacientes con histologia positiva para EC, pacientes con histeroscopia positiva o
pacientes cultivo endometrial positivo. Los tres grupos presentaron tasas de
implantacion, gestacion clinica y gestacidon evolutiva superiores en las transferencias
realizadas tras el estudio de la EC frente a las previas.

Aunque somos conscientes del pequefio tamano muestral de cada grupo, parece que
las tasas de gestacion evolutiva son ligeramente mayores en las pacientes
diagnosticadas mediante histeroscopia que en las que obtuvieron el diagndstico
mediante histologia o cultivo.

Este hallazgo apoya también la utilidad de la realizacidn de las tres técnicas diagndsticas,
ya que en todos los casos se logra mejorar los resultados reproductivos.

Somos conscientes de que la ausencia de grupo control supone una limitacion
importante para la evaluacion adecuada de la repercusién de la EC sobre los resultados
reproductivos. Sin embargo, nuestros resultados coinciden con los publicados en el
metaanalisis llevado a cabo por Vitagliano et al en 2018 (91), y recientemente
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actualizado (104). En estas publicaciones concluyen que el tratamiento y curacién de la
EC mejora las tasas de implantacion, gestacidn clinica y recién nacido vivo en pacientes
con FIR y no encuentran diferencias entre las pacientes con EC curada y aquellas que no
presentan EC al diagnostico.

Otras publicaciones si reportan mejores tasas de gestacidén y recién nacido vivo en
pacientes con fallo reproductivo que habian sido diagnosticadas de EC y lograron la
curacion del cuadro, frente a aquellas que no presentaron EC al diagnéstico (56,90).

En los ultimos afios se haincluido el concepto de EC severa y EC moderada. Se considera
EC Severa la presencia de mas de 5 células plasmaticas o mientras que la EC moderada
esta definida como la deteccion de entre 1-4 células plasmaticas. Parece que la evidencia
apunta a que los casos de EC moderada no afectan al prondstico reproductivo en los
tratamientos de FIV, lo cual apoya la aplicacién del punto de corte en 5 células
plasmaticas para el diagnéstico de EC (79,104).

No encontramos en la literatura ninglin ensayo prospectivo aleatorizado con grupo
control que evalle el impacto de la EC sobre la implantacién. Pero si disponemos de
publicaciones retrospectivas en las que se realizan transferencias embrionarias a
pacientes con resultados positivos para EC en el estudio histoldgico que no han recibido
ningun tratamiento antibiotico. Estas series presentan una clara disminucion de las tasas
de gestacion y un mayor numero de abortos en las pacientes con signos de EC
(38,58,60,61).

Tiempo hasta la transferencia embrionaria

En nuestra cohorte el 70% de las transferencias embrionarias se realizaron en los
primeros 3 meses tras lograr el resultado negativo en todas las pruebas diagndsticas de
EC. No encontramos diferencias estadisticamente significativas en cuanto al tiempo
transcurrido desde la obtencidn del resultado negativo para EC hasta la realizacion de la
transferencia entre las pacientes que consiguieron la gestacién y las que no lograron la
implantacion.

No esta estudiado ni establecido qué intervalo de tiempo puede transcurrir desde el
estudio de EC hasta la realizacidon de la siguiente transferencia embrionaria. En relacion
con este aspecto Cicinelli et al en 2015 publica los resultados reproductivos en los 6
meses posteriores al tratamiento de EC, pero no analizan el tiempo desde el estudio de
EC hasta la transferencia (36).

Abortos bioquimicos

Aunque no estaba incluido entre los objetivos principales de este trabajo, un hallazgo
interesante, que puede abrir nuevas lineas de investigacion, ha sido la obtencién de una
menor proporcion de abortos bioquimicos en las pacientes con EC curada.

Los abortos bioquimicos constituyen una entidad bastante desconocida hoy en dia. A
diferencia de los abortos clinicos, los bioquimicos parece que no se relacionan con la
edad maternay, por tanto, tampoco lo hacen con la dotacién cromosémica del embridn,
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ya que la tasa de abortos bioquimicos permanece estable en torno al 10%,
independientemente de la edad de la madre (105).

En nuestra cohorte, tras realizar la transferencia embrionaria posterior al estudio de EC,
hemos obtenido menores tasas de aborto bioquimico (2,9%) en pacientes con EC curada
gue en pacientes que no presentaron EC al diagndstico (8,3%).

Ademas, esta tasa del 2,9% de aborto bioquimico es claramente inferior al 10% descrito
en la literatura dentro de la poblacidn general que realiza un tratamiento de FIV (105).
Parece, por tanto, que la EC podria tener una implicacién sobre los abortos bioquimicos,
por ello, consideramos que son necesarios mas estudios que profundicen en este
aspecto.

Todas las pacientes incluidas en nuestro trabajo cumplen los criterios establecidos de
FIR, es decir, todas ellas presentaron test de embarazo negativo tras dos transferencias
consecutivas de blastocistos euploides o tres transferencias de blastocistos de buena
calidad sin estudio genético.

No obstante, un 25% de las pacientes se habia realizado un mayor numero de
transferencias sin lograr recién nacido vivo. Los resultados de estas transferencias
previas al diagnodstico del fallo de implantacion también fueron recogidos para el analisis
de este trabajo. En algunos casos las pacientes habian logrado implantacion o incluso
gestacion clinica y posteriormente presentaron betas negativas en las dos o tres
transferencias subsiguientes. Es por este motivo por el que reportamos una tasa de
implantacion del 16%, con un 75% de aborto bioquimico y un 100% de abortos clinicos
dentro de una cohorte de pacientes con FIR.

5. LIMITACIONES

Somos conscientes de las limitaciones del presente estudio, entre las que cabe destacar
el componente subjetivo de la histeroscopia y del diagndstico anatomopatoldgico
(38,73,87). Si bien es cierto que, en el ambito histeroscopico esta subjetividad ha ido
perdiendo relevancia, gracias a la estandarizacion de los criterios diagnosticos. Se ha
demostrado que existe un buen grado de acuerdo inter e intraobservador cuando las
histeroscopias son llevadas a cabo por especialistas en esta materia, que conocen bien
los signos histeroscdpicos de EC, como es el caso de nuestro trabajo (85).

Con respecto a la subjetividad en el diagndstico histoldgico, la generalizacién en el
empleo de la tincién CD138 ha permitido reducir también reducir el factor operador
dependiente (38,64,73). Sin embargo, la falta de consenso en cuanto a los criterios
diagndsticos si que constituye una importante limitacién en nuestro trabajo y en todas
las publicaciones que incluyen la histologia como método diagndstico de EC.

Otra limitacion, ya comentada, es la ausencia de grupo control para evaluar eficacia del
antibidtico para la resolucion de la EC y el impacto de esta entidad sobre los resultados
reproductivos. Idealmente, para poder analizar la influencia de la EC sobre los resultados
reproductivos, seria necesario un grupo control de pacientes con diagndstico de EC a
quienes no se administre tratamiento antes de la transferencia. Hoy en dia resultaria

111



extremadamente dificil el reclutamiento de pacientes que aceptaran participar en el
grupo control, y mas aun en una cohorte de pacientes con FIR. La evidencia cientifica de
la que disponemos sugiere una marcada influencia negativa de la EC sobre la
implantacion embrionaria. Ademas, estas pacientes acarrean un bagaje de fracasos en
las transferencias embrionarias, con el consiguiente componente emocional, que
dificilmente aceptarian ser incluidas en el grupo que no recibe tratamiento.

6. FORTALEZAS

Una de las principales fortalezas de este trabajo es que se ha realizado de forma
prospectiva y nos hemos esforzado por incluir Unicamente pacientes con FIR, siguiendo
una definicion estricta de este concepto. La mayoria de las publicaciones que
encontramos en la literatura sobre EC son estudios de cardcter retrospectivo que
incluyen grupos de pacientes muy heterogéneos. En muchos casos se unifican dos
perfiles de pacientes con fracaso reproductivo, pacientes con abortos de repeticion y
pacientes con FIR, dos entidades que fisiopatolégicamente no presentan ninguna
relacion. En otros trabajos no sélo incluyen pacientes con fracaso reproductivo, si no
gue agrupan también pacientes con otras patologias ginecoldgicas como sangrado
uterino anormal o presencia de patologia intracavitaria, lo que hace muy dificil poder
analizar y establecer conclusiones con los resultados obtenidos.

Otra ventaja que aporta nuestro estudio es que disponemos de un porcentaje elevado
de embriones a los que se les ha realizado PGT-A, lo cual permite reducir el sesgo que
puede ocasionar el factor embrionario sobre las definiciones clasicas de FIR.

Ademas, en este trabajo realizamos a todas las pacientes las tres técnicas diagndsticas,
lo que nos ha permitido analizar el grado de acuerdo entre ellas. También se han
realizado cultivos vaginales a mas de un tercio de las pacientes, pudiendo asi, descartar
la contaminacion vaginal de la muestra endometrial.

Basandonos en nuestra experiencia parece recomendable realizar las tres pruebas
diagnosticas para el despistaje de EC en pacientes con FIR. La principal ventaja de aplicar
las tres técnicas es que abordamos el estudio de esta patologia desde las tres
perspectivas que conocemos (microscopica, macroscopica y microbioldgica),
reduciendo asi la posibilidad de pasarla por alto. Ademas, son tres técnicas sencillas de
llevar a cabo y que, por lo general, no presentan complicaciones.

Como hallazgo novedoso de este trabajo, parece que el diagndstico y curacion de EC
podria disminuir la tasa de abortos bioquimicos en las pacientes con FIR. Por ello,
abrimos una nueva linea de investigacion sobre la posible influencia de la EC sobre los
abortos bioquimicos.
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1. Parece conveniente aplicar las tres pruebas diagndsticas: histeroscopia,
histologia con CD138 vy cultivo endometrial para realizar el diagndstico de
endometritis crénica, ya que:

a. La histeroscopia presenta un grado de acuerdo moderado (k 0,481) con
el estudio histolégico y una sensibilidad del 67,7%, una especificidad del
81,7%, un valor predictivo positivo del 61,8% y un valor predictivo
negativo del 85,3%.

b. El cultivo endometrial presenta un grado de acuerdo bajo (k 0,257) con
el estudio histoldgico y una sensibilidad 51,7%, una especificidad 75%, un
valor predictivo positivo 45,5% y un valor predictivo negativo de 79,4%.

c. El grado de acuerdo entre la histeroscopia y el cultivo endometrial para
el diagndstico de endometritis cronica es bajo (k 0,294).

d. El grado de acuerdo entre el cultivo endometrial y la deteccion de
bacterias en el endometrio mediante técnicas moleculares es bueno (k
0,61), por lo que seria suficiente realizar sélo una de ellas.

2. La extraccion de la muestra endometrial con una canula de Cornier, tras la
colocacién de un espéculo y desinfeccion del exocérvix, no presenta riesgo de
contaminacién vaginal.

3. Laprevalencia de endometritis crénica en nuestra cohorte de pacientes con fallo
de implantacion recurrente diagnosticada mediante histeroscopia, histologia y/o
cultivo es del 56%.

4. ElI 69% de los casos de endometritis cronica se resolvieron tras un primer ciclo
antibidtico. El 91,4% logrd la curacidon después de una segunda pauta de
antibidtico. Y, tras realizar un tercer y un cuarto ciclo de antibiético el 96,6% vy el
100%, respectivamente, alcanzaron la negativizacion de las 3 pruebas
diagnodsticas.

5. Es recomendable comprobar la curaciéon de la endometritis crénica tras la
administracion del tratamiento antibiético, dado que el 30% requirié mds de un
ciclo de tratamiento antibidtico para lograr la curacion.

6. Las tasas de implantacidn, gestacion clinica y gestacion evolutiva mejoraron de
forma significativa tras realizar el diagndstico y tratamiento de endometritis
cronica en las pacientes con fallo de implantacion recurrente y se igualaron a las
de las pacientes que no presentaron diagndstico de endometritis cronica.

7. Nuestro estudio sugiere que el diagndstico y la curacidon de la endometritis
cronica disminuye la tasa de aborto bioquimico. No obstante, son necesarios mas
estudios que permitan evaluar el impacto de la endometritis crénica sobre el
prondstico reproductivo.
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INFORME DEL CEIm de HM Hospitales

La Dra. Almudena Lage, Secretaria del Comité Etico de Investigacion con medicamentos
de HM Hospitales

CERTIFICA

Que el Comité HM Hospitales, ha evaluado en su reunion del 9 de octubre de 2019, Acta
n® 165, la propuesta de la Fundacion de Investigacion HM, para que se realice el proyecto
titulado:

Correlacién de métodos diagndsticos y tasa de resolucién del tratamiento antibiético
en pacientes con fallo de implantacion diagnosticadas de endometritis créonica.
Estudio prospectivo serie de casos.

Codigo CEIm HM Hospitales: 19.04.1409-GHM

Proyecto Tesis version 1
Hoja Informativa versién y Consentimiento Informado version de 16 de octubre de
2016

Y habiendo valorado el proyecto desde un punto de vista ético y metodolégico, y la
respuesta a las aclaraciones, emite un DICTAMEN FAVORABLE, para que se realice el
proyecto en el servicio de HM Fertility Center, de los Hospitales Universitarios HM, siendo
el Investigador principal la Dra. Ana Vegas Carrillo de Albornoz.

Que el CEIm de HM Hospitales, tanto en su composicién como en sus procedimientos, cumple con
las normas de BPC (CPMP/ICH/135/95) y con la legislacion vigente que regula su funcionamiento

Miembros que pertenecen al Comité:
Dr.  Alfonso Moreno Gonzélez, especialista en Farmacologia Clinica

Dr.  Santiago Ruiz de Aguiar, especialista en Farmacologia Clinica
Dra. Almudena Lage Moreda, Licenciada en Medicina y Cirugia
Dfia. Raquel Alcantara Partido, Licenciada en Farmacia

Dra. Maria José Ferreiro, especialista en Neumologia

Dr. José Felipe Varona, especialista en Medicina Interna

Dr. Eduardo Garcia Rico, especialista en Oncologia

Dr. Miguel Angel Reina, especialista en Anestesiologia y Reanimacion
Dra. Maria Teresa Curiel Garcia especialista en Oncologia

Don  Juan Carpio, Diplomado en Enfermeria

Dra. Elena Sevillano, especialista en Oncologia

Dr. César G. Mufioz Sanchez-Miguel, especialista en Oncologia
Dr. Jordi Remdn Masip, especialista en Oncologia

Dia. Carmen Rojo, especialista en Farmacia Hospitalaria

Diia. Maria Ortiz, especialista en Farmacia Hospitalaria

Dfa. M?® Teresa Espina Castrillo, Licenciada en Derecho, Dpto. Juridico de HM Hospitales y
vicepresidenta del CEAS de HM Hospitales

Don Ignacio Garcia Gomez. Licenciado en Derecho

Dfia. Ofelia de Lorenzo, Licenciada en Derecho

Dfia. Gema Jiménez Jiménez. Licenciada en Derecho. HM Hospitales
Diia. Noelia Pérez Dominguez, Farmacéutica de Atencion Primaria

CEIm HM Hospitales
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Que en dicha reunion del Comité Etico de Investigacion Clinica se cumplié el quérum preceptivo
legalmente.

Que en caso de evaluar algun proyecto en el que un miembro es investigador/colaborador, éste se
ausenta de la reunién durante la discusion del mismo.

Lo que firmo en Madrid, a 16 de octubre de 2019.

LAGE MOREDA

Finmywdi diialmente por LAGE
ALMUDENA - MOAEDA ALMUDENA - 054021302

éz 054021397 Frcha: 2015.10,16 22:58:41 +0290
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Fdo. Dra. Almudena Lage
Secretaria CEIm HM Hospitales

CEIm HM Hospitales
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INFORME DE LA COMISION EJECUTIVA I+D+l. FUNDACION DE
INVESTIGACION HM HOSPITALES

D. Fernando Gomez Hermoso, Secretario de la Comisién Ejecutiva de 1+D+i:
CERTIFICA

Que una vez reunido la Comisién Ejecutiva de 1+D+i Fundacion de Investigacion HM
Hospitales, ha evaluado, para que se realice el proyecto de investigacion titulado:

“Correlacién de métodos diagndsticos y tasa de resolucién del tratamiento antibidtico en
pacientes con fallo de implantacion diagnosticadas de endometritis cronica. Estudio
prospectivo serie de casos”.

Cddigo interno del proyecto: 35_19

Y habiendo valorado el proyecto desde un punto de vista cientifico y metodolégico se
emite un DICTAMEN FAVORABLE para que se realice el proyecto por la Dra. Ana
Vegas perteneciente a Unidad de Obstetricia y Ginecologia.

Miembros que pertenecen al Comité:

Dr. JesUs Pelaez

Dr. Fernando Léopez-Rios
Dr. Angel Ayuso

Dr. José Maria Castellano
Dra. Laura Rodriguez
Dra. Ledia Fernandez

Dr. JesUs Rodriguez

Dr. Javier Muiiz

Dr. Juan Carpio

D. Fernando Gomez

Que, en dicha reunion, la Comision Ejecutiva de [+D+i Fundacion de Investigacion HM
Hospitales cumplié el quérum preceptivo legalmente establecido.

Que en caso de evaluar algin proyecto en el que un miembro es

investigador/colaborador, éste se ausenta de la reunion durante la discusion del mismo.

Lo que firmo en Madrid a 07/11/2019

|
Fernando Gémez Hermoso

da

{

Secretaria CEIDI-FiHM
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Comité de Etica en Investigacion Clinica.

Hospital RUBER Internacional.

[Sa-16032 / 19 - EC: 394]

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLiNICA

Don José Domingo Garcia Labajo.
Secretario del CEIC del Hospital RUBER Internacional.

CERTIFICA

Que el Comité de Etica en Investigacion Clinica del Hospital Ruber Internacional ha
evaluado la propuesta de la Dra. Elena Carrillo y del Prof. Dr. Isidoro Bruna Cataldn,
para que se realice el proyecto de investigacion:

Titulo: “Correlacion de métodos diagndsticos y tasa de resolucion del tratamiento
antibidtico en pacientes con fallo de implantacion diagnosticadas de endometritis
crénica. Estudio prospectivo serie de casos.”

En el que figuran como investigador principal la Dra. Ana Vegas Carrillo de Albornoz”

del Servicio de “Ginecologia”.
Y este Comité considera que:

El proyecto respeta los principios fundamentales expuestos en la declaracion de Helsinki de
1964 de la Organizacion Médica Mundial y sus versiones posteriores y los del Convenio del
Consejo de Europa de 1996 relativos a los Derechos Humanos y la Investigacion Biomédica,
cumpliendo los requisitos de la normativa legal que pudiera afectarle y su realizacion es
pertinente.
La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones y medios disponibles, tal
y como ha sido informado, son apropiados para llevar a cabo el estudio; habiendo
demostrado los autores conocer suficientemente los antecedentes y el estado actual del tema
gue proponen investigar.
Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivas
del estudio; la metodologia propuesta es adecuada y estan justificados los riesgos y molestias
previsibles para los participantes, teniendo en cuenta los beneficios esperados.
Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la
compensacion prevista para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion
en el estudio.
El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los
postulados éticos.
Por lo que se hace constar la viabilidad y procedencia en todos sus términos del proyecto de
investigacion, estimando que los resultados alcanzados pueden ser de gran interés.

Este CEIC acepta que dicho estudio sea realizado en nuestro Hospital por |a Dra . Ana Vegas y sus

investigadores colaboradores.

Informe del EC: “Correlacién de métodos diagndsticos y tasa de resolucién del tratamiento
antibidtico en pacientes con fallo de implantacion diagnosticadas de endometritis crénica.
Estudio prospectivo serie de casos.”

CEIC —RUBER Internacional.
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Comité de Etica en Investigacion Clinica.

Haospital RUBER Internacional.

HACE CONSTAR QUE:

1.

En la reunion celebrada el dia 04/11/2019, acta 212, se decidid emitir el informe
correspondiente al estudio de referencia.

En dicha reunion se cumplieron los requisitos establecidos en la legislacion vigente
- Real Decreto 223/2004 de 6 de febrero — para que la decision del citado CEIC sea
valida.

En esta evaluacion se observaron ademas los requisitos establecidos por el Real
Decreto 1591/2009, de 16 de octubre, por el que se regulan los productos sanitarios
(BOE nim. 268, de 6 noviembre)

El CEIC, tanto en su composicion, como en los PNT cumple con las normas de BPC
(CPMP/ICH 135/95).

La composicion actual del CEIC es la siguiente:

Dra. Dfia. Mercedes Cuesta Nuin (Directora Médico) Presidenta.

Dr. D. Javier Roman Garcia (Oncologia Médica) Vicepresidente.

Dra. Diia. Celia Garcia Menéndez (Adjunta a Direccion. Experta en Seguridad del Paciente)
Dra. Diia. M2 Mar Garcia Arenillas (Farmacélogo Clinico) Ajeno a H.R.l.

Dra. Dia. Beatriz Casamayor Lazaro (Farmacia Hospitalaria).

Diia. Esther Rodriguez Muiiiz (Enfermera Supervisora de Maternidad).

Dr. D. Jesus Esteban Pérez (Neurologia)

D. Isidro Diaz de Bustamante y Terminel (Doctor en Derecho).

D. Carlos Padilla Méndez (Representante de los Pacientes) Ajeno a H.R.I.

Dr. D. Nicolas Llobregat Poyan (Cirujano Tordcico)

Dra . Diia. Jimena Ramon Garcia (Farmacéutica de Atencién Primaria) Ajeno a H.R.I-

Dr. D. José Domingo Garcia Labajo (Medicina Intensiva) Secretario.

Los documentos evaluados y aceptados son

Protocolo (En- 16005 /2-394) V 01 de 290ctubre2019

Hoja Informacién (En- 16006 /3-394) V 01 de 290ctubre2019

Para que conste donde proceda y a peticion del promotor.

Madrid a 11 de Noviembre de 2019

Firmado: José Domingo Garcia Labajo

GARCIA LABAIQ P e ot
JOSE DOMINGOQO DOMINGO - 50405817Y

Fecha: 2019.11.20

-50405817Y 19:53:27 +01'00'

Informe del EC: “Correlacion de métodos diagnésticos y tasa de resolucién del tratamiento
antibiético en pacientes con fallo de implantacién diagnosticadas de endometritis crénica.
Estudio prospectivo serie de casos.”

CEIC —~RUBER Internacional.
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ANEXO 3: HOJA DE INFORMACION A LAS PACIENTES
HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TiTULO DEL ESTUDIO: ENDOMETRITIS CRONICA EN PACIENTES CON
FALLO DE IMPLANTACION RECURRENTE: DIAGNOSTICO, TRATAMIENTO
Y PRONOSTICO REPRODUCTIVO.

INVESTIGADORES PRINCIPALES: Isidoro Bruna Catalan y Ana Vegas Carrillo
de Albornoz

CENTROS: HM Fertility Center Hospital Universitario HM Monteprincipe, HM
Fertility Center Hospital Universitario HM Puerta del Sur, Hospital Ruber
Internacional.

CONTACTO: anavegasca@gmail.com.

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para solicitar su consentimiento para la utilizacion de
muestras biolégicas con fines de investigacion médica. El objetivo de este
documento es informarle sobre el estudio en el cual se le invita a participar. El
estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion de HM
Hospitales y del Hospital Ruber Internacional, de acuerdo a la legislacion vigente,
y se lleva a cabo con respeto a los principios enunciados en la declaracién del
Helsinki y a las normas de buena practica clinica.

Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacién correcta y suficiente
para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para
ello lea esta hoja informativa con atencioén y nosotros le aclararemos las dudas
que le puedan surgir después de la explicacion. Ademas, puede consultar con
las personas que considere oportuno. Si tiene alguna duda dirijase, por favor, a
la Dra Ana Vegas Carrillo de Albornoz, cuyo correo electrénico figura mas arriba.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacién en este estudio es voluntaria y que puede
decidir no participar, o cambiar su decision y retirar el consentimiento para la
utilizacién de la muestra en cualquier momento, asi como solicitar la destruccion
de la muestra sin que por ello se altere la relacién con su médico. Si usted decide
revocar su consentimiento, no se realizaran nuevos analisis de la muestra, pero
esta revocacion no afectara a las investigaciones realizadas hasta el momento.
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

La endometritis crénica es una entidad de gran relevancia en mujeres con fallo
reproductivo, que se ha relacionado especialmente con pacientes que presentan
fallos repetidos de implantacion o abortos de repeticion, con una prevalencia
entre el 14-20%.

La endometritis crénica consiste en una inflamacion persistente de la capa
interna del utero, el endometrio, que cursa en la mayoria de los casos de forma
asintomatica. Su causa mas frecuente es la presencia de microorganismos en el
endometrio.

Esta alteracion no se puede diagnosticar mediante pruebas de imagen como la
ecografia o la histerosonografia, ya que no produce alteraciones morfolégicas en
el utero. Para su diagnostico es necesario el estudio de una muestra de
endometrio. Esta muestra puede ser obtenida bien, mediante una canula de
biopsia, o bien, por histeroscopia con visién directa de la cavidad endometrial.
La confirmacién diagndstica se establece mediante el analisis al microscopio de
una muestra endometrial en la que se confirme la presencia de un tipo de células
que aparecen en situaciones de inflamacion llamadas células plasmaticas.

Histeroscopia diagnéstica

La histeroscopia es un método muy usual de cirugia ambulatoria que consiste en
la introduccion a través del canal cervical hasta la cavidad uterina de un
dispositivo llamado histeroscopio. Mediante una camara y un haz de luz que lleva
incorporados, permite la vision directa de la cavidad. Para poder tener una vision
adecuada de la cavidad es necesaria su distension, que se logra introduciendo
suero salino fisiolégico.

El analisis histeroscopico de la cavidad endometrial se lleva a cabo de forma
rutinaria (siendo un protocolo internacionalmente aceptado), para el estudio de
pacientes con fallo repetido de implantacion, en orden a poder identificar posibles
alteraciones como polipos, miomas o malformaciones uterinas.

Se han descrito, ademas, una serie de imagenes histeroscopicas caracteristicas
que se asocian al diagnéstico de endometritis cronica.

Es un procedimiento seguro que se realiza habitualmente de manera
ambulatoria, sin necesidad de utilizar anestesia. La histeroscopia, que como
hemos sefialado es un procedimiento de rutina en la practica clinica habitual,
como todos los procedimientos quirdrgicos, conlleva un riesgo minimo e
infrecuente de perforacion uterina, sangrado o infeccion.
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Muestra endometrial

Como ya se ha comentado anteriormente, para determinar el diagndstico de
endometritis cronica es necesario analizar una muestra de endometrio. Para
obtener esta muestra se emplea un catéter muy delgado, que se introduce a
través del cuello del utero, mediante el cual, por succion, se extraera una
pequefia porcion de tejido endometrial.

Las posibles complicaciones que pueden suceder secundariamente la toma de
una muestra endometrial, mas infrecuentes y escasas, serian también
perforacion uterina, sangrado o infeccién.

Esta muestra endometrial se analizara mediante tres diferentes técnicas:

1. Estudio anatomopatolégico: consiste en el analisis de la muestra al
microscopio para descartar la presencia de células anémalas. Permite la
identificacion de células plasmaticas.

2. Cultivo endometrial: técnica clasica que permite la identificacion de
microorganismos.

3. Deteccién de microorganismos mediante técnicas moleculares, que
permite detectar microorganismos que no se pueden identificar mediante
las técnicas de cultivo clasicas, algunos de los cuales se asocian con el
diagndstico de endometritis cronica.

De este modo, en dos pasos, la histeroscopia y la toma de muestra endometrial,
tendremos 4 pruebas que nos podran orientar hacia el diagnéstico de la
endometritis cronica:

1. Histeroscopia.

2. Estudio anatomopatoldgico.

3. Cultivo endometrial.

4. Deteccion de microorganismos por técnicas moleculares.

Tratamiento de la endometritis cronica

La principal causa de endometritis cronica es la presencia de microorganismos
en el endometrio, por tanto, el tratamiento recomendado es antibidtico.
Numerosos estudios demuestran que el tratamiento y resolucion de la
endometritis cronica en pacientes con fallo reproductivo diagnosticadas de
endometritis mejora las tasas de gestacion y de recién nacido vivo en casa.

En cuanto a la pauta antibidtica, en aquellas pacientes con cultivo positivo, se

recomendara un antibiético que se halla demostrado eficaz en el antibiograma
contra el microorganismo en concreto.
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OBJETIVO DEL ESTUDIO

El objetivo de nuestro trabajo es analizar la correlacion entre los hallazgos
histeroscépicos, el cultivo tradicional y el diagnostico molecular con el
diagndstico confirmado de endometritis cronica determinado por la presencia de
células plasmaticas en muestras endometriales.

Se llevara a cabo en las Unidades de Reproduccion de los Hospitales
Universitarios HM Monteprincipe, HM Puerta del Sur y Ruber Internacional.

A la finalizacién del estudio las muestras seran destruidas.

CONFIDENCIALIDAD DE LOS DATOS

Siempre se mantendran los niveles mas altos de conducta profesional y
confidencialidad y se cumplira la legislacion de la Unién Europea vigente sobre
proteccion de datos (Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento europeo y del
Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccion de Datos (RGPD).). Sélo aquellos
datos de la historia clinica que estén relacionados con el estudio seran objeto de
comprobacion. El derecho de los pacientes a la confidencialidad sera respetado.
Para ello se disociara la informacion de los sujetos de estudio usando codigos.
El acceso a su informacion personal quedara restringido al médico del estudio y
sus colaboradores, autoridades sanitarias y Comité Etico de Investigacion,
quienes estaran sometidos al deber de secreto inherente a su profesion, cuando
lo precisen, para comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero siempre
manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacidon
vigente. La identidad de los pacientes se codificara en los documentos utilizados
para la recogida de datos del estudio mediante un numero sobre el cual se
trabajara (obviamente omitiendo el nombre y/u otros datos de filiacion que lo
pudiesen identificar al paciente) y s6lo personal debidamente autorizado tendra
acceso a los datos personales identificables cuando los procedimientos de
verificacion de datos exijan la inspeccion de esa informacion. Los detalles
personales que pudieran identificar al paciente seran siempre confidenciales.

En cumplimiento de las normas vigentes se procedera a obtener la aprobacion
por parte del Comité Etico de Investigacidn Clinica del Hospital, de forma que
sus derechos y grado de atencion estén siempre garantizados.

Ademas de los derechos que ya conoce (acceso, modificacion, oposicion y
cancelacion de datos), el paciente ahora también puede limitar el tratamiento de
datos que sean incorrectos, solicitar una copia o que se trasladen a un tercero
(portabilidad) los datos que ha facilitado para el estudio. Los datos no se pueden
eliminar aunque deje de participar en el ensayo para garantizar la validez de la
investigacion y cumplir con los deberes legales y los requisitos de autorizacién
de medicamentos. Asi mismo el paciente tiene derecho a dirigirse a la Agencia
de Proteccion de Datos si no quedara satisfecho.

Tanto el Centro como el Promotor son responsables respectivamente del
tratamiento de los datos y se comprometen a cumplir con la normativa de
proteccion de datos en vigor. Los datos recogidos para el estudio estaran
identificados mediante un cédigo, de manera que no se incluya informacion que
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pueda identificar al paciente, y sélo el médico del estudio/colaboradores podra
relacionar dichos datos con usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su
identidad no sera revelada a ninguna otra persona salvo a las autoridades
sanitarias, cuando asi lo requieran o en casos de urgencia médica. Los Comités
de Etica de la Investigacion, los representantes de la Autoridad Sanitaria en
materia de inspeccion y el personal autorizado por el Promotor, unicamente
podran acceder para comprobar los datos personales, los procedimientos del
estudio clinico y el cumplimiento de las normas de buena practica clinica
(siempre manteniendo la confidencialidad de la informacion).

El Investigador y el Promotor estan obligados a conservar los datos recogidos
para el estudio al menos hasta 25 afios tras su finalizacién. Posteriormente, la
informacion personal solo se conservara por el centro para el cuidado de su salud
y por el promotor para otros fines de investigacion cientifica si usted hubiera
otorgado su consentimiento para ello, y si asi lo permite la ley y requisitos éticos
aplicables.

Si se realizara transferencia de los datos codificados fuera de la UE a las
entidades de nuestro grupo, a prestadores de servicios 0 a investigadores
cientificos que colaboren con nosotros, los datos del participante quedaran
protegidos con salvaguardas tales como contratos u otros mecanismos por las
autoridades de proteccion de datos. Si el participante quiere saber mas al
respecto, puede contactar al Delegado de Proteccion de Datos del promotor.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO

El principal beneficio de la participacién en el estudio es la realizacion de un
estudio exhaustivo de la endometritis cronica mediante cuatro pruebas
diagndsticas.

Los escasos riesgos de su participacion en el estudio serian los derivados de los
procedimientos de la histeroscopia y la obtencidon de la muestra endometrial ya
detallados, con una frecuencia excepcional ya que desde hace afios ambos
forman parte de la practica clinica habitual en las consultas de ginecologia. Otro
posible inconveniente seria la posibilidad que no se obtenga ningun beneficio
para su salud por participar en el estudio.
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ANEXO 4: CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL ESTUDIO

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE

Yo,

Nombre y apellidos:

DNI/Pasaporte:

Accedo a participar en el estudio: “Correlacién de métodos diagndsticos y tasa de resolucién
del tratamiento antibidtico en pacientes con fallo de implantacion diagnosticadas de
endometritis crénica. Estudio prospectivo serie de casos” habiendo sido informado de manera
clara, precisa y suficiente, verbalmente y por escrito sobre el tipo de estudio, su desarrollo y sus
objetivos.

Declaro que he tenido oportunidad de efectuar preguntas sobre el estudio y recibido respuestas
satisfactorias.

Entiendo que la participacion es voluntaria y que podria abandonar el estudio cuando lo desee,
sin que tenga que dar explicaciones y sin que ello afecte a mis cuidados médicos.

También he sido informado que los datos personales del presente consentimiento o de la ficha
o expediente que se abra para la investigacion:

- Seran tratados y custodiados con respeto a mi intimidad y a la vigente normativa de
proteccidon de datos. (Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento europeo y del
Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccién de Datos (RGPD).).

- Sobre estos datos, me asisten los derechos de acceso, rectificacién, cancelaciény
oposicidn que podré ejecutar solicitdndolo al investigador responsable.

- Ninguno de los datos podra ser cedido sin mi consentimiento expreso, ni utilizados
con fines distintos a los que otorgo con mi rubrica.

Declaro que he leido y conozco el contenido del presente documento, comprendo los
compromisos que asumo y los acepto expresamente.

EN Madrid, @ did....cccueeeeeceeeceeee et st s
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Nombre del paciente Nombre del investigador

DNI N2 Colegiado

Firma Firma

REVOCACION

Revoco el consentimiento prestado en fecha.................. (o [ o [T y

no deseo proseguir en el estudio.

EN Madrid, @ di@....c.eceiiveeeiciiecieceeee ettt st sr e s

Nombre del paciente Nombre del investigador
DNI N2 Colegiado
Firma Firma
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ANEXO 5: CONSENTIMIENTO INFORMADO HISTEROSCOPIA DIAGNOSTICA
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Ruber | HospiTAL RUBER INTERNACIONAL

SERVICIO DE OBSTETRICIA-GINECOLOGIA
Y REPRODUCCION ASISTIDA

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
HISTEROSCOPIA DIAGNOSTICA

DATOS DE LA PACIENTE.

Nombre:

Edad: afos. D.N.I:

Domicilio:

DATOS DEL REPRESENTANTE LEGAL, FAMILIAR O ALLEGADO.
Nombre:

Edad: afos. D.N.I:

Domicilio:

EL PRESENTE REGISTRO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO TIENE POR FINALIDAD CUMPLIR CON
EL CAPITULO IV DE LA LEY 41/2002, DE 14 DE NOVIEMBRE, BASICA REGULADORA DE LA
AUTONOMIA DEL PACIOENTE Y DE DERECHO Y OBLIGACIONES EN MATERIA DE INFORMACION Y
DOCUMENTACION CLINICA. SEGUN EL CUAL LA PACIENTE TIENE DERECHO A RECIBIR LA
INFORMACION SUFICIENTE PARA PARTICIPAR ACTIVAMENTE EN LA TOMA DE DECISIONES
RESPECTO AL DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE SU ENFERMEDAD. EL CONSENTIMIENTO
INFORMADO NO EXIME AL FACULTATIVO DE UNA EVENTUAL RESPONSABILIDAD POR

NEGLICENCIA O MALA PRACTICA.

DECLARO:

Que el Doctor/a. con n@ col A

me ha explicado que es necesario / conveniente, en mi situacién, realizar una HISTEROSCOPIA
DIAGNOSTICA por presentar y que he recibido la siguiente
informacion:

1. La HISTEROSCOPIA DIAGNOSTICA consiste en la introduccién a través del cuello del Gtero de una
Optica conectada a una camara de television que permite visualizar la cavidad del mismo, y asi
diagnosticar los procesos patoldgicos que pueden producirse a este nivel.

2. Este proceso se realiza con un material especifico previamente esterilizado, siendo necesaria la utilizacién
de un medio de distension liquido o gaseoso para poder visualizar el interior del Utero.

3. Habitualmente no es necesaria la utilizacion de ninglin tipo de anestesia y solo excepcionalmente en
algunos casos podré plantearse el uso de un anestésico local.

4. En ocasiones, si el caso lo requiere podra realizarse en el mismo acto la toma de biopsia o extirpacién de
alglin pequefio pdlipo o mioma.

5. Toda exploracion, tanto por la propia técnica como por la situacion vital de la paciente (diabetes,
cardiopatia, hipertension, edad avanzada, anemia, obesidad...) lleva implicita una serie de complicaciones
comunes y potencialmente serias que podrian requerir tratamientos complementarios, tanto médicos
como quirdirgicos, asf como un minimo porcentaje de mortalidad.

6. Las complicaciones por orden de frecuencia son:

a) Sindrome vagal que puede producir un cuadro clinico con bajada de la tension arterial y de la
frecuencia cardiaca, normalmente pasajero pero que en ocasiones hardn necesaria la utilizacién
de medicacion.

b) Infecciones con posible evolucién febril que eventualmente requeriran tratamiento medico y/o
quirdrgico.

c) Perforacion del Gtero, sobre todo en (teros atréficos o con patologia maligna.

d) Otras poco frecuentes como hemorragias, desgarros del cervix, sobrecarga de liquidos y reaccién
alérgica a anestésicos.

7. Después de la exploracion pueden aparecer leves molestias abdominales que cederan espontaneamente o
con la toma de algln analgésico y/o discretos sangrados, sobre todo en aquellos casos en los que se
haya hecho una toma de biopsia.
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He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje claro y sencillo, y el facultativo que
me ha atendido me ha permitido realizar todas las observaciones y me ha aclarado todas las dudas que le he
planteado.

También comprendo que, en cualquier momento y sin necesidad de explicacién, puedo revocar el
consentimiento que ahora presto.

Por ello, manifiesto que estoy satisfecha con la informacién recibida y que comprendo el alcance y los riesgos
de la exploracion.

Y en tales condiciones consiento en que se me realice una HISTEROSCOPIA DIAGNOSTICA.

En Madrid a
Fdo. La Paciente o Representante legal. Fdo. El Médico.
REVOCACION
La paciente o su representante legal, revocan el consentimiento prestado en fecha , ¥ no desea proseguir

el tratamiento, que doy con esta fecha por finalizado.

En Madrid a

Fdo. La Paciente o representante legal. Fdo. El Médico.
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ANEXO 6: CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA BIOPSIAS GINECOLOGICAS
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M

hm hospitales

Documento de consentimiento informado para biopsias

ginecoldgicas
N¢ Historia:..
DORE i G R e DINLING s
(Nombre y dos apeflidos)
DON/DOMAL. ...ttt snenensenseneeenasresesenensnensesecssssssneeennessnenennne Y DN NG e
(Nombre y dos apellidos)
S 1o T o] FP O [ TP 1- RSOt PO SR OP PR —
(Representante legal, familiar o allegado) (Nembre y dos apellidos de la pacients)
DECLARO
Que el
DOCTOR/A............

(NOMBRE Y DOS APELLIDOS DEL FACULTATIVO QUE PROPORCIONA LA INFORMACION)
Me ha explicado que es necesario/ conveniente proceder, en mi situacion, a realizar una biopsia

1. Se trata de una intervencion consistente en la extirpacion de un fragmento de tejido, con fines diagndsticos y/o
terapéuticos.

En mi caso concreto la biopsia se hara de

2. Complicaciones y/o riesgos y fracasos: Toda intervencion quirtirgica, tanto por la propia técnica como por el
estado de salud de cada paciente (diabetes, cardiopatias, hipertension, anemia, obesidad, edad avanzada...etc.),
lleva implicita una serie de posibles complicaciones comunes y otras potencialmente mas importantes que podrian
requerir tratamientos complementarios, tanto médicos como quirdrgicos, asi como, excepcionalmente, un
porcentaje minimo de mortalidad.

Las complicaciones especificas de la biopsia mas frecuentes son:
a. Hemorragia (inmediata o tardia)
b. Infeccién
c. Quemaduras accidentales en caso de utilizar electrocirugia (tanto en el electrodo activo como quemaduras
distales)
d. Excepcionalmente reaccidn vagal con lipotimia
e. Reaccion alérgica al anestésico local

Si en el momento del acto quirtrgico surgiera algun imprevisto, el equipo médico podra modificar la técnica quirtirgica
habitual o programada.

3. Por mi situacion actual, el médico me ha explicado que pueden aumentar o aparecer riesgos o complicaciones
como.

4, Cuidados: Me han sido explicados las precauciones, y tratamiento en su caso, que he de seguir tras la
intervencion y que me comprometo a observar,

5. Anestesia: Lo habitual serd utilizar anestesia local. En ciertos casos no es preciso administrar anestesia. En el
caso de que fuera necesario realizar la intervencion bajo anestesia general o regional serd valorado bajo la
responsabilidad del servicic de anestesia.

6. Anatomia Patolégica: La pieza o piezas extirpadas en la intervencion se someteran a estudio anatomopatolégico
posterior para obtener el diagnostico definitivo, siendo la paciente y/o sus familiares o representante legal, en su
caso, informados de los resultados del estudio. Asi mismo he comprendido que dependiendo de los resultados
anatomopatologicos y, por tanto, del diagnostico definitivo, puede ser necesario completar esta intervencion con
otra mas amplia, de la que se me informara en su caso.

Fecha de Aplicacion: Junio 2015 Rev. 2
I-GHM-DG-10/627 Pagina 1de 2
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He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje claro y sencillo, y el facultativo que me ha
atendido me ha permitido realizar todas las observaciones y me ha aclarado todas las dudas que le he planteado.

También comprendo que, en cualquier momento y sin necesidad de dar ninguna explicacién, puedo revocar el
consentimiento que ahora presto.
Por ello, manifiesto que estoy satisfecha con la informacion recibida y que comprendo el alcance y los riesgos del
tratamiento.
Y en tales condiciones

CONSIENTO
Que se me realice una intervencion UNa BIOPSIA DE........oiiiiiiinmin i

(Lugar y fecha)

Fdo.: ELILA MEDICO Fdo.: LA PACIENTE
N Coleglado v....oviivnamiiiming

Fdo: EL/LA REPRESENTANTE LEGAL (si procede)

REVOCACION

(Nembre y dos apellidos)
DonDofa; s s SR R e sss s ssarasss Y DND N s s aiimiag
(Nombre y dos apellidos)
Encalidad de ..o G8 DORBL i
(Representante legal, familiar o allegado) (Nombre y dos apellidos de la paciente)
REVOCO el consentimiento prestado en fecha ..o y no deseo proseguir el tratamiento propuesto,
que doy con esta fecha por finalizado.

(Lugar y fecha)

Fdo.: EL/LA MEDICO Fdo.: LA PACIENTE
N° Colegiado

Fdo.: EL/LA REPRESENTANTE LEGAL (si procede)

Fecha de Aplicacion: Junio 2015 Rev. 2
1-GHM-DG-10/627 Pégina 2 de 2
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ANEXO 7: CONSENTIMIENTO INFORMADO TEST EMMA'Y ALICE

Igenomm

PART OF VITROLIFE GROUP"

USO INTERNO SOLO
Fecha de recepcién:

Solicitud de Anélisis de EndomeTRIO (ERA/EMMA/ALICE)

Los campos sombreados son de pl
Si alguno de los campos requeridos no se ha rellenado, la entrega de resultados se podria retrasar.
Antes de tomar la muestra lea el Manual que puede encontrar en la pagina web de Igenomix: Seccién Salud Reproductiva/Especialistas.

ANALISIS SOLICITADO

D ALICE

Analysis of Infectious Chronic Endometritis

bli ia ion.

D EMMA (inciuye auce)

ial Microbiome

[ EndomeTRIO
ERA + EMMA + ALICE

[Jera

Endometrial Receptivity Analysis

INFORMACION DE LA CLINICA SOLICITANTE DEL ESTUDIO
NOMBRE DE LA CLINICA:

ic Analysis

DIRECCION: TELEFONO:

CIUDAD: | PROVINCIA: cP.:

DOCTOR:

DIRECCION DE E-MAIL PARA ENVIO DE RESULTADOS:

INFORMACION DE LA PACIENTE
NOMBRE Y APELLIDOS / INICIALES / CODIGO DE IDENTIFICACION:
_EECHA DE NACIMIENTO: NUMERO DE HISTORIA CLINICA: ETNIA:
A
DD MM AAAA
Peso fiali I ALTURA {om): IDIOMA DELINFORME:  [JESPANOL [JINGLEs [JITAUANO [ PORTUGUES

INDICACION DEL TEST

O Analisis End: ial O End [ ETS previas O Hidr O End:
[0 Aborto recurrente O Fallo de implantacién - N2 de fallos de implantacién (transferencias sin il ion)

iosis

itis Crénica

Resumen de la historia clinica o datos médicos relevantes:

FIRMAS

'CONSENTIMIENTO DE LA PACIENTE .

~ AUTORIZACION DEL MEDICO

Certifico que la informacién de la paciente y del médico prescriptor en esta
solicitud es correcta segin mi conocimiento y que he solicitado el test arriba
indicado con base en mi criterio profesional de indicacién clinica. He
explicado las limitaciones de este test y he respondido cualquier pregunta
con criterio médico. Entiendo que Igenomix (Part of Vitrolife Group) pueda
necesitar informacion adicional y acepto proporcionar esta informacién si es
necesario.

Con la firma de este formulario de solicitud, voluntariamente solicito a
Igenomix (Part of Vitrolife Group) que realice el test arriba indicado. He leido
y recibido una copia del consentimiento informado, incluido en las siguientes
paginas. Asi mismo me han explicado adecuadamente los riesgos, beneficios
y limitaciones de este test.

FIRMA DEL MEDICO:

FIRMA DE LA PACIENTE:

Title: ERA+EMMA+ALICE TRF + consent (Open array 2) (ES) | Index: SPA_L_F_ERA_022_ES | Version: 1.0 | Authorised By: diana valbuena | Authorised: 26-Apr-2023})

FECHA:

o0 MM _

FECHA:

DD MM

Page 1

of 5
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Igenomix

PART OF VITROLIFE GROUP

NOMBRE Y APELLIDOS / INICIALES / CODIGO DE IDENTIFICACION:

DATOS DE CICLO
Seleccionar y rellenar solo uno de los distintos tipos de ciclo propuestos

Debe cumplimentar todos los campos sombreados del tipo de ciclo seleccionado.
No estd indicado realizar estos test en ciclos de estimulacién ovérica.
TIPOS DE CICLO VALIDOS PARA ERA / EMMAR&ALICE / ENDOMETRIO

TERAPIA DE REEMPLAZO HORMONAL (HRT): FECHA Y HORA DE LA PRIMERA TOMA DE PROGESTERONA (Dia P+0):
1 (Ciclo sin ovulacién)

[CIHRT (estradiol + progesterona) Fecha: ____ / / Hora: : (de 00:01 a 23:59)
[2]2] MM AAAA hh min

0

CICLO NATURAL:

A FECHA Y HORA DE LA INYECCION DE LA hCG O EL PICO DE LH (Dia hCG+0 / Dia LH+0):
2 (Ciclo con ovulacién)

[] inyeccién hea [[] picode L1 Fecha: / / Hora: : (de 00:01 a 23:59)
oD MM AAAA hh min
0
CICLO NATURAL MODIFICADO: FECHA Y HORA DE hCG O PICO DE LH: FECHA Y HORA DE LA PRIMERA TOMA DE P4:
(Ciclo con ovulacién y suplemento de Ps): L e S —— Date: e
3 | [ inyeccion heG + P Ll £ ANAA 0D MM A
D Picode LH + P, Pa=Prog Hora: : (de 00:01 a 23:59) * Hora: 4 (de 00:01 a 23:59)

MEDIDA DE PROGESTERONA ENDOGENA EN LH+0/hCG+0 (ciclos naturales) O EN LAS 24H PREVIAS A LA 12 TOMA DE P4 EXOGENA (ciclos HRT)

VALOR DE PROGESTERONA ENDOGENA (debe ser <1ng/ml en LH+0/hCG+0/P+0): (ng/ml) Fecha medida: /. /
oD MM AAAA
DOSIS DIARIA DE PROGESTERONA EXOGENA: ViA ADMINISTRACION DE PROGESTERONA: D VAGINAL D INTRAMUSCULAR D ORAL
GROSOR ENDOMETRIAL: mm FECHA MEDIDA GROSOR: / /
oD MM AAAA

MEDICACION ADICIONAL:[ ] NO [[] st-INbiQue cuAL:

TIPOS DE CICLO UNICAMENTE VALIDOS PARA TEST EMMA/ALICE (no para test ERA / EndomeTRIO)

[ cICLO NATURAL ENTRE DIAS 15 Y 25 (solo pacientes con ciclos regulares entre 26-32 dias). Dia del ciclo: FUR: /

0
[J ANTICONCEPTIVO ORAL COMBINADO (entre dias 14-21 de pildoras activas -si se administran pildoras placebo- o a partir del dia 14 de pildoras activas -si
no se administran pildoras placebo)
MARCA OCP: Dia de ciclo el dia de la biopsia: Tipo de pildora: [JPiLoORAS ACTIVAS CONTINUAS [[] CON PLACEBO/DESCANSO

PACIENTE AMENORREICA: [] NO [ I
e ]
INFORMACION DE LA BIOPSIA

METODO TOMA DE BIOPSIA:

Title: ERA+EMMA+ALICE TRF + consent (Open array 2) (ES) | Index: SPA_L_F_ERA_022_ES | Version: 1.0 | Authorised By: diana valbuena | Authorised: 26-Apr-2023}

[ Pipelle [J Histeroscopia [] Otro método: FECHA Y HORA DE BIOPSIA Fecha: i / Hora: X (00:01 a 23:59)
DD MM  AAAA hh  mm
La paciente tiene un ERA/EMMA/ALICE previo: [JNo [JS! BiopsiaERANo.* BiopsiaEMMANo. ___ Biopsia ALICE No.
*Si repite la biopsia, ¢se ha replicado el protocolo del ciclo de ERA (mismos medicamentos, dosis, etc)?
Cno  Osi

INFORMACION SOBRE ANTIBIOTICOS (Si se ha realizado EndomeTRIO 0 EMMA/ALICE)
USO PREVIO DE ANTIBIOTICOS: (] NO [JSI- (Ppio. activo):

Dosis: Fecha inicio: / / Fecha fin: / /
DD MM AAAA DD MM AAAA
Primera biopsia: Indique antibiéticos tomados en el mes previo a la muestra. Biopsia de Indique entre muestras.
ALERGIAS A ANTIBIOTICOS: (] NO
[ St - Grupo: [J B-lactdmicos [J Macrélidos [ Tetracicl (m[l das ] Nitr dazoles [JT prim/Sulf d

Si necesita mds espacio para cumplimentar cualquiera de las secciones puede usar la casilla de “Resumen de historia clinica” en la seccién “Indicacion del Test”
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DESCRIPCION, FINALIDAD Y BENEFICIOS DE LOS ANALISIS

El Andlisis de Receptividad Endometrial (ERA) es un método de diagndstico molecular que permite saber si el endometrio (la capa mucosa del
interior de la matriz) presenta un perfil de receptividad tras cinco dias completos de exposicion a progesterona, momento en el que el endometrio
estd preparado para que se produzca la implantacién embrionaria. El test se basa en medir simultdneamente el perfil de expresién de 248 genes por
secuenciacion (Next Generation Sequencing (NGS) de las células endometriales que previamente han sido identificados como la firma
transcriptémica de la receptividad endometrial y una herramienta bioinformética (predictor) que permite realizar un diagndstico con una
probabilidad diagndstica concreta.

En consecuencia, el test ERA permite determinar si el endometrio se encuentra en condiciones ideales para la implantacién de los embriones,
permitiendo que la transferencia embrionaria se realice en el momento en que asi sea, incrementando con ello las posibilidades de éxito del
tratamiento de fecundacién in Vitro (FIV).

El Andlisis Metagenémico del Microbi End ial (EMMA) es un test molecular que proporciona informacion sobre la microbiota en el tejido
endometrial mediante el anélisis de un panel personalizado que incluye informacién sobre Lactobacillus y bacterias potencialmente patégenas del
tracto reproductivo, algunas de ellas relacionadas con la Endometritis Crénica (EC). Este método se basa en la deteccidn de ADN bacteriano mediante
RT-PCR, que se traduce en diferentes perfiles que se han relacionado con el éxito del embarazo. El test EMMA puede realizarse sobre una biopsia
endometrial tomada siguiendo el mismo protocolo que el test ERA o entre los dias 15y 25 del ciclo natural (sélo para pacientes con ciclos regulares
entre 26-32 dias). Si la paciente no tiene un ciclo regular, se recomienda realizar un ciclo de HRT y tomar la muestra durante los dias de exposicién a
progesterona (preferiblemente en dia P+5). La muestra también puede ser tomada bajo el uso de pildoras anticonceptivas orales (ACO) combinadas
entre los dias 14-21 de pildoras activas (si la paciente toma pildoras placebo) o desde el dia 14 en adelante si toma pildoras activas de forma
continuada (nota: no todos los ACO son vélidos para el test EMMA, se recomienda consultar con Igenomix la validez del mismo antes de programar
la biopsia). El test EMMA puede ser beneficioso para cualquier mujer que desee conseguir un embarazo, especialmente para aquellas con fallos de
implantacién recurrentes y/o abortos de repeticién, ya que analiza el entorno microbiano de la cavidad uterina, incluidos los patégenos bacterianos
identificados con mayor frecuencia como causantes de Endometritis Crénica (EC). El informe de resultados del test EMMA proporciona una
interpretacién de los datos obtenidos y una recomendacién, con el fin de obtener un tracto reproductivo dominado por Lactobacillus, que, tal como
se describe en la literatura cientifica, aumenta las posibilidades de lograr un embarazo. El test EMMA siempre incluye al test ALICE.

El Anélisis de Infeccid de End itis Cronica (ALICE) es una prueba molecular realizada mediante RT-PCR. Detecta la presencia de ADN
de bacterias potencialmente patégenas que con mayor frecuencia causan la inflamacién crénica del endometrio conocida como Endometritis Crénica
(EC). Esta enfermedad ha sido relacionada con infertilidad y complicaciones obstétricas. Al igual que el test EMMA, ALICE puede realizarse a partir
de una biopsia endometrial tomada siguiendo el mismo protocolo que el test ERA o entre los dias 15 y 25 del ciclo natural (sélo para pacientes con
ciclos regulares de entre 26 y 32 dias). Si la paciente no tiene un ciclo regular, se recomienda realizar un ciclo HRT y tomar |a muestra durante los
dias de exposicién a progesterona (preferiblemente en dia P+5). La muestra también puede ser tomada bajo el uso de pildoras anticonceptivas orales
(ACO) combinadas entre los dias 14-21 de pildoras activas (si la paciente toma pildoras placebo) o desde el dia 14 en adelante si toma pildoras activas
de forma continuada (nota: no todos los ACO son validos para el test EMMA, se recomienda consultar con Igenomix la validez del mismo antes de
programar la biopsia). El test ALICE puede ser Gtil para determinar qué bacterias patdgenas estan presentes en el endometrio siendo éstas la posible
causa de la inflamacidn crénica de la cavidad uterina. Estos resultados pueden ayudar a determinar qué antibiGticos pueden ser los mas adecuados
para eliminar los patégenos causantes de la enfermedad.

PROCEDIMIENTO, RIESGOS Y LIMITACIONES

Para estos andlisis se necesita una biopsia del endometrio que consiste en introducir una canula muy fina por su vagina hasta el interior del Gtero,
de donde se absorbe un pequefio cilindro de tejido endometrial, esta pequefia biopsia endometrial es suficiente para llevar a cabo los tres
procedimientos (ERA, EMMA y ALICE) simultdneamente. Ud. podria notar molestias derivadas del procedimiento, pudiendo sangrar un poco tras la
biopsia, pero es un proceso habitual sin riesgo afiadido.

Para poder procesar la muestra serd necesario que el documento de solicitud del test esté correctamente cumplimentado. En caso contrario el
andlisis podria ser detenido hasta que la informacion requerida sea proporcionada al laboratorio.

Debido a la complejidad de las pruebas genéticas y las importantes implicaciones de los resultados de las pruebas, los resultados obtenidos han de
ser interpretados junto con otros datos clinicos, dentro del contexto general de una consulta médica que ha de estar dirigida por profesionales
sanitarios. Los informes de los resultados serdn estrictamente confidenciales.

El resultado del test estara disponible en un plazo aproximado de 15 dias laborables. Un pequefio porcentaje de muestras pueden sufrir un retraso
variable debido a causas imprevisibles. En caso de que ocurriera este hecho, se informaré del retraso al correspondiente responsable clinico.

ERA: La biopsia tendré que ser tomada siete dias tras el pico de LH (ciclo natural), tras siete dias después de la administracion de la hCG (ciclo natural
hCG) o tras cinco dias completos de exposicion a progesterona en terapia de reemplazo hormonal (ciclo HRT). En caso de que el andlisis ERA detecte
una ventana de implantacién desplazada, el resultado recomendard el dia 6ptimo para la transferencia embrionaria. En algunos casos, puede ser
necesaria una segunda biopsia endometrial que se tomaré siguiendo el resultado del test. En aproximadamente <1% de los casos se obtiene un
diagndstico “no informativo”. En estos casos se requerird la toma de una nueva biopsia endometrial. Existe una pequefia posibilidad (<5%) de no
obtener suficiente cantidad y/o calidad de muestra para emitir un diagndstico. En este caso se requerird la toma de una nueva biopsia endometrial.
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EMMA/ALICE: Es conveniente que la toma de la biopsia sea lo mas cercana al ciclo de la trasferencia embrionaria, ya que la microbiota podria fluctuar
en el tiempo y en respuesta a distintos factores (cambios hor les, hdbitos de higiene, fluctuaciones de la salud en general, relaciones sexuales,
etc.). La paciente no debe haber tomado antibiéticos durante los 7 dias previos a la toma de la biopsia, ni durante ni después del procedimiento, ya
que, de lo contrario, el resultado podria no ser confiable. Si la toma no pudiera evitarse, debe indicarse claramente en el formulario de solicitud del
test. Es posible que no se pueda obtener un resultado en algunos casos. Esto podria ocurrir porque no haya suficiente material genético para analizar
0 porque la muestra se haya contaminado en algin punto del proceso. Si esto ocurriese, se valoraré la peticién de una nueva muestra.

El resultado del test EMMA/ALICE no excluye la presencia de ADN de otros patégenos diferentes a los presentes en el panel analizado. La deteccién
de un microorganismo mediante este test no implica un diagnéstico. Del mismo modo, un resultado negativo no descarta la posibilidad de
enfermedad.

Este test no estd dirigido al diagnéstico de enfermedades de transmisién sexual. Si hubiera sospecha de este tipo de enfermedades, o la paci
pertenece a un grupo de riesgo de padecer estas enfermedades, le recomendamos que consulte a un especialista en enfermedades infecciosas para
ofrecer a la paciente un diagnéstico y tratamiento adecuado.

El seguimi de las rec daciones indicadas en los informes para los test ERA, EMMA y ALICE no garantiza el éxito de embarazo. El fallo de
implantacién puede estar causado por otros factores diferentes a los analizados con estos test.

PRIVACIDAD DE DATOS, ALMACENAMIENTO Y USO EN INVESTIGACION DE LAS MUESTRAS

Su privacidad es prioridad para Igenomix (Part of Vitrolife Group). Su identidad y todos los datos referentes a su informacién personal seran
confidenciales, permitiéndose nicamente el acceso al personal de Igenomix (Part of Vitrolife Group) y a las autoridades correspondientes cuando
las leyes de la jurisdiccién aplicable asi lo requieran. Ud. encontraré mayor detalle de la Politica de Privacidad de Igenomix (Part of Vitrolife Group),

asf como todos sus derechos en www.igenomix.com, o le seran facilitados previa solicitud al correo privacy@igenomix.com.
Queremos informarle que sus datos personales seran Unicamente tratados para: (1) Dar ¢ plimiento a las obligaciones derivadas de la prestacién

de los servicios contratados por usted; (2) Revisar y garantizar la calidad de los servicios prestados (auditorias internas, controles de calidad, estudios
de validacién en laboratorio); (3) Fines educativos, siempre y cuando permanezca en el anonimato durante las mismas y no se le identifique durante
el andlisis de los datos, que se eliminaran de cualquier publicacién; (4) Fines de investigacién, publicaciones cientificas y presentaciones, siempre y
cuando permanezca en el anonimato durante las mismas y no se le identifique durante el anlisis de los datos, que se eliminardn de cualquier
publicacién; (S) Atender de forma personalizada las dudas o sugerencias planteadas por el paciente durante el proceso y efectuar seguimiento de la
correcta ejecucion y resolucién del test, incluyendo la conservacién indefinida de sus datos, salvo que las leyes locales de la jurisdiccion aplicable
establezcan lo contrario; y (6) Contactarle en el futuro para solicitar su valoracién sobre los servicios recibidos, realizar comunicaciones comerciales
(incluyendo ‘cross-selling’ y ‘up-selling’) de empresas asociadas, asi como para la participacién en estudios de mercado y desarrollo de nuevos
productos.

Asi mismo consiente que su ginecélogo nos transmita la informacién relativa a la transferencia embrionaria personalizada asociada al resultado de
este test, con el fin de completar el seguimiento clinico de la evaluacién endometrial.

Ud. declara igualmente entender y aceptar que no obtendra ni ahora ni en el futuro ningun beneficio econémico por ninguna investigacién
desarrollada, ni estd previsto compensarle por los productos desarrollados a partir de ninguna investigacién.

El andlisis de la muestra serd realizado por Igenomix (Part of Vitrolife Group) o grupo asociado seleccionado por Igenomix a nivel internacional.
Igenomix (Part of Vitrolife Group) se reserva el derecho de realizar parte o |a totalidad de los andlisis que conforman el test a través de Laboratorios
Terceros acreditados en normas internacionales de calidad reconocidas, o en su defecto seran periédicamente evaluados por Igenomix (Part of
Vitrolife Group). Los resultados obtenidos de esta manera serén revisados por Igenomix (Part of Vitrolife Group) y tal circunstancia quedard indicada
en el informe final que se emita.

Las muestras y la informacién vinculada a ellas se preservaran en el laboratorio segUn las normas de conservacién de muestras de Igenomix (Part of
Vitrolife Group), las cuales cumplen todos los requisitos legales.

Conforme a las leyes de Proteccién de Datos de Caracter Personal, el peticionario debe disponer del consentimiento del paciente para llevar a cabo
las pruebas diagnésticas solicitadas y para el tratamiento de sus datos. Usted podra ejercer en todo momento los derechos de acceso, rectificacion,
oposicion, supresién, decisiones automatizadas, limitacién, portabilidad, a través del e-mail privacy@igenomix.com, aportando documentacién que
acredite la identidad del solicitante.

UNA VEZ LEIDO Y COMPRENDIDO LO ANTERIOR, QUEDA INFORMADA DE:

Laindicacién, procedimiento, probabilidades de éxito, riesgos y complicaciones del tratamiento propuesto, asi como del coste econémico de dicha(s)
prueba(s).

La disposicién del personal sanitario para ampliar cualquier aspecto de la informacién que no haya quedado suficientemente aclarado.
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Comprende las explicaciones que se le han facilitado en un lenguaje claro y sencillo, y el facultativo que le ha atendido le ha permitido realizar todas
las observaciones y le ha clarificado todas las dudas que ha planteado, manifestando igualmente que puedo renunciar libremente a este
consentimiento en cualquier momento.

Manifiesta que esta satisfecha con la informacién recibida y que presta libremente su conformidad para que se le practique una biopsia de
endometrio en el Centro/Clinica de reproduccion asistida al que ha asistido, asi como que la muestra del tejido endometrial sea remitida a las
instalaciones de Igenomix (Part of Vitrolife Group) con el fin de que se realice dicho(s) diagndstico(s).

Asi mismo, acepta que los resultados del(os) diagndstico(s) sean comunicados a su ginecSlogo, con el fin de que éste pueda asesorarle de manera
adecuada en su tratamiento FIV en funcién de los resultados del mismo.
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ANEXO 8: LISTADO DE TABLAS
Tabla 1. Porcentaje de euploidia por blastocisto estudiado.

Tabla 2. Resumen de recomendaciones para el estudio de FIR segln las guias
cientificas: SEF 2021 (8), ESHRE 2023 (17), British Fertility Society (BFS) 2021 (34) y
Canadian Fertility and Andrology Society (CFAS) 2020 (35). En Verde recomendado. En
amarillo factores a considerar. En rojo no recomendado.

Tabla 3. Criterios histologicos diagnosticos de EC.

Tabla 4. Sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) de la histeroscopia. *350 pacientes con fallo reproductivo.

Tabla 5. Definicion del grado de acuerdo entre dos técnicas diagnodsticas segun la
escala de Landis y Koch. (95)

Tabla 6. Antecedentes personales

Tabla 7. Tasas de implantacion, gestacién clinica y gestacion evolutiva en las
transferencias previas al estudio y tratamiento de EC.

Tabla 8. Caracteristicas de las transferencias previas al estudio y tratamiento de EC.
Tabla 9. Validez de la histeroscopia, el cultivo y el NGS para el diagndstico de EC

Tabla 10. Fiabilidad de la histeroscopia (HSC), el cultivo, el CD138 y el NGS para el
diagnéstico de EC.

Tabla 11. Tasas de implantacidn, gestacion clinica, gestacion evolutiva, aborto
bioquimico y aborto antes y después del diagndstico y tratamiento de EC en toda la
muestra

Tabla 12. Caracteristicas de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de
EC en toda la muestra. *Mc Nemar, **T-Student.

Tabla 13. Tasas de implantacidn, gestacion clinica, gestacion evolutiva, aborto
bioquimico y aborto clinico antes y después del diagndstico y tratamiento de EC en
pacientes diagnosticadas de EC con cualquiera de las pruebas diagndsticas

Tabla 14. Caracteristicas de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de
EC en pacientes diagnosticadas de EC con cualquiera de las pruebas diagndsticas. *Mc
Nemar, **T-Student.

Tabla 15. Tasas de implantacidn, gestacion clinica, gestacion evolutiva, aborto
bioguimico y aborto clinico antes y después del estudio de EC, en pacientes que
obtuvieron un resultado negativo en todas las pruebas diagndsticas.

Tabla 16. Caracteristicas de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de
EC en pacientes que obtuvieron un resultado negativo en todas las pruebas
diagnésticas. *Mc Nemar, **T-Student.
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Tabla 17. Tasas de implantacion, gestacién clinica y evolutiva antes y después del
tratamiento de EC en pacientes diagnosticadas mediante deteccion de células
plasmaticas con CD138.

Tabla 18. Caracteristicas de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de
EC en pacientes diagnosticadas de EC deteccion de células plasmaticas con CD138. *Mc
Nemar, **T-Student.

Tabla 19. Tasas de implantacidn, gestacién clinica y evolutiva antes y después del
diagndstico y tratamiento de EC en pacientes diagnosticadas de EC mediante
histeroscopia

Tabla 20. Caracteristicas de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de
EC en pacientes diagnosticadas de EC mediante histeroscopia. *Mc Nemar, **T-
Student.

Tabla 21. Tasas de implantacidn, gestacién clinica y evolutiva antes y después del
diagnéstico y tratamiento de EC en pacientes con cultivos endometriales positivos.

Tabla 22. Caracteristicas de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de
EC en pacientes con cultivos endometriales positivos. *Mc Nemar, **T-Student.

Tabla 23. Tasas de implantacidn, gestacién clinica y evolutiva antes y después del
diagnéstico y tratamiento de EC en pacientes diagnosticadas de EC mediante NGS.

Tabla 24. Caracteristicas de las transferencias previas y posteriores al tratamiento de
EC en pacientes diagnosticadas de EC mediante NGS. *Mc Nemar, **T-Student.

Tabla 25. Dias hasta la transferencia embrionaria en toda la muestra.

Tabla 26. Tiempo transcurrido hasta la transferencia en funcién del resultado de dicha
transferencia embrionaria en toda la muestra.

Tabla 27. Dias hasta la transferencia embrionaria en pacientes con diagndstico inicial
de ECy curacion.

Tabla 28. Tiempo transcurrido hasta la transferencia en funcién del resultado de dicha
transferencia embrionaria en pacientes con diagnostico inicial de EC y posterior
curacion.

Tabla 29. Dias hasta la transferencia embrionaria en pacientes con resultado negativo
para EC en todas las pruebas en el ciclo diagndstico inicial.

Tabla 30. Tiempo transcurrido hasta la transferencia en funcién del resultado de dicha
transferencia embrionaria en pacientes con resultado negativo para EC en todas las
pruebas en el ciclo diagndstico inicial.

Tabla 31. Dias hasta la transferencia embrionaria en pacientes con signos
histeroscdpicos positivos para EC al diagndstico
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Tabla 32. Tiempo transcurrido hasta la transferencia en funcion del resultado de dicha
transferencia embrionaria en pacientes con signos histeroscdpicos positivos para EC al
diagnéstico.

Tabla 33. Dias hasta la transferencia embrionaria en pacientes con CD138 + al
diagnéstico.

Tabla 34. Tiempo transcurrido hasta la transferencia en funcion del resultado de dicha
transferencia embrionaria en pacientes con CD138 + al diagndstico.

Tabla 35. Dias hasta la transferencia embrionaria en pacientes con cultivo positivo al
diagnédstico.

Tabla 36. Tiempo transcurrido hasta la transferencia en funcién del resultado de dicha
transferencia embrionaria en pacientes con cultivo positivo al diagnostico.

Tabla 37. Prevalencias de EC. HSC: histeroscopia, AR: abortos de repeticion.
Tabla 38. Tasa de acuerdo global entre los diferentes métodos diagndsticos de EC.
Tabla 39. Validez histeroscopia.

Tabla 40. Tasa de resolucion EC tras el tratamiento antibidtico.
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ANEXO 9: LISTADO DE GRAFICAS

Grafica 1. Edad de las pacientes

Grafica 2. indice de masa corporal

Grafica 3. Diagndstico de EC positivo en al menos una de las pruebas diagndsticas.

Grafica 4. Resultados de la identificacion células plasmaticas en endometrio mediante
IHQ CD138.

Grafica 5. Resultados de las histeroscopias.

Grafica 6. Hallazgos histeroscépicos.

Grafica 7. Resultados del cultivo endometrial.

Grafica 8. Diagndstico de EC segun cultivo endometrial.

Grafica 9. Distribucion de la frecuencia microorganismos en cultivos positivos
Grafica 10. Resultados del cultivo vaginal.

Grafica 11. Resultados del test ALICE.

Grafica 12. Resultados del test EMMA.

Grafica 13. Numero de ciclos de antibidtico necesarios para curar EC.

Grafica 14. Distribucion de pacientes en funcién del tiempo hasta la transferencia en
toda la muestra.

Grafica 15. Distribucion de pacientes en funcién del tiempo hasta la transferencia en
pacientes con diagndstico inicial de EC y curacidn.

Grafica 16. Distribucion de pacientes en funcidn del tiempo hasta la transferencia en
pacientes con resultado negativo para EC en todas las pruebas en el ciclo diagndstico
inicial.

Grafica 17. Distribucion de pacientes en funcién del tiempo hasta la transferencia en

pacientes con signos histeroscopicos positivos para EC al diagndstico.

Grafica 18. Distribucion de pacientes en funcién del tiempo hasta la transferencia en
pacientes con CD138 + al diagndstico.

Grafica 19. Distribucion de pacientes en funcién del tiempo hasta la transferencia en
pacientes con cultivo positivo al diagndstico.
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ANEXO 10: LISTADO DE FIGURAS

Figura 1. Tasa acumulada de implantacion tras transferencias de blastocistos euploides
segun tasa de implantacidn por transferencia de blasto euploide. Tomado de Ata.
Recurrent implantation failure. Fertil Steril 2021.(10)

Figura 2. Compartimentos endometriales

Figura 3. A. Endometrio proliferativo. H&E 4x. B. Tincién CD138. Tincidn inespecifica en
las glandulas endometriales, pero se reconocen abundantes células con tincién
circunferencial e intensa para CD138. IHQ CD138 20x.

Figura 4. Tincidn CD138. Tincidn inespecifica en las glandulas endometriales (flecha
azul) pero se reconocen abundantes células con tincidn circunferencial e intensa para
CD138 (flecha roja). IHQ CD138 10x

Figura 5. Imagen histeroscépica de endometrio con hiperemia difusa

Figura 6. Imagen histeroscépica de endometrio con areas de hiperemia focal
Figura 7. Imagen histeroscopica de endometrio con areas de maduracion irregular.
Figura 8. Imagen histeroscopia de endometrio con edema estromal.

Figura 9. Imagen histeroscopica de endometrio con multiples micropdlipos
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ANEXO 11: LISTADO DE ALGORITMOS
Algoritmo 1. Protocolo de estudio.

Algoritmo 2. Pacientes que participaron en el estudio y pruebas diagndsticas
realizadas.
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EC: endometritis crénica

FIR: fallo de implantacién recurrente

CE: chronic endometritis

RIF: recurrent implantation failure

TRA: técnicas de reproduccion asistida

FIV: fecundacién in vitro

PGT-A: preimplantation genetic testing aneuploidy
SEF: Sociedad Espafola de Fertilidad

SET: Single embryo transference

ESHRE: European Society of Human Reproduction and Embriology

PMH: Proyecto microbioma humano

NK: células natural killer

IL2: interleuquina 2

IFNy: interferon gamma

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa

LIF: leukemia inhibitory factor

BFS: British Fertility Society

CFAS: Canadian Fertility and Andrology Society
RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
IHQ: inmunohistoquimica

NGS: Next generation sequencing

ADN: acido desoxirribonucleico

DIU: dispositivo intrauterino

IMC: indice de masa corporal

AMH: hormona antimulleriana

RFA: recuento de foliculos antrales

S: sensibilidad

E: especificidad

VPP: valor predictivo positivo
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VPN: valor predictivo negativo
DS: desviacion tipica

AUB: abnormal uterine bleeding
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