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DESCRIPCION
Métodos que emplean ADN y miARN circulantes como biomarcadores para la infertilidad femenina
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere en general a los campos de la medicina reproductiva. Mas especificamente, la
presente invencion se refiere a métodos para determinar la reserva ovarica y la funcion ovarica.

Estado de la técnica

En la actualidad, no existe un enfoque fiable de cuantificacién de acidos nucleicos libres de células disponible
comercialmente para estimar la reserva ovarica de la mujer, predecir la respuesta a la estimulacion de la mujer, el
resultado de la FIV y ninguna terapia dirigida a estos acidos nucleicos libres de células para mejorar el éxito de la TRA.

Los datos de fertilizacion in vitro (FIV) e inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl) indican claramente
resultados decepcionantes, incluso en los programas mas exitosos. De hecho, en Francia, la tasa de éxito de la TRA
varia del 25 % al 28 % en términos de nacidos vivos por recuperacion de ovocitos. Algunos defectos que conducen a
problemas con la implantaciéon de embriones aun no se han explicado y la presencia de niveles anormales de acidos
nucleicos libres de células en la sangre podria constituir otra area de infertilidad inexplicable.

Durante el desarrollo folicular, los ovocitos estan en estrecho contacto con las células del cimulo circundante (CC)
para formar el complejo cumulo-ovocito (COC). La comunicacion entre los ovocitos y las CC se produce a través de
uniones en hendidura (Albertini et al., 2001). Esta sefializacion paracrina es crucial para la adquisicion de competencia
en el desarrollo en ovocitos y CC (Gilchrist et al., 2008). Estas regulaciones reciprocas estan cuidadosamente
moduladas por algunos genes clave que estan ellos mismos regulados por miARN (Assou et al., 2013). Los microARN
pertenecen a la familia de los "ARN pequefios" y se conservan evolutivamente desde invertebrados hasta vertebrados
(Lagos-Quintana et al., 2001). Los miARN se identificaron por primera vez en Caenorhabditis elegans a principios de
los noventa (Lee et al., 1993). Son moléculas de ARN monocatenario no codificante de 19-25 nucleétidos de longitud
que surgen de regiones genomicas intergénicas o intragénicas. En los mamiferos, los miARN usualmente son
complementarios a una regién pequefia en la 3' UTR (regién no traducida) de los ARN mensajeros (ARNm).

Algunos miARN se encuentran en los fluidos corporales. Dado que estan contenidos en exosomas, son muy estables
en los fluidos corporales porque estan protegidos de las ARNas. El uso potencial de estos miARN circulantes como
novedosos biomarcadores de diagnostico/prondstico no invasivos es el foco de muchas investigaciones (Mitchell et
al., 2008) y ya se utilizan como biomarcadores para el diagnéstico y prondstico de varios trastornos ginecoldgicos y
del embarazo (Carletti et al., 2009). Los microARN (miARN) son moléculas de ARN pequefias (19-25 nucleétidos),
monocatenarias no codificantes que se unen especificamente a y regulan postranscripcionalmente varios ARN
mensajeros (ARNm) y (Thomas et al., 2010). Los miARN desempefian un papel fisiolégico importante y las
desregulaciones de miARN pueden conducir a patologias. En fertilidad, los miARN estan asociados con la regulacion
funcional de las células somaticas gonadales (células de Leydig y Sertoli en los testiculos, y células de la granulosa y
del cumulo en el ovario) involucradas en la sintesis de esteroides. Por ejemplo, en ratones macho, la delecién de Dicer
(una proteina esencial para la maduracion de miARN) en las células de Sertoli conduce a la infertilidad debido a la
ausencia completa de espermatozoides y la degeneracién testicular progresiva (Hossain et al., 2012). En ratones
hembra, la invalidacion de Dicer conduce a la infertilidad debido a multiples defectos en las funciones ovaricas,
incluyendo los ciclos anormales y la respuesta anormal a la gonadotropina que conduce a un problema de ovulacion
(Nagaraja et al., 2008). Los miARN podrian tener un papel importante en la regulacion de las funciones de las células
foliculares, tales como la esteroidogénesis, la apoptosis, la luteinizacién, asi como en el proceso de ovulacién (Hawkins
et al., 2010). Por ejemplo, el tratamiento de las células de la granulosa mural de ratén con hormona luteinizante
conduce a la desregulacion de un conjunto de miARN (particularmente la sobreexpresion de miR-132 y miR-212) que
posiblemente sean importantes para el control de las funciones ovaricas (Fiedler et al., 2008). La sobreexpresion de
miR-93 podria alterar el desarrollo del ovario. De hecho, el miR-93 se dirige al ARNm que codifica LHX8, una proteina
que contiene un homeodominio Lim necesario para la transicion del foliculo primordial al primario (Pangas et al., 2006).

Numerosos estudios han demostrado que las hormonas del eje hipotaldmico-pituitario-gonadal, que son esenciales
para la maduracién sexual y la funcion reproductora en mamiferos, también estan implicadas en la regulacién de
algunos miARN. La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) estimula la sintesis y la secrecion de
gonadotropinas hipofisarias, la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculoestimulante (FSH) que a continuacién
regulan la produccion de esteroides gonadales y la gametogénesis (Conn et al., 1994; Kaiser et al., 1997). La GnRH
también induce la expresion de multiples miARN, particularmente miR-132 y miR-212, que estan codificados por el
mismo gen que se induce por GnRH (Godoy et al., 2011). La LH actua sobre las células de la granulosa ovarica para
inducir la ovulacién y la luteinizacion, la reanudacién de la meiosis de los ovocitos y la expansién de las células del
cumulo, que son etapas cruciales para una ovulacion adecuada. Ademas, la LH actia como factor de supervivencia
al prevenir la apoptosis de las células de la granulosa (Robker et al., 1998; Chaffin et al., 2001). Curiosamente, la LH
también regula positivamente miR-132, miR-212 y miR-21 en las células de la granulosa mural (Fiedler et al., 2008).
MiR-21 se sobreexpresa en muchos tumores, incluyendo cancer de mama, pancreas, colorrectal y esofagico y, por lo
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tanto, se considera un oncomiARN (Cho et al., 2007; Verghese et al., 2008; Dillhoff et al., 2008). El agotamiento de
miR-21 induce la apoptosis dependiente de caspasa de las células de la granulosa de ratén in vitro e in vivo (Carletti
et al., 2010), destacando el papel antiapoptético fisioldgico de miR-21 en los tejidos normales. El agotamiento de miR-
200b y miR-429 inhibe la sintesis de LH reprimiendo la transcripcién del gen que codifica la subunidad de LH. Esto da
como resultado una menor concentracion sérica de LH y la ausencia del aumento de LH, lo que conduce a un fallo de
ovulacion (Hasuwa et al., 2013). Por lo tanto, el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario requiere miR-200b y miR-429 para
asegurar la ovulacion. Finalmente, miR-122 participa en la regulacion negativa de la expresion del receptor de LH al
aumentar la expresion de la proteina de uniéon al ARNm del receptor de LH (LRBP) a través de la activaciéon de SREBP
(Azhar et al., 2013; Menon et al., 2013).

La FSH tiene un papel crucial tanto en el desarrollo del foliculo como en la proliferacion y diferenciacion de las células
de la granulosa. Varios miARN, incluyendo miR-143, miR-125b, miR-21 y la familia let-7, estan involucrados en el
desarrollo folicular en el ratén (Yao et al., 2009). La expresion de estos ARN es muy baja en los foliculos primordiales,
pero se vuelven faciimente detectables en las células de la granulosa de los foliculos primarios, secundarios y antrales.
MiR-143, let-7a y miR-15b estan regulados negativamente por FSH (Yao et al., 2009). Ademés, miR-133b esta
involucrado en la produccién de estrégenos inducida por FSH, uniéndose a la 3'UTR de FoxI2 y reduciendo asi el nivel
de proteina FOXL2 en las células de la granulosa (Dai et al., 2013). FOXL2 se expresa en los ovarios y es necesaria
para la funcion de las células de la granulosa (Schmidt et al., 2004), particularmente a través de la regulacion de los
genes de esteroidogénesis, incluyendo StAR y CYP19A1, que son esenciales para promover la produccion de estradiol
(Pisarska et al., 2011; Caburet et al., 2012).

La implicacién de los miARN en la regulacion hormonal durante la foliculogénesis y en la comunicacién entre los
ovocitos y el nicho podria aprovecharse para identificar nuevos biomarcadores no invasivos de fertilidad. Ademas, el
desarrollo de terapias que bloqueen la expresion o imiten las funciones de miARN especificos podria representar una
nueva estrategia terapéutica para muchos trastornos ginecoldgicos.

De manera similar, las moléculas de ADN libre de células (cfADN), que son liberadas principalmente por células
apoptéticas o necréticas, también se encuentran en los fluidos y pueden usarse como biomarcadores de afecciones
patolégicas (Schwarzenbach et al., 2011). De hecho, se ha detectado cfADN en semen humano (Chou et al., 2004).
Este ADN seminal libre de células contiene informacion epigenética de ADN que es esencial para una
espermatogénesis adecuada (Wu et al., 2013). EI cfADN circulante en el torrente sanguineo también se utiliza para
detectar anomalias ginecolégicas y el cfADN fetal en la sangre materna constituye un biomarcador no invasivo de
aneuploidia fetal (Lo et al., 1999; Bischoff et al., 2002; Bischoff et al., 2005; Bauer et al., 2006; Lo et al., 2008; Wright
et al., 2009; Lambert-Messerlian et al., 2013). Recientemente, se informé que el aumento de los niveles de cfADN en
plasma se asocia con tasas bajas de embarazo en los programas de FIV (Czamanski-Cohen et al., 2013). Sin embargo,
la Unica correlacién fue entre el cfADN vy el resultado del embarazo, una vez que la paciente estaba embarazada.

A. Sgrensen et al., GENES, vol. 5(3), paginas 684-708, (25-08-2014) divulga microARN relacionados con el sindrome
de ovario poliquistico (SOP) también en el fluido folicular.

E. Scalici et al.;, HUMAN REPRODUCTION, vol.29(12), paginas 2661-2669, (29-09-2014) divulga ADN libre de células
en el fluido folicular como un biomarcador de la calidad del embrién.

No existe un método conocido para evaluar la reserva ovarica de una paciente individual, por lo que la determinacion
de la reserva ovarica es importante en el tratamiento de la infertilidad.

Objeto de lainvencién

La presente invencion se refiere en general a los campos de la medicina reproductiva. Mas especificamente, la
presente invencion se refiere a métodos para determinar la reserva ovarica determinando el nivel de acidos nucleicos
libres de células o el nivel de miR-30a, miR-140, let-7b o0 miR-574-3p en la extraccion de acido nucleico.

Descripcion detallada de lainvencién

Los inventores estudiaron la relacion entre los niveles de acido nucleico circulante (ADN libre de células y microARN)
en el suero/plasma de la mujer y los parametros de reserva/funcién ovérica y los resultados de la FIV. Los inventores
demuestran que el analisis de dichos acidos nucleicos libres de células en el suero o plasma es informativo sobre la
reserva ovarica, las funciones y los resultados de la FIV. Ademas, los inventores demuestran que el analisis de dicho
nivel de acidos nucleicos libres de células en suero o plasma puede usarse como un método no invasivo para evaluar
la reserva ovarica, las funciones y las predicciones de los resultados de la FIV y podria representar dianas terapéuticas
para mejorar el éxito de la TRA.

Los inventores también demostraron la expresion diferencial de miARN en muestras de fluido folicular de mujeres con
SOP y LFOR en comparacién con mujeres con reserva ovarica normal. Los inventores también demostraron expresion
diferencial de miARN de fluido folicular de acuerdo con el tratamiento con gonadotropina y la respuesta ovarica.
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En algunas realizaciones, la presente invencion se refiere a un método no invasivo in vitro para determinar la reserva
ovarica en una paciente que lo necesita, que comprende las etapas que consisten en i) proporcionar una muestra de
fluido folicular, ii) extraer los acidos nucleicos libres de células de la muestra de fluido folicular, vy iii) determinar el nivel
de acidos nucleicos libres de células en la extraccion de acido nucleico.

El término "reserva ovarica" tiene su significado general en la técnica y se refiere a la capacidad del ovario para
proporcionar ovocitos o foliculos ovaricos que sean aptos para la fertilizacién dando como resultado un embarazo sano
y exitoso. Con la edad materna avanzada, la cantidad de ovocitos o foliculos ovaricos que se pueden reunir con éxito
para un posible embarazo disminuye, lo que constituye un factor importante en la correlacién inversa entre la edad y
la fertilidad femenina.

El término "muestra bioldgica" se refiere a sangre, suero, plasma, fluido folicular individual o muestra de fluido folicular
de foliculos preovulatorios individuales.

El método de la invencion es aplicable preferiblemente a mujeres pero puede ser aplicable a otros mamiferos (por
ejemplo, primates, perros, gatos, cerdos, vacas, ratones...).

Como se usa en el presente documento, el término "acido nucleico" tiene su significado general en la técnica y se
refiere a una secuencia nucleica codificante o no codificante. Los acidos nucleicos incluyen ADN (acido
desoxirribonucleico) y ARN (acido ribonucleico). Por lo tanto, los ejemplos de acido nucleico incluyen, pero sin
limitacion, ADN, ARNm, ARNt, ARNr, ARNmt, miARN, ARNpi, snoARN y snARN. El término "4cido nucleico" también
se refiere a miARN circulante confinado dentro de exosomas). De acuerdo con la invencion, el término "acido nucleico”
se refiere a acidos nucleicos presentes en la muestra de fluido folicular. El término "acido nucleico" también se refiere
a los acidos nucleicos que se originan en el ovario o en los foliculos ovaricos que pueden entrar en la circulacién
sanguinea.

El experto en la técnica puede utilizar cualquier método bien conocido en la técnica para extraer el acido nucleico libre
de células de la muestra preparada. Por ejemplo, se puede utilizar el método descrito en el ejemplo.

En una realizacion particular, el método de la invencion comprende las etapas que consisten en i) determinar el nivel
de acido nucleico libre de células en la extraccion de acido nucleico, ii) comparar el nivel determinado en la etapa i)
con un valor de referencia, y iii) concluir que la paciente tiene una reserva ovarica alta cuando el nivel determinado en
la etapa i) es menor que el valor de referencia, y concluir que la paciente tiene una reserva ovarica baja cuando el
nivel determinado en la etapa i) es superior al valor de referencia.

En una realizacién particular, el valor de referencia es un valor umbral o un valor de corte que se puede determinar
experimental, empirica o tedricamente. Un valor umbral también puede seleccionarse arbitrariamente basandose en
las condiciones experimentales y/o clinicas existentes, como se reconocera por un experto en la técnica. El valor
umbral debe determinarse para obtener la sensibilidad y especificidad 6ptimas de acuerdo con la funcién de la prueba
y el equilibrio beneficio/riesgo (consecuencias clinicas de falsos positivos y falsos negativos). Tipicamente, la
sensibilidad y la especificidad éptimas (y, por lo tanto, el valor umbral) se pueden determinar utilizando una curva de
caracteristica operativa del receptor (ROC) basada en datos experimentales. Preferiblemente, el experto en la técnica
puede comparar los niveles de acido nucleico (obtenidos de acuerdo con el método de la invencién) con un valor
umbral definido. Se divulga que el valor umbral se deriva de los niveles de acido nucleico (o relacién, o puntuacion)
determinados en una muestra de sangre, suero o plasma derivada de una o mas pacientes sometidas a FIV o ISCI.
Ademas, la medicion retrospectiva de los niveles de acido nucleico (o relacion, o puntuaciones) en muestras historicas
de sangre, suero o plasma debidamente almacenadas de pacientes sometidas a FIV o ISCI puede usarse para
establecer estos valores umbral.

Se divulga que el valor de referencia es 0,4 ng/pl.

La determinacion del nivel del acido nucleico se puede realizar mediante una diversidad de técnicas bien conocidas
en la técnica. En una realizacién particular, se puede realizar una PCR cuantitativa para determinar el nivel de ADN
tal como se describe en El Messaoudi et al., 2013; Mouliere et al., 2013; Thierry et al., 2013; Umetani et al., 2006 y el
documento W0O2012/028746. En particular, la determinacion del nivel del acido nucleico puede realizarse mediante
ALU-gPCR vy las técnicas descritas en los ejemplos.

En una realizacion particular, el método de la invencion comprende las etapas que consisten en i) determinar el nivel
de acido nucleico libre de células en la extraccion de acido nucleico, ii) comparar el nivel determinado en la etapa i)
con un valor de referencia, y iii) concluir que la paciente tiene una funcién ovarica normal y no padece trastornos
ovaricos cuando el nivel determinado en la etapa i) es menor que el valor de referencia, y concluir que la paciente
tiene una funcion ovarica anormal y padece trastornos ovaricos cuando el nivel determinado en la etapa i) es superior
al valor de referencia.

El término "trastornos ovaricos" tiene su significado general en la técnica y se refiere a enfermedades seleccionadas
de, pero sin limitacién, cancer de ovario, sindrome de ovario poliquistico (SOP), insuficiencia ovarica prematura (POF),
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reserva ovarica de funcion baja (LFOR), y trastornos ginecoldgicos bien conocidos en la técnica.
En un aspecto adicional de la presente invencion, se miden los niveles de miARN.

Como se usa en el presente documento, el término "miR" tiene su significado general en la técnica y se refiere a la
secuencia de miARN disponible publicamente en la base de datos http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/.

Por consiguiente, el método de acuerdo con la presente invencion también comprende la etapa de determinar el nivel
de al menos un miARN seleccionado del grupo que consiste en miR-30a, miR-140, let7-b y miR-574-3p en la extraccion
de acido nucleico de la muestra de fluido folicular.

El método de la invencion puede comprender ademas una etapa que consiste en comparar el nivel de expresion de al
menos un MiARN en la extraccion de acido nucleico con un valor de referencia, en el que la deteccion de un diferencial
en el nivel de expresion del miARN entre la extraccion de acido nucleico y el valor de referencia es indicativa de la
reserva ovarica de la paciente,

Un mayor nivel de expresion de miR-30a, miR-191 y miR-574-3p y un menor nivel de expresion de miR-140, let7-b,
miR-320a, miR-21 y miR-30d son indicativos de que una paciente tiene una reserva ovarica baja, tiene una funcion
ovarica anormal, o padece trastornos ovaricos.

Un nivel de expresion mas bajo de miR-30a, miR-191 y miR-574-3p y un nivel de expresion mas alto de miR-140, let7-
b, miR-320a, miR-21 y miR-30d son indicativos de que una paciente tiene una reserva ovarica normal o alta, tiene una
funcién ovarica normal, o no padece trastornos ovaricos.

MiR-30a se sobreexpresé significativamente (p = 0,006) y miR-140 y let-7b se regularon negativamente (p = 0,01 para
ambos) en depodsitos de FF de mujeres con sindrome de ovario poliquistico en comparaciéon con mujeres con reserva
ovarica normal. El analisis ROC mostré que la combinacién de niveles intrafoliculares de miR-30a, miR-140 y let-7b
podria discriminar entre el sindrome de ovario poliquistico y la reserva ovarica normal con una especificidad del 83,8 %
y una sensibilidad del 70 % (area bajo la curva ROC, AUC = 0,83 [0,73-0,92]; p<0,0001).

Por consiguiente, un nivel de expresion mas alto de miR-30a y un nivel de expresion mas bajo de miR-140 y let7-b
son indicativos de una paciente que tiene una reserva ovarica baja y que padece sindrome de ovario poliquistico, y un
nivel de expresion mas bajo de miR-30a y un nivel de expresién mas alto de miR-140 y let7-b son indicativos de una
paciente que tiene una reserva ovarica normal o alta y que no padece sindrome de ovario poliquistico.

La expresion de FF de miR-30a y miR-191 se reguld positivamente de forma significativa en pacientes con baja reserva
ovarica funcional en comparacion con mujeres con reserva ovarica normal (p = 0,01 para ambos casos). Su
combinacion fue muy sensible (85,9 %) y especifica (71,4 %) para la identificacién de la reserva ovarica funcional baja
(AUC = 0,84 [0,67-0,86]; valor p <0,0001).

Por consiguiente, un nivel de expresion mas alto de miR-30a y miR-191 es indicativo de una paciente que tiene una
reserva ovarica baja y que padece una reserva ovarica funcional baja, y un nivel de expresion mas bajo de miR-30a y
miR-191 es indicativo de una paciente que tiene una reserva ovarica alta o normal y que no tiene una reserva ovarica
funcional baja.

Se divulgan métodos particularmente adecuados para evaluar la eficacia de un tratamiento de fertilizacién in vitro. Por
consiguiente, la divulgacion también se refiere a un método para evaluar la eficacia de un tratamiento de
hiperestimulacion ovarica controlada (EOC) en una paciente que comprende:

i) proporcionar dicha muestra de sangre, suero, plasma o fluido folicular de la paciente;
ii) determinar la funcion y los trastornos ovaricos mediante la realizacion del método de la invencion; y
i) concluir que la paciente es respondedora o no respondedora al tratamiento de EOC.

A continuacion, después de tal método, el embridlogo puede adaptar la duracion del tratamiento de EOC o realizar el
tratamiento de EOC en una paciente respondedora que tiene un nivel bajo de ADN libre de células, una reserva ovarica
alta, una funcién ovarica normal y que no padece trastornos ovaricos.

Por consiguiente, después de tal método, el tratamiento de EOC puede no realizarse en una paciente no respondedora
y que tenga un nivel alto de ADN libre de células, una reserva ovarica baja, una funcién ovarica anormal y que padezca
trastornos ovaricos. En dicha paciente no respondedora, el embriélogo puede realizar un tratamiento de EOC cuando
el nivel de ADN libre de células disminuye por el tratamiento de trastornos ovaricos.

El tratamiento de EOC puede basarse en al menos un principio activo seleccionado del grupo que consiste en
agonistas o antagonistas de GnRH asociados con FSH o hMG recombinante.

El término "tratamiento de trastornos ovaricos" tiene su significado general en la técnica y se refiere al tratamiento de
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trastornos ovaricos que padecen las pacientes con trastornos ovaricos. El término "tratamiento de trastornos ovaricos"
también se refiere a moléculas pre-miR o anti-miR para restablecer el nivel correcto de microARN vy el nivel bajo de
ADN libre de células en la sangre.

También se divulga un kit para realizar los métodos descritos anteriormente, en el que dicho kit comprende medios
para determinar el nivel de acidos nucleicos libres de células. Tipicamente, los kits incluyen cebadores, sondas,
macromatrices o micromatrices. El kit puede comprender ademas reactivos de hibridacién u otros reactivos y
materiales adecuadamente empaquetados necesarios para el protocolo de hibridacién particular, incluyendo matrices
en fase solida, cuando sea aplicable, y estandares. Como alternativa, el kit puede comprender cebadores de
amplificacion que pueden estar preetiquetados o pueden contener un resto de unién o de purificacién por afinidad. El
kit puede comprender ademas reactivos de amplificacion y también otros reactivos y materiales adecuadamente
empaquetados necesarios para el protocolo de amplificacién particular.

La invencion se ilustrara adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no deben interpretarse de ninguna manera como limitantes del alcance de la presente invencion.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Algunos microARN estan asociados con biomarcadores de infertilidad y biomarcadores de
reserva ovarica.

Relacion entre los niveles en suero y fluido folicular de miARN circulantes especificos y la concentracion de LH,
AMH, AFC (recuento de foliculos antrales) y el estado de la reserva ovarica. miR-474-3p se regula positivamente
de forma significativa en el SOP. SOP (sindrome de ovario poliquistico), IO (insuficiencia ovarica) o reserva ovarica
funcional baja.

Figura 2: ADN libre de células como biomarcador de reserva ovarica
Impacto de la edad y el nivel de AMH en el nivel de cfADN en muestras de suero de mujeres sometidas a FIV.

Figura 3: ADN libre de células como biomarcador de la funcién ovarica
Impacto de los niveles hormonales (FSH, LH y estradiol) sobre el nivel de cfADN en muestras de suero de mujeres
sometidas a FIV.

Figura 4: El modelo esquematico que muestra que el perfil de expresion de miARN en muestras de FF proporciona
potentes herramientas para la deteccién de trastornos de la reserva ovarica y la prediccion de resultados de la FIV
durante la FIV. La expresién de algunos miARN de FF varia de acuerdo con el tratamiento con gonadotropinas.
HPhMG, gonadotropina menopausica humana altamente purificada; r-FSH, hormona foliculoestimulante; SOP,
sindrome de ovario poliquistico; LFOR, reserva ovarica de funcién baja.

Figura 5: Nivel de ADN libre de células en depdsitos de fluido folicular (FF) segun el estado de la reserva
ovarica de las pacientes, los pardmetros de reserva ovarica y la duracion de la infertilidad. A, contenido de
cfADN intrafolicular de FF en pacientes con reserva ovarica normal frente a pacientes con trastornos de la reserva
ovarica (insuficiencia ovarica y sindrome de ovario poliquistico); *p = 0,03. B, contenido de cfADN de FF de acuerdo
con los parametros de reserva ovarica; panel izquierdo: AFC (<10 frente a 210, *p = 0,04); panel derecho: AMH
(=1 frente a >1 ng/ml, *p = 0,06). C, niveles de cfADN de FF de acuerdo con la duracién de la infertilidad (1 frente
a =5 afos, *p = 0,049).

Figura 6: Nivel de cfADN en depoésitos de fluido folicular de acuerdo con el protocolo de estimulacién
ovarica y la respuesta ovarica. A, contenido de cfADN de FF de acuerdo con la duracién de la estimulacién
ovarica (<10 frente a >10 dias), *p = 0,008.

B, contenido de cfADN de FF de acuerdo con la dosis total de gonadotropinas (<3000 frente a 23000 UI/1, *p =
0,01). C, contenido de cfADN de FF de acuerdo con el numero de ovocitos recuperados (<6 frente a >6 ovocitos,
*p = 0,045).

Figura 7: Nivel de cfADN en depdsitos de fluido folicular de acuerdo con el resultado embrionario el dia 2 y 3. A,
contenido de cfADN de FF de acuerdo con el nimero total de embriones el dia 2 (<2 frente a >2, *p = 0,03). B,
contenido de cfADN de FF de acuerdo con, panel izquierdo: el nimero de embriones de alta calidad (grado 1-2)
por paciente (0 frente a 21, *p = 0,002) el dia 2, panel derecho: relacion entre el nimero de embriones de alta
calidad y numero total de embriones (<0,2 frente a 20,2, *p = 0,04) el dia 2. C, contenido de cfADN de FF de
acuerdo con, panel izquierdo: el numero de embriones de alta calidad (grado 1-2) por paciente (0 frente a 21, *p =
0,006) el dia 3, panel derecho: relacién entre el nimero de embriones de alta calidad y numero total de embriones
(<0,2 frente a 20,2, *p = 0,02) el dia 3. D, contenido de cfADN de FF de acuerdo con, panel izquierdo: tasa de
fragmentacion el dia 3 (<20 % frente a 220 %, p = 0,18), y panel derecho: relacién entre el nimero de blastémeros
y el nimero total de embriones el dia 3 (<6 frente a 6-8, *p = 0,02).

Figura 8: Comparacion de los niveles de cfADN en depdsitos de fluido folicular de pacientes con reserva ovarica
normal (n = 94) y pacientes con sindrome de ovario poliquistico (SOP) (n = 17); *p = 0,049.
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Figura 9: Comparacion de la expresion relativa de miARN en depésitos de fluido folicular (FF) de mujeres con
diferentes estados de reserva ovarica (reserva ovarica normal, sindrome de ovario poliquistico (SOP) y reserva
ovarica de funcién baja (LFOR)). A, miR-30a de FF; B, miR-140 de FF; C, let-7b de FF; D, miR-191 de FF.

Figura 10: A, Comparacion del nivel de expresion de miR-29a y miR-140 de FF en relacidon con el tipo de
tratamiento (gonadotropina menopausica humana altamente purificada, hMG, frente a hormona foliculoestimulante
recombinante, r-FSH). B, Expresion diferencial de miR-140 de FF de acuerdo con la dosis total de gonadotropinas
(<3000 frente a 23000 Ul/I). C, Comparacién del nivel de expresién de miR-320a de FF en relacion con el numero
de ovocitos maduros recuperados (<2 frente a >2 ovocitos maduros).

Figura 11: Vias involucradas en los procesos reproductivos y que incluyen los miARN circulantes miR-29a, miR-
320a, let-7b y miR-30a, y su interaccion con hormonas esteroideas.

Figura 12: Cuantificacion de cfADN el dia 3 del ciclo menstrual en muestras de suero de 92 mujeres. Media
+ DE = 0,25 = 0,14. A. El nivel de cfADN en suero fue significativamente mayor en mujeres con LFOR en
comparacion con mujeres con reserva ovarica normal (p = 0,045). El nivel de cfADN en suero tendié a ser mas alto
en mujeres con SOP en comparacion con mujeres con reserva ovarica normal (p = 0,05). Media (todas las
pacientes) = 0,25 + 0,4; Media de reserva ovarica normal = 0,19 + 0,27. B. El dia 3 del ciclo menstrual, el nivel de
cfADN en suero predijo significativamente LFOR (AUC = 0,64; Se = 52 %; SP = 75 %; corte >0,17). El dia 3 del
ciclo menstrual, el nivel de cfADN en suero predijo significativamente SOP (AUC = 0,65; Se = 95 %; SP = 34 %j;
corte >0,06). C. El nivel de cfADN en suero fue significativamente mayor en mujeres mayores (edad >36 o edad
236 afios) en comparacion con mujeres jovenes (edad <36 o edad <36 afos) (p = 0,037; p = 0,024,
respectivamente). D. El nivel de cfADN en suero el dia 3 del ciclo menstrual se correlacioné significativa y
positivamente con la edad de las mujeres (r = 0,27; p = 0,02). E. Para mujeres sometidas a procedimiento de
FIV/ICSI (n = 26). El dia 3 del ciclo menstrual, el nivel de cfADN fue significativamente mas alto en las muestras
de suero de mujeres que obtuvieron menos de 6 ovocitos el dia de los ovocitos (<6 ovocitos) en comparacién con
aquellas que obtuvieron mas de 6 ovocitos (>6 ovocitos) (p = 0,013). El nivel de cfADN el dia 3 del ciclo menstrual
podria predecir el nimero de ovocitos recuperados vy, por lo tanto, el pronéstico de la FIV/ICSI. Correlacion de
Spearman+++: r = -0,42; p = 0,03. F. Para mujeres sometidas a procedimiento de FIV/ICSI (n = 26). El nivel de
cfADN en suero se correlaciond significativa y negativamente con el nimero de ovocitos recuperados durante el
procedimiento de FIV/ICSI (r = -0,42; p = 0,03). El nivel de cfADN el dia 3 del ciclo menstrual podria predecir el
numero de ovocitos recuperados y, por lo tanto, el prondstico de la FIV/ICSI. G. Para pacientes con reserva ovarica
normal y con LFOR (SOP se excluyd de este analisis). Comparacion con el nivel de AMH el dia 3 del ciclo
menstrual, biomarcador clasico, utilizado para evaluar la reserva ovarica. El dia 3 del ciclo menstrual, el nivel de
cfADN fue significativamente mayor en muestras de suero de mujeres con AMH <1 ng/ml o <2 ng/ml en
comparacion con aquellas con AMH >1 ng/ml o >2 ng/ml, respectivamente (p = 0,046; p = 0,004, respectivamente).
H. El nivel de cfADN en suero el dia 3 del ciclo menstrual se correlacioné de manera significativa y negativa con el
nivel de AMH en suero el dia 3 del ciclo menstrual (r = -0,32; p = 0,006). |. Todas las pacientes fueron incluidas en
este analisis (n = 92). Comparacion con AMH, biomarcador clasico, utilizado para evaluar la reserva ovarica. El dia
3 del ciclo menstrual, el nivel de cfADN fue significativamente mayor en las muestras de suero de mujeres con
AMH <2 ng/ml en comparacion con aquellas con AMH entre 2 y 5 ng/ml (p = 0,013). El dia 3 del ciclo menstrual, el
nivel de cfADN tendi6é a ser mas alto en las muestras de suero de mujeres con AMH =5 ng/ml en comparacién con
aquellas con AMH entre 2 y 5 ng/ml (p = 0,09).

Figura 13: Expresién de microARN el dia 3 del ciclo menstrual en muestras de suero de 70 mujeres. La
expresion de let-7b en suero fue mayor en mujeres mayores (edad =38 afios) en comparacidn con mujeres menores
de 38 afios. Comparacién de perfiles de expresion de microARN y LH el dia 3 del ciclo menstrual, utilizados para
evaluar la funcion ovarica. La expresion de miR-30d y miR-320a disminuyd significativamente en mujeres con
niveles altos de LH (>5 Ul/l) en comparacion con mujeres con niveles normales de LH (entre 3-5 Ul/l) (p <0,03;
p<0,02; p<0,02, respectivamente).

Ejemplos
EJEMPLO 1:
La presente invencion se refiere a un método no invasivo para predecir la reserva ovéarica de una mujer.
Esta divulgacion comprende las etapas que consisten en:
i) Proporcionar una muestra de suero o plasma,
i) extraer los acidos nucleicos libres de células (ADN libre de células y microARN) de la muestra,
iii) determinar el nivel de acidos nucleicos libres de células (ADN libre de células y microARN) en las extracciones

de acido nucleico
iiii) tratar mujeres con moléculas pre-miR o anti-miR para restablecer el nivel adecuado de microARN en la sangre.
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Varios estudios han demostrado que los miARN estan implicados en la sefializacion intercelular (Valadi et al., 2007).
De hecho, los miARN pueden secretarse en el medio extracelular por las células donante para actuar sobre otras
células. Estos miARN circulantes estan protegidos de la degradacién en pequefias vesiculas llamadas exosomas y
pueden encontrarse en fluidos bioldgicos, tales como suero o plasma. Con el fin de identificar los miARN que estan
implicados en la comunicacion entre las CC y los ovocitos y que regulan genes clave implicados en la foliculogénesis
y la funcidn ovarica, se analizan mediante secuenciacién profunda los miARN presentes en ovocitos MIl maduros y en
las CC asociadas (Assou et al., 2013). Se encontr6 que solo tres miARN se expresaban en ovocitos (miR-184, miR-
100 y miR-10a) y 32 en las CC. Entre los miARN expresados en las CC, se seleccionaron algunos basandose en su
posible participacion en la foliculogénesis y se investigo si podian detectarse también en muestras de suero de mujeres
que se sometieron a FIV usando RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR).

Materiales y métodos

Pacientes y muestras de suero

Este estudio prospectivo incluyé a 70 mujeres que fueron a consulta por problemas de infertilidad en el laboratorio
EYLAU-UNILABS en Paris. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito para el uso de muestras de suero el
Dia 3 del ciclo natural. La edad de las mujeres varié de 23 a 47 afos. El estado hormonal inicial se evalu6 en cada
paciente el dia 3 del ciclo.

Recogida de muestras de suero

Se recogieron muestras de sangre en tubos separadores de suero y se centrifugaron para separar las células
sanguineas del suero. A continuacion, el suero se filtré y se almacend a -80 °C hasta la extraccién del acido nucleico.

Extraccién y cuantificacién de miR

Los microARN se extrajeron de muestras de suero con el kit de acido nucleico circulante QlAamp de QIAGEN y a
continuacion se cuantificaron mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real, utilizando la tecnologia TagMan. Tagman
proporciona cebadores de tallo-bucle preformulados disefiados para cada miARN. Para la PCR en tiempo real, se us6
una sonda fluorogénica para permitir la deteccion del producto de PCR especifico a medida que se acumula durante
los ciclos de PCR.

Extraccién y cuantificacion de ADN libre de células

La cuantificacion de ADN libre de células en muestras de suero de mujeres infértiles sometidas a FIV se realizé
mediante PCR cuantitativa en tiempo real de repeticiones de ALU utilizando un conjunto de cebadores ya publicado
(ALU115) (Umetani et al., 2006). Se mezclaron 20 ul de cada muestra de suero con 20 pl de un tampén que contenia
25 ml/l de Tween 20, 50 mmol/l de Tris y 1 mmol/l de EDTA y a continuacion se digirieron con 16 ug de proteinasa K
(PK) (Qiagen) a 50 °C durante 20 minutos seguido de inactivacion por calor e insolubilizacién a 95 °C durante 5 min.
A continuacion, las muestras se centrifugaron a 10.000 g durante 5 min y los sobrenadantes se recogieron y se
almacenaron a -80 °C hasta la cuantificacion de cfADN. El cfADN se cuantificé mediante qPCR para determinar las
repeticiones de ALU humanas usando dos conjuntos de cebadores que generan un amplicon de 115 pb (cebadores
ALU115) y un amplicén de 247 pb (cebadores ALU247), respectivamente. Para cada ALU-gPCR, se afiadio 1 ul de
cada muestra de FF digerida con PK a una mezcla de reaccion (volumen final: 10 ul) que contenia 0,25 pM de
cebadores directos e inversos (ALU115 o ALU247) y 5 ul de mezcla maestra 2X LightCycler®480 SYBR Green |
(Roche Applied Science, Alemania). Las concentraciones de cfADN en suero se calcularon basandose en una curva
estandar preparada con diluciones sucesivas de ADN gendmico. Se afiadié un control negativo (sin plantilla) en cada
placa de gPCR. Todas las mediciones se realizaron por duplicado.

Resultados
Algunos microARN que se encuentran en las células del cimulo estan presentes en el suero

Analisis cuantitativo de RT-gPCR en tiempo real de la expresion de miR-21 en células del cimulo (CC) y muestras de
suero de mujeres infértiles.

Por ejemplo, miR-21 se puede medir tanto en CC como en suero. Muchos otros miR estan presentes tanto en el suero
como en las células del cumulo, y otros estan presentes tanto en el fluido folicular (u ovario en general) como en el
suero, y podrian representar buenos candidatos para biomarcadores.

Algunos microARN estan asociados con biomarcadores de infertilidad
Relacion entre el nivel en suero de miARN circulantes especificos y la concentracion de LH, AMH, cfADN y el IMC. El

nivel de miR-30d, -320a, -21, -125a, -191 y let-7b, que se expresan en células del cimulo, se cuantific6 en muestras
de suero de mujeres infértiles. Los niveles en suero de miR-30d y miR-320a se compararon en mujeres con
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concentracion de LH normal (2-5 Ul/l) o anormal (>5 Ul/l). Los niveles en suero de miR-21 se compararon en mujeres
con cantidades bajas o altas de cfADN; niveles en suero de let-7b en mujeres con concentraciones normales (=2 ng/l)
o bajas de AMH (<2 ng/l). Niveles en suero de miR-125a y miR-191 en funcién del IMC. Los valores P se calcularon
utilizando la prueba t no pareada, utilizando el software GraphPad.

Se evaluaron las posibles relaciones entre los marcadores hormonales de reserva ovarica el dia 3 del ciclo y la
expresion de miARN circulante. Primero, se comparé el nivel de LH el dia 3 con el nivel en suero de miR-30d y miR-
320a, que se expresan en las CC en contacto con ovocitos MIl maduros. Los inventores demostraron que el nivel de
miR-30d y miR-320a circulantes era significativamente menor (p = 0,02 y 0,01, respectivamente) en mujeres con LH
alta (>5 Ul/l). Curiosamente, la expresion de miR-30d se altera después del tratamiento con FSH de células de la
granulosa de rata en cultivo (Yao et al., 2010), lo que sugiere que estos miARN podrian regularse por al menos dos
hormonas gonadotropinas (LH y FSH). El hallazgo de una correlacién negativa entre los niveles de miR-320a y LH
podria proporcionar una explicaciéon para la disminucion de miR-320a en el fluido folicular observado en pacientes con
SOP (Sang et al., 2013). La hormona antimdlleriana (AMH), que se expresa por las células de la granulosa y controla
la formacion de foliculos primarios al inhibir el reclutamiento folicular excesivo por parte de la FSH (Weenen et al.,
2004), es un marcador de reserva ovarica, SOP e insuficiencia ovarica prematura (Visser et al., 2006). Ademas, el
nivel de AMH se usa comunmente para predecir la respuesta ovarica durante los procedimientos de FIV (Broer et al.,
2013). Los datos muestran que let-7b circulante aumenta en muestras de suero de mujeres con niveles bajos de AMH
(<2 ng/ml). Este miARN también se expresa en COC bovinos, lo que sugiere un papel importante en la comunicacion
entre ovocitos y CC (Miles et al., 2012). Otro informe destacd un papel de let-7b en la competencia meiédtica y la
maduracion de los ovocitos (Kim et al., 2013). Los datos preliminares sugieren que let-7b podria proporcionar una
nueva herramienta de prondstico no invasiva antes de un procedimiento de FIV. También se investigé la posibilidad
de que los niveles altos de cfADN pudieran influir en la expresion de miARN en el suero. Los inventores también
encontraron que miR-21 estaba significativamente subexpresado en muestras de suero de pacientes con niveles
relativamente altos (>0,4 ng/pul de suero) de cfADN circulante (p = 0,03) (Umetani et al., 2006). Dado que el agotamiento
de miR-21 conduce a la apoptosis de las células de la granulosa (Carletti et al., 2010), podria explicar el aumento de
la liberacion de cfADN en el suero y, por defecto, la apoptosis ovarica. Por lo tanto, este evento podria detectarse en
la sangre cuantificando el cfADN circulante.

Se puede considerar un indice de masa corporal (IMC) alto como un indicador de infertilidad femenina y la
desregulacion de algunos miARN se ha visto implicada en la obesidad. Por lo tanto, se compararon los niveles
circulantes de miARN expresados en las CC y el IMC de las pacientes y se encontré una disminucion drastica del nivel
en suero de miR-125a y miR-191 cuando el IMC >25 (p = 0,001 para ambos casos). Estos miARN nunca se han
relacionado con la obesidad o la infertilidad, aunque se inform6 que miR-191 se expresaba en el fluido folicular (Sang
etal., 2013).

Estos resultados preliminares sugieren que los microARN circulantes representan una herramienta aun inexplorada
para el diagnostico/monitorizacion de la infertilidad/respuesta ovarica.

Comparacion de miR de expresion y biomarcadores de reserva ovarica:

Asimismo, los inventores detectaron variaciones significativas de los niveles de miARN del fluido folicular (FF)
comparando sus expresiones con los biomarcadores clasicos de reserva ovarica, nivel de AMH en suero y AFC el dia
3 del ciclo menstrual, divididos en tres grupos (es decir, nivel de AMH: <1, 1-3, >3 ng/ml; AFC: <10, 10-19, >19). Estos
puntos de corte se definieron basandose en algunos trabajos publicados anteriormente (Ficicioglu et al., 2014; Ocal et
al., 2011; Jayaprakasan et al., 2010; Lauritsen et al., 2014).

De hecho, los niveles de miR-30a de FF fueron significativamente mas altos en mujeres con una concentracion en
suero de AMH muy baja (<1 ng/ml) que en aquellas con un nivel de AMH normal (comprendido entre 1-3 ng/ml) (p =
0,03). (figura 1A, panel izquierdo). De manera similar, miR-191 de FF tendié a aumentar en el grupo de pacientes con
niveles bajos de AMH en comparacion con el grupo con niveles normales de AMH (p = 0,13) (figura 1B, panel
izquierdo). La expresion de miR-140 disminuyé significativamente en los depositos de FF del grupo de mujeres con
niveles mas altos de AMH en suero (>3 ng/ml) en comparacién con mujeres con niveles normales de AMH (p = 0,007)
(figura 2C, panel izquierdo). Al igual que miR-140 de FF, los niveles de let-7b de FF tendian a ser mas bajos en mujeres
con niveles elevados de AMH en suero que en aquellas con niveles normales de AMH (p = 0,07) (figura 1D). Ademas,
miR-30a y miR-191 de FF se expresaron significativa y altamente en mujeres con AFC bajo (<10) en comparacién con
aquellas con un AFC incluido entre 10 y 19 (p = 0,03; p = 0,02, respectivamente) (figura 1A y 1B, paneles derechos).
También se observd una disminucion significativa de las expresiones de miR-140 en depositos de FF de pacientes
con AFC alto (>19) en comparacion con las mujeres con un AFC comprendido entre 10 y 19 (p = 0,04) (figura 1C,
panel derecho). Asimismo, usando el calculo de la correlacion de rango de Spearman, se encontraron correlaciones
significativas y negativas entre la expresion de miR-140 de FF y los niveles en suero de AMH y AFC, respectivamente
(r=-0,19; p =0,04; r =-0,29, p = 0,003, respectivamente).

Ademas, después de comparar las expresiones de miARN de FF y los demas biomarcadores potenciales, lo que refleja
la funcién ovarica (es decir, los niveles de FSH, LH, E2 el dia 3 del ciclo menstrual), se encuentra que los niveles de
miR-320a de FF estaban correlacionados significativa y negativamente con las tasas de LH iniciales en suero (r = -
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0,18; p = 0,045). De hecho, los depésitos de FF relacionados con mujeres con niveles elevados de LH en suero (>5
UI/l) contenian niveles significativamente bajos de expresion de miR-320 que las mujeres con niveles iniciales
normales de LH (3-5 Ul/l) (p = 0,01) (figura 1E).

Siempre para identificar entre los miARN candidatos de FF, los relacionados con el estado de reserva ovarica, se
compararon las expresiones de miARN con los biomarcadores clasicos de reserva ovérica (es decir, AMH y AFC).
Entre los miARN anteriores relacionados con el SOP, miR-140 se expresa negativamente de forma significativa en las
muestras de FF de pacientes con niveles mas altos de AMH y AFC, respectivamente. Ademas, los niveles de expresion
let-7b de FF tendian a ser mas bajos en muestras de FF de mujeres con niveles mas altos de AMH. Por lo tanto, estas
observaciones confirman estos resultados anteriores, que demostraron subexpresiones de miR-140 y let-7b de FF en
caso de SOP. Ademas, miR-30a se expresa positivamente de forma significativa en FF de pacientes con niveles bajos
de AMH y AFC, respectivamente. Asimismo, los niveles de expresion de miR-191 de FF tienden a ser mas altos para
las mujeres con baja AMH, y aumentaron significativamente para aquellas con bajo AFC. Ademas, estos resultados
son segun los datos anteriores, sobreexpresiones informadas de estos dos miARN de FF en pacientes con
insuficiencia ovarica (10).

miR-320a: Recientemente, varios estudios informaron hallazgos divergentes con respecto a los niveles de expresion
de miR-320a de FF de mujeres con SOP (Sang et al., 2013; Roth et al., 2014; Yin et al., 2014). De hecho, Sang et al.,
mostraron una expresion significativamente menor de miR-320a de FF en pacientes con SOP (Sang et al., 2013),
aunque Roth et al., no identificaron una expresion diferencial de miR-320 de FF en estos pacientes (Roth et al., 2014).
Por el contrario, Yin et al., encontraron que la expresion de miR-320 estaba regulada positivamente en FF de pacientes
con SOP (Yin et al.,, 2014). Como se inform6 por Roth et al., los niveles de expresion de miR-320 no difirieron
significativamente entre los pacientes con SOP y los pacientes sanos de nuestra cohorte. Sin embargo, se observo
que los niveles de expresion de miR-320 fueron significativamente mas bajos en FF relacionado con mujeres con altas
tasas de LH iniciales. Dado que en la mayoria de las mujeres con SOP, el nivel en suero de LH aumenta comunmente,
este resultado aparece de acuerdo con el resultado anterior, descrito por Sang et al.

Asimismo, se establecidé que el SOP se caracteriza tipicamente por una maduracion alterada de los ovocitos, lo que
conduce a una pequefia cantidad de ovocitos maduros, recogidos en la recuperacion de los ovocitos (Qiao y Feng,
2011).

Los inventores también demostraron que la expresién de miR-21 esté asociada con biomarcadores de reserva ovarica.
Como se muestra en la figura 1 B, miR-21 aumenta en muestras de suero de mujeres con niveles altos de AMH y un
AFC alto.

Como se muestra en la figura 1 G, miR-574-3p se regula positivamente de forma significativa en pacientes con SOP.
ADN libre de células como biomarcador de la reserva ovarica (figura 2)

Impacto de la edad y el nivel de AMH en el nivel de cfADN en muestras de suero de mujeres sometidas a FIV. La
concentracion baja de AMH es <2 ng/l. EI cfADN se midié mediante analisis cuantitativo de RT-gPCR en tiempo real
utilizando cebadores ALU. Los valores P se calcularon con pruebas t no pareadas, utilizando el software GraphPad.

El cfADN se libera en la circulacién después de la necrosis y apoptosis celular fisiolégica y patolégica. Basandonos en
el hallazgo de que la abundancia de cfADN puede cambiar en situaciones anormales, se planted la hipétesis de que
un aumento en cfADN podria reflejar trastornos de la reserva ovarica. Se espera que un aumento del nivel de cfADN
pueda estar correlacionado con un resultado de embarazo. Por lo tanto, se cuantificé el cfADN en el suero de mujeres
candidatas a FIV y se comparé con la edad y el nivel de AMH en sangre. El nivel de cfADN es mas alto en el suero de
pacientes mayores (38 afios y mas) que en las mas jévenes. Asimismo, el nivel en suero de cfADN es mas alto en
mujeres con niveles anormales de AMH (<2 ng/ul) que en las tienen niveles normales de AMH. El cfADN podria
constituir un nuevo biomarcador de reserva ovarica.

ADN libre de células como biomarcador de la funcién ovarica (figura 3)

Impacto de los niveles hormonales (FSH, LH y estradiol) sobre el nivel de cfADN en muestras de suero de mujeres
sometidas a FIV. Nivel normal de FSH = 3-9 Ul/I; los niveles anormales son <3 o >9 Ul/l. La concentraciéon normal de
LH es >2 Ul/l y <5 Ul/l. La concentracion normal de estradiol (E2) es <45 pg/ml y la anormal es >45 pg/ml. El cfADN
se midi6 mediante analisis cuantitativo de RT-gPCR en tiempo real utilizando cebadores ALU. Los valores P se
calcularon con pruebas t no pareadas, utilizando el software GraphPad.

El nivel de cfADN se ha comparado con el nivel de FSH, LH y estradiol (E2) el dia 3 del ciclo.
Los datos sugieren que la concentracién en suero de acidos nucleicos libres de células podria estar relacionada con

el estado y las funciones hormonales del ovario. Estos hallazgos sugieren que los acidos nucleicos libres de células
pueden usarse como biomarcadores no invasivos del resultado de la fertilizacién in vitro.
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Conclusiones:

Modelo sobre cédmo los acidos nucleicos libres de células podrian usarse como nuevos biomarcadores no invasivos
de infertilidad y resultado de la FIV.

El perfil de acidos nucleicos circulantes, tales como microARN y ADN libre de células, abre nuevas perspectivas para
el diagndstico/prondstico de trastornos ovaricos y para la prediccion de resultados de la fertilizacion in vitro (calidad
del embridon y embarazo).

Debido a su accesibilidad y estabilidad (los miARN circulan confinados dentro de los exosomas), podrian usarse
diferentes miARN circulantes, en solitario o en combinacién, como biomarcadores no invasivos de canceres
ginecoldgicos y trastornos ginecoldgicos.

EJEMPLO 2:

Materiales y métodos

Pacientes

Este estudio prospectivo incluyd a 100 mujeres inscritas en el programa de FIV convencional (n = 31) o ICSI (n = 69)
en el Departamento ART-PGD del Hospital Universitario de Montpellier. Las caracteristicas de las pacientes se detallan
en la Tabla 1. La edad de las mujeres fue de 34,3 + 4,5 afios (media + DE; rango: 23 a 43 afos) y el indice de masa
corporal (IMC) fue de 23,3 + 4,2 kg/m? (media + DE; rango: 17 y 39 kg/m?). La duracion de la infertilidad fue de 3,5 *
1,7 afos (media + DE). Para el 61 % de las parejas, este fue el primer ciclo de FIV o ICSI y el 39 % restante de las
parejas se habia sometido al menos a un ciclo (nimero medio de ciclos + DE: 2,1 + 1,3). En el 11 % de las parejas no
se detectd una causa especifica de infertilidad, mientras que en las otras parejas, se identificaron factores masculinos
(37 %), femeninos (36 %) o mixtos (16 %). Basandose en el nivel de AMH y AFC el dia 3 del ciclo menstrual, 94 de
las 100 pacientes tenian una reserva ovarica normal y 6 tenian una reserva ovarica funcional baja (LFOR). Los niveles
iniciales de FSH, LH y E2 también se cuantificaron el dia 3 del ciclo menstrual en cada paciente (Tabla 1).

Tabla 1: Nivel de cfADN en depésitos de fluido folicular de acuerdo con las caracteristicas clinicas de las pacientes.

cfADN de
. . - C FF (ng/ul)
Variable Media n (total =100)  Min-Max DE Media + DE valor p
[95 % de IC]
Edad (afios) 34,3 - 23-43 4,5 - -
~ 1,9+27
<37 afios - 64 - - [0,1-2,5] 0,19
_ 1,5+1,0
237 afios - 36 - - [1,1-1,8] NS
IMC (kg/m?) 23,3 - 17-39 4,2 - -
1,9+£26
18,5 < IMC <25 - 58 - - [1,2-2,6] ref
1,2+£1,1 0,54
IMC <18,5 - 10 - [0,4-1,9] NS
1,7+1,6 0,56
25 <IMC <30 - 24 - [1,0-2,4] NS
1,6+£1,5 0,93
IMC =30 - 8 - [0,3-2,8] NS
Duracion de la infertilidad (afios)* 3,5 - 1-9 1,7 - -
1 ) 8 ) ) 1,1+1,6 [0-
2,4] ref
24 - 68 - - ?ffﬂﬁ 0,08
’ 3 NS
29+3,8
=5 - 23 - - Haas 004

1"
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(continuacién)

cfADN de
. . _ . . FF (ng/pl)
Variable Media n (total = 100)  Min-Max DE Media + DE valor p
[95 % de IC]
Etiologia de la infertilidad
) 1,5+1,1
Factor masculino - 37 - - [1.1-1,9] ref

1,9+£2/1 0,72

Factor femenino - 36 - - [1,2-2,6] NS
. - o ) ) ) 1,3+1,6 0,28
Alteraciones tubaricas (%) 9 (25) [0,1-2,5] NS
. 21+25 0,67
0, _ - - ) ) )
Endometriosis (%) 21 (58,3) [0,9-3,2] NS
Disfuncion ovulatoria (%) - 1(2,8) - - - -
- o ) ) ) 23+1,3 0,28
Trastornos ovaricos (%) 4(11,1) [0,1-4,4] NS
Factor uterino (%) - 1(2,8) - - - -
. . 1,7+ 3,1 0,08
Infertilidad mixta - 16 - - [0,1-3.4] NS
- . . 20+3,7[0- 0,23
Infertilidad inexplicable - 11 - - 4.5] NS
- L 21127
Infertilidad primaria - 61 - - [1,5-2.8] 0,08
- . 1,1+0,8
Infertilidad secundaria - 39 - - [0,8-1,4] NS
Nuamero de ciclo de FIV/ICSI 2,1 - 1-4 1,3 - -
1,2+£0,9
1 - 39 - - [0,9-1,5] 0,39
21+27
>1 - 61 - - [1,4-2.,8] NS
Evaluacién inicial
FSH (UI/y* 7,4 - 0,1-19 2,4 - -
1,6+2,0
<10 - cl - - 1,221 042
2,4 + 3,7 [0- NS
210 - 12 - - 47]
LH (UI/1)* 5,7 - 1-11,2 1,9 - -
1,4+1,3
3-5 - 32 - - [0,9-1,8] ref
20+1,0
<3 - 5 - - 0,7-3,3] 0,1 NS
1,8+2,6
>5 - 60 - - [1,1-2,4] 0,7 NS
E2 (pg/ml)* 40,7 - 4-99 17,8 - -
1,825
<45 - 66 - - [1,2-2,5] 0,56
1,5+1,6
>45 - 32 - - (1,0-2,1] NS
AMH (ng/ml)* 2,7 - 0,2-8,6 1,6 - -
4,3+5,0
<1 - 5 - - [0-10,4] 0,06
1,6+£2,0
>1 - 90 - - [1,2-2,0] NS
AFC* 13,7 - 3-25 5,7 - -
23+26
<10 - 24 - - [1,2-3,4]
15+22 004
210 - 63 - o
[1,0-2,1]
Reserva ovarica normal - 94 - - 1,7+2,3 ref
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(continuacién)

cfADN de
Variable Media n (total=100) Min-Max  DE F ("M yaiorp
[95 % de IC]
[1,3-2,2]
Insuficiencia ovarica - 6 - - 2114 0,29
[06-36] NS
: - 1,4+2,0 0,09
Protocolo con agonistas - 48 - - [0,9-2,0] NS
Protocolo con _ 50 _ ) 1,8+1,8
antagonistas [1,3-2,3]
Tratamiento de estimulacion ovarica
Dias de estimulacion 10 - 7-14 1,2 - -
1,5+1,9
7-10 - 71 - - [1,0-1,9] 0.008
>10 ) 29 ) ) 24+28 ’
[1,4-3,9]
Dosis total de gonadotropinas (Ul/l) 24147 - 875-4950 932,5 - -
<3000 . 66 . . 21’50%226]
e 0,01
22+23
>3000 - 34 - - [1,4-3,0]
Protocolo con ago.nrlstas 10 8-14 1.1
Dias de estimulacion
1,1+1,1
8-10 - 37 - - [0,7-1,4]
0,05
2,7+3,6 NS
>10 ' " ' T 0351]
Dosis total de gonadotropinas (Ul/I)
2324 900-4200 797,8
1,111
<3000 - 34 - - [0,7-1,5]
0,049
2,4+3.2 ’
23000 - 14 - - [0,5-4.2]
10 - 7-13 1,2
1,5+1,6
7-10 - 33 - - [1,0-2,1] 0,11
22+23
>10 - 17 - - [1,0-34] NS
Dosis total de gonadotropinas (Ul/I) 24755 875-4950 982,7
1,6 +£2,0
<3000 - 31 - - [0,9-2,3] 0,13
20+1,6
=3000 - 19 - - [1,3-2.8] NS
Respuesta hormonal ovarica en el
desencadenamiento de la ovulacién 1793,2 341-4768 799
Nivel maximo de E2 (pg/ml)
1,8+2,1
1000-2000 - 56 - - [1,2-2,3] ref
24+35 0,71
<1000 - 12 - - [0,2-4.6] NS
1,4+1,8 0,23
>2000 - 32 - - [0,8-2,1] NS
Nivel de progesterona (ng/ml) 0,8 - 0,1-1,6 0,3 - -
<1 - 76 ; . BUSICURINY:V!
[1,2-2,2] ’
1,8+2,6
21 - 24 - - [0,7-2,9] NS
Nivel de LH (Ul/I) 2,0 - 0,1-6,0 1,5 - -
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(continuacién)

cfADN de
FF (ng/ul)
Media + DE
[95 % de IC]
1,9+2,0
<2 - 38 - - [1,3-2,6] 0,62
23+35
22 - 24 - - 0,8-3,7] NS
1,724
FIV - 31 - - [0,8-2,5] 0,44
1,8+2,2
ICSI - 69 - - [1,3-2,3] NS
DE, desviacion estandar; IMC, indice de masa corporal; FSH, hormona foliculoestimulante; LH, hormona
luteinizante; E2, 17B-estradiol; AMH, hormona anti-Mulleriana; AFC, recuento de foliculos antrales. *Numero

total de pacientes <100. Valores p: Prueba de Mann-Whitney.

Variable Media n (total = 100)  Min-Max DE valor p

Ademas, El cfADN también se cuantificé en depdsitos de FF de 17 mujeres con SOP que se clasificaron de acuerdo
con los criterios de Rotterdam (Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS consensus workshop group. Revised
2003 consensus on diagnostic criteria and long-term health risks related to polycystic ovary syndrome (PCOS). Hum
Reprod 2004; 19: 41-7). Las caracteristicas clinicas de los pacientes con SOP se informan por separado en la Tabla
S1.

El consentimiento informado por escrito de cada paciente para la recogida/analisis de muestras de FF se obtuvo el dia
de la recuperacion de los ovocitos. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto de Medicina
Regenerativa y Bioterapia y los métodos se realizaron de acuerdo con las directrices aprobadas.

Protocolo de fertilizacién in vitro y recogida de muestras de fluido folicular

Cuarenta y ocho pacientes recibieron un protocolo con agonistas de GnRH diario (Decapeptyl, IpsenPharma) y las
demas un protocolo con antagonistas. Estos dos protocolos incluian la estimulacion ovarica mediante FSH
recombinante (r-FSH) (Puregon, MSD, Courbevoie, Francia). La respuesta ovarica a la estimulaciéon se monitorizé
cuantificando el nivel de E2 en suero y mediante la evaluacién por ultrasonidos del crecimiento folicular y endometrial.
La duracion de la estimulacién ovarica fue de 10 + 1,2 dias y la dosis total de gonadotropina fue de 2414,7 + 932,5 Ul/I
(media £ DE) (Tabla 2). La ovulacion se desencadend mediante una Unica inyeccion de 250 pug de gonadotropina
coriénica humana (hCG) (Ovitrelle, Merck Serono, Lyon, Francia), cuando al menos tres foliculos alcanzaron el
diametro de 17 mm o mas en el examen por ultrasonidos.

Tabla 2: Nivel de cfADN en depdsitos de fluido folicular de acuerdo con protocolos de EOC y respuesta
ovarica a la estimulacion.

n (total = oM cfADN de FF (ng/ul) Media +

100) Min-Max DE DE [95 % de IC]

- 48 - - 1,4+2,0[0,9-2,0] 0,09

Variable Media

Protocolo con
agonistas**
Protocolo con
antagonistas
Tratamiento de
estimulacion
ovarica

Dias de 10 - : 7-14 12 - :
estimulacion

7-10 - 71 - - 1,5+ 1,9[1,0-1,9]
>10 - 29 - - 24 +2,8][1,4-3,5]
Dosis total de
gonadotropinas 24147 - 875-4950 932,5 - -
(Ui
<3000 - 66 - - 1,5+2,1[1,0-2,0] 0,01
23000 - 34 - - 2,2+2,3[1,4-3,0]
Protocolo con
agonistas
Dias de
estimulacion
8-10 - 37 - - 1,1+ 1,1[0,7-1,4] 0,05
>10 - 11 - - 2,7 +3,6[0,3-5,1] NS

valor p

- 50 - - 1,8 +1,8[1,3-2,3] NS

0,008
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(continuacién)

Variable Media ?ég;ta' = | Min-Max DE gé':[’g’\é‘ﬂ/‘: geF I((’;‘]g’ uh) Media £ 1 aior
Dosis total de

gonadotropinas 2324 - 900-4200 797,8

(Ui

<3000 - 34 - - 1,1+1,1[0,7-1,5] 0049
=3000 - 14 - - 2,4 +3,2[0,5-4,2] '
Protocolo con

antagonistas

Dias de 10 : 7-13 12

estimulacién

7-10 - 33 - - - 1,5+1,6[1,0-2,1] 0,11
>10 - 17 - - 2,2+2,3[1,0-3,4] NS
Dosis total de

gonadotropinas 2475,5 - 875-4950 982,7

(Ui

<3000 - 31 - - 1,6 £2,0[0,9-2,3] 0,13
=3000 - 19 - - 2,0+1,6[1,3-2,8] NS
Respuesta hormonal ovarica en el desencadenamiento de la ovulacion

Nivel maximo de

E2 (pg/ml) 1793,2 - 341-4768 799 - -
1000-2000 - 56 - - 1,8 £2,1[1,2-2,3] ref
<1000 - 12 - - 2,4 +3,5[0,2-4,6] 0,71 NS
>2000 - 32 - - - 1,4 +1,8[0,8-2,1] 0,23 NS
Respuesta hormonal ovarica en el desencadenamiento de la ovulacién

Nivel de

progesterona 0,8 - 0,1-1,6 0,3 - -
(ng/ml)

<1 - 76 - - 1,7+2,1[1,2-2,2]

21 - 24 - - 1,8 £2,6 [0,7-2,9] 0,82 NS
Nivel de LH (UI/1) 2,0 - 0,1-6,0 1,5 - -

<2 - 38 - - 1,9+2,0][1,3-2,6]

>2 - 24 - - 2.3%35[083.7] 0,62 NS
E2, 17B-estradiol; LH, hormona luteinizante; FIV, fertilizaciéon in vitro; ICSI, inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides. **excepto dos estimulaciones ovaricas leves. Valores p: Prueba de Mann-Whitney.

La recuperacion de ovocitos se realizé mediante aspiracion transvaginal guiada por ultrasonidos 36 h después de la
administracion de hCG y todos los foliculos se aspiraron sin enjuagar. Se agruparon todas las muestras de FF
recogidas del mismo paciente y se aislaron los complejos cumulo-ovocito para procedimientos convencionales de FIV
o ICSI.

Antes de la ICSI, se eliminaron las células del cimulo y coronales para evaluar la tasa de madurez de los ovocitos. En
promedio, se obtuvieron 9,5 + 4,7 ovocitos (promedio + DE) (Tabla S2) y se mantuvieron individualmente en microgotas
de 30 pl de medio de cultivo (Vitrolife) en aceite, a 37 °C, en Oz al 5 %, CO2z al 6 %, N2 al 89 % y en atmdsfera hiumeda.
Los ovocitos se consideraron fertilizados normalmente si se observaron dos pronucleos y dos cuerpos polares 18-20 h
después de la microinyeccion o inseminaciéon. La escisién temprana se comprobd 25 o 27 h después de la
microinyeccién o inseminacion, respectivamente. Los dias 2 y 3, la morfologia del embrién se evalué mediante la
observaciéon microscopica de los criterios morfoldgicos, tal como el numero de blastémeros, la regularidad de los
blastomeros y la tasa de fragmentacion. La calidad del embrién se clasifico de 1 a 4, como se describe en la Tabla S3.
Un embrién de alta calidad (grado 1 y 2) se defini6 como un embridén con 4-5 o 6-8 blastémeros regulares, el dia 2 o
3, respectivamente, y que contenia menos del 20 % de fragmentos. El dia 3, se seleccionaron embriones de alta
calidad para transferencia o congelacion, mientras que los demas se cultivaron hasta el dia 5 y se congelaron por
vitrificacién (recomendacién de Irvine Scientific), segun su calidad, evaluada mediante puntuacién de Gardner
(Gardner DK, Lane M, Stevens J, Schlenker T, Schoolcraft WB. La puntuacion de blastocitos afecta a la implantacion
y el resultado del embarazo: hacia una unica transferencia de blastocitos. Fertil Steril 2000; 73: 1155-8). Cuatro
semanas después de la transferencia, se confirmé la gestacion clinica por la presencia de al menos un saco
gestacional y la visualizacion de la actividad del corazén embrionario en el examen por ultrasonidos.

Preparacién de fluido folicular
Se juntaron todas las muestras de FF del mismo paciente y se centrifugd un volumen de 15 ml a 3000 g durante
15 min. Los sobrenadantes se filtraron con filtros de 0,45 pym para eliminar los restos celulares y a continuacién se

almacenaron a -80 °C hasta la cuantificacion de cfADN. Se recolectaron un total de 117 depdsitos de FF para este
estudio.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 815349 T3

Extraccién y cuantificacién de ADN libre de células mediante ALU-qPCR

Se prepararon depésitos de FF para la cuantificacion de cfADN como se informo previamente (Umetani N, Kim J,
Hiramatsu S, Reber HA, Hines OJ, Bilchik AJ, et al. Increased integrity of free circulating DNA in sera of patients with
colorectal or periampullary cancer: direct quantitative PCR for ALU repeats. Clin Chem 2006; 52: 1062-9).
Especificamente, 20 yl de cada depdédsito de FF se digirieron con 16 pug de proteinasa K (PK) (Qiagen) en 20 ul de
tampon (25 ml/l de Tween 20, 50 mmol/l de Tris y 1 mmol/l de EDTA) a 50 °C durante 20 min, seguido de inactivacion
por calor de PK e insolubilizacién a 95 °C durante 5 min. Después de la centrifugacién a 10 000 g durante 5 min, se
retiraron los sobrenadantes y se almacenaron a -80 °C para la cuantificacion de cfADN.

El cfADN se cuantific6 mediante qPCR, usando cebadores ALU 115 (Umetani et al., 2006). Cada reaccion de ALU-
gPCR incluyé 1 pl del depésito de FF digerido con PK y una mezcla de reaccién que contenia 0,25 uM de cebadores
ALU 115 directos e inversos y 5 yl de mezcla maestra 2X LightCycler®480 SYBR Green | (Roche Applied Science,
Alemania). La concentracion de cfADN en depdsitos de FF se determind utilizando una curva estandar obtenida por
diluciones sucesivas de ADN gendmico (Umetani et al., 2006). Se integré un control negativo (sin plantilla) en cada
placa de gPCR y cada depdsito de FF se analiz6 por cuadriplicado.

Analisis estadistico

Se realizé un analisis univariado para cada variable. Los datos paramétricos continuos se presentan como media +
desviacion estandar (DE) y las variables categdricas como numeros y porcentajes. Se utilizé la prueba de Mann-
Whitney y las correlaciones de Spearman para comparar los niveles de cfADN de acuerdo con variables cuantitativas,
basandose en la normalidad de la distribucion evaluada usando la prueba de Shapiro-Wilk. Se usé un andlisis
multivariado para modelar la probabilidad clinica de embarazo. Se ajusté un modelo de regresion logistica en el que
se incluyeron todas las variables asociadas con un valor p inferior a 0,20 en el analisis univariado. A continuacion, un
procedimiento por etapas permitié obtener el modelo multivariado final. La capacidad del nivel de cfADN de FF para
predecir el resultado de embarazo clinico se determind mediante la construccién de la curva operativa del receptor
(ROC) Yy el calculo del area bajo la curva (AUC) con intervalos de confianza (IC) del 95 %. Se calcularon la sensibilidad
y la especificidad para el punto de corte 6ptimo. Las pruebas estadisticas se realizaron utilizando el software R (version
2.15.2). Los resultados se consideraron significativos cuando p <0,05.

Resultados

Nivel de ADN libre de células en depdsitos de FF en relacién con el estado de lareserva ovaricay la duracion
de la infertilidad

La concentracion de cfADN en los depdsitos de FF de las 17 pacientes con sindrome de ovario poliquistico (SOP) fue
significativamente mayor que en los depésitos de FF de pacientes con reserva ovarica normal (n = 94) (2,9 £+ 3,1 ng/pl
frente a 1,7 £ 2,3 ng/pl, p = 0,049) (figura 8). En general, los niveles de cfADN fueron significativamente més altos en
los depésitos de FF de pacientes con trastornos de la reserva ovarica (incluyendo LFOR y SOP) que en los depésitos
de FF de mujeres con reserva ovarica normal (2,7 £ 2,7 ng/pl frente a 1,7 £ 2,3 ng/pl, p = 0,03) (figura 5A).

Dado el perfil clinico especifico del SOP, se decidié excluir a estas 17 pacientes del analisis posterior. Ademas, las
concentraciones de cfADN fueron significativamente mas altas en los depésitos de FF de pacientes con AFC bajo
(<10) que en muestras de mujeres con AFC normal (=10) (2,3 + 2,6 ng/ul frente a 1,5 + 2,2 ng/ul, respectivamente, p
= 0,04) (figura 5B, panel izquierdo y Tabla 1). Asimismo, el nivel de cfADN de FF tendié a ser mas alto en mujeres con
una concentracion en suero de AMH muy baja el dia 3 del ciclo menstrual (€1 ng/ml) que en aquellas con AMH >1 ng/ml
(4,3 £ 5,0 ng/pl frente a 1,6 + 2,0 ng/pl, respectivamente, p = 0,06) (figura 5B, panel derecho y Tabla 1).

Finalmente, los niveles de cfADN de FF aumentaron progresivamente con la duracion de la infertilidad y fueron
significativamente mas altos en pacientes que habian estado intentando concebir durante mas de cinco afios en
comparacioén con las mujeres que lo intentaron solo durante un afio (2,9 + 3,8 ng/pl frente a 1,1 + 1,6 ng/ul, p = 0,049)
(figura 5C y Tabla 1).

Concentracion de ADN libre de células en depoésitos de fluido folicular de acuerdo con el protocolo de EOC y
larespuesta ovarica

El nivel de cfADN de FF no vari6 significativamente entre las mujeres que recibieron agonistas de GnRH y las tratadas
con antagonistas (Tabla 2). Por otro lado, fue significativamente mayor después de una estimulacion ovarica
prolongada (>10 dias) que después de un tratamiento corto (7-10 dias) (2,4 + 2,8 ng/ul frente a 1,5 £ 1,9 ng/ul, p =
0,008) (figura 6A y Tabla 2). Asimismo, el analisis de correlacion de Spearman mostré que el nivel de cfADN de FF se
correlacioné significativa y positivamente con la duracion de la estimulacién ovarica (r = 0,2; p = 0,04). Ademas, el
nivel de cfADN fue significativamente mayor en los depodsitos de FF de mujeres que recibieron una dosis total alta de
gonadotropinas (=3000 Ul/I) que en las mujeres tratadas con dosis mas bajas (<3000 UI/l) (2,2 + 2,3 ng/ul frente a 1,5
+ 2,1 ng/yl, p = 0,01) (figura 6B y Tabla 2). Se obtuvo un resultado similar cuando solo se consideraron las pacientes
que recibieron un protocolo con agonistas (2,4 + 3,2 ng/pl frente a 1,1 £ 1,1 ng/pl, p = 0,049) (Tabla 2). Ademas, los
depositos de FF de pacientes con un nimero bajo de ovocitos recuperados (<6) tenian una concentracion de cfADN
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significativamente mayor que los de mujeres con un nimero mayor de ovocitos recuperados (>6) (2,8 + 3,5 ng/ul frente
a 1,4 1,5 ng/ul, p = 0,045) (figura 6C y Tabla S2).

Concentracion de ADN libre de células en depésitos de fluido folicular y resultados embrionarios

El dia 2 después de la fertilizacion, se encontré que las cohortes de ovocitos que dieron lugar a un pequefio nimero
de embriones (<2 embriones) estaban relacionadas con depdsitos de FF con un nivel de cfADN significativamente
mas alto en comparacion con las cohortes de ovocitos de las que se obtuvieron al menos tres embriones (2,5 + 2,9
ng/ul frente a 1,6 + 2,0 ng/pl, respectivamente, p = 0,03) (figura 7A y Tabla 3). Ademas, los embriones de 1,8 £ 1,9y
1,5 £ 1,5 (media + DE) de cada cohorte de embriones (es decir, los embriones obtenidos para cada paciente) se
consideraron de alta calidad (grado 1 y 2) el dia 2 y el dia 3, respectivamente. En estas primeras etapas de escision,
la concentracion de cfADN fue significativamente mayor en los depdsitos de FF relacionados con cohortes de
embriones que incluian solo embriones de mala calidad (grados 3 y 4), en comparacién con los relacionados con
cohortes con al menos un embrién de alta calidad (el dia 2: 3,0 + 3,4 ng/ul frente a 1,3 + 1,5 ng/ul, p = 0,002; el dia 3:
2,5 + 3,0 ng/pl frente a 1,4 + 1,7 ng/ul, p = 0,006, respectivamente) (figura 7B y 7C, paneles izquierdos y Tabla 3).
Asimismo, el analisis de correlacién de Spearman indicé que existian correlaciones significativas y negativas entre la
concentracion de cfADN de FF y el numero de embriones de alta calidad (grados 1y 2) los dias 2y 3 (r=-0,21, p =
0,04; r=-0,21; p = 0,04, respectivamente). Ademas, el nivel de cfADN fue significativamente mas alto en los depdsitos
de FF relacionados con cohortes de embriones con menos del 20 % de embriones de alta calidad los dias 2 y 3 en
comparacion con los relacionados con cohortes de embriones que incluian mas del 20 % de embriones de alta calidad
(dia 2: 2,5 + 3,1 ng/ul frente a 1,3 + 1,5 ng/pl, p = 0,04; dia 3: 2,4 + 3,0 ng/pl frente a 1,3 + 1,4 ng/pl, p = 0,02,
respectivamente) (figura 7B y 7C, paneles derechos y Tabla 3). Ademas, la relacion entre el niUmero de embriones de
grado 1-2 y el nimero total de embriones calculado los dias 2 y 3 se correlaciond de manera significativa y negativa
con el nivel de cfADN de FF (r =-0,27; p = 0,01 y r = -0,23; p = 0,03, respectivamente).

Teniendo en cuenta cada criterio morfologico individualmente el dia 3, los niveles de cfADN tendian a ser mas altos
en los depésitos de FF relacionados con embriones con una tasa de fragmentacion alta (=20 %) que con una tasa de
fragmentacion baja (<20 %) (2,6 + 3,5 ng/ul frente a 1,4 + 1,3 ng/pl, respectivamente, p = 0,18) (figura 7D, panel
izquierdo y Tabla 3). Ademas, se calculd la relaciéon entre el numero total de blastémeros y el nimero total de
embriones para cada cohorte de embriones para estimar la cinética de desarrollo global. El dia 3, los niveles de cfADN
fueron significativamente mas altos en los depdsitos de FF correspondientes a las cohortes de embriones con una
relacion baja del numero total de blastdbmeros/nimero total de embriones (<6; desarrollo retardado) que en aquellos
con una cinética de desarrollo normal (relacion entre 6 y 8) (2,8 + 2,7 ng/ul frente a 1,8 £ 2,8 ng/ul, respectivamente,
p = 0,02) (figura 7D, panel derecho y Tabla 3).

Tabla 3: Niveles de cfADN en los depdsitos de fluido folicular de acuerdo con el resultado del desarrollo embrionario
en las primeras etapas (dia 2 y dia 3).

Resultado del desarrollo embrionario Media DE n cfADN de FF |valor p
(ng/ul)
Media £ DE
[95 % de IC]
El dia 2
Numero total de embriones 5,3 3,7 - - -
<2 - - 20 25+29
[1,2-3,9]
>2 - - 78 1,6 2,0 0,03
[1,1-2,0]
Embriones de grado 1-2 1,8 1,9 - - -
Ninguno grado 1-2 - - 26 3,0+£34
[1,7-4,4]
=1 grado 1-2 - - 65 1,3+15 0.002
[0,9-1,4]
Embriones de grado 1-2/todos los 0,3 0,28 - -
embriones j
relacion <0,2 - - 34 2,5+3/1
[1,5-3,6]
relacion 20,2 - - 57 1,3%1,5 0,04
[0,9-1,7]
El dia 3
Embriones de grado 1-2 1,5 1,5 - - -
Ninguno grado 1-2 - - 32 2,5+3,0
[1,4-3,6]
=1 grado 1-2 - - 59 1,4+17 0.006
[1,0-1,8]
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(continuacién)

Resultado del desarrollo embrionario Media DE n cfADN de FF |valor p
(ng/pl)
Embriones de grado 1-2/todos los 0,29 0,3 - -
embriones j
relacion <0,2 - - 39 24 +3,0
[1,4-3,4]
relacion 20,2 - - 52 1,3x14 0,02
[0,9-1,7]
% de fragmentacién 0,19 0,11 - - -
% de fragmentacién <20 - - 60 1,4+£1,3
[1,0-1,7]
% de fragmentacion =20 - - 31 26134 018 NS
[1,3-3,9]
Numero total de blastémeros/nimero - -
total de embriones j
relaciéon = 6-8 - - 45 1,8+28 ref
[1,0-2,6]
relaciéon <6 - - 11 2,827
[1,0-4,6] 0.02
relacion >8 - - 35 1,4+1,2
[1,0-1,8] 0,39 NS
DE, desviacion tipica. Valores p: Prueba de Mann-Whitney.

Valor predictivo del ADN libre de células en los depdsitos de fluido folicular para el resultado de embarazo
clinico

Después del ajuste para el rango de intentos de FIV/ICSI y el nimero de embriones, el nivel de cfADN de FF se asocio
de forma significativa e independiente con el resultado de embarazo clinico [Relaciéon de probabilidad ajustada: 0,69
[0,5; 0,96], p = 0,03] (Tabla 4). El &rea bajo la curva ROC, que cuantifica el potencial de prediccion del embarazo
clinico de la concentracion de cfADN de FF, fue 0,73 [0,66-0,87] con un 88 % de especificidad y un 60 % de
sensibilidad. Por otro lado, el nimero de embriones de alta calidad (grados 1 y 2) no predijo significativamente el
resultado de embarazo clinico (p = 0,42), lo que sugiere que en nuestra poblacién, el valor predictivo del nivel de
cfADN de FF fue mayor que el niumero de embriones de primera calidad.

Tabla 4. Modelo logistico multivariado que muestra la prediccidon del embarazo clinico de acuerdo con el nivel de
cfADN en los depésitos de fluido folicular.

Parametros OR en bruto [95 % valor OR ajustada [95 % valor
de IC] P de ICJ* P

Probabilidad de obtener un embarazo clinico

cfADN de FF (ng/ul) 0,75 [0,55; 1,03] 0,08 0,69 [0,5; 0,96] 0,03

Numero de rango de . .

FIV/ICSI = 1 frente a >1 2,5[1,0:6,27] 0,05 3,6[1,398] 0,01

NuUmero de embriones 1,15[1,0; 1,3] 0,04 1,18 [1,01; 1,37] 0,03

OR, Relacién de probabilidad; *Ajustado al rango de intentos de FIV/ICSI y el nimero de embriones.

Analisis

Este estudio demuestra que el contenido de cfADN en muestras de FF agrupadas de la misma paciente esta
relacionado significativamente con el estado de reserva ovarica de la mujer, lo que sugiere que un nivel alto de cfADN
de FF podria reflejar un microambiente folicular deficiente. También muestra que los niveles de cfADN fueron
significativamente mas altos en los depdsitos de FF después de una estimulaciéon ovarica fuerte o prolongada que
después de un tratamiento corto o una estimulacion con dosis bajas de gonadotropinas. Finalmente, los datos indican
que el cfADN de FF podria usarse para predecir el resultado de embarazo clinico. En conjunto, los resultados sugieren
que la cuantificacion de cfADN de FF podria considerarse para mejorar la estrategia y los resultados de la FIV.

La cantidad de cfADN fue significativamente mayor en los depdsitos de FF de mujeres con una larga duracion de la
infertilidad (més de 5 afios). La infertilidad prolongada se asocia a menudo con un mayor estrés en parejas infértiles
(Chiba H, Mori E, Morioka Y, Kashiwakura M, Nadaoka T, Saito H, et al. Stress of female infertility: relations to length
of treatment. Gynecol Obstet Invest 1997;43: 171-7; Lynch CD, Sundaram R, Maisog JM, Sweeney AM, Buck Louis
GM. Preconception stress increases the risk of infertility: results from a couple-based prospective cohort studythe LIFE
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study. Hum Reprod 2014;29: 1067-75). Curiosamente, Curiosamente, un estudio reciente informé que el nivel de
cfADN en sangre era mas alto en pacientes sometidas a FIV y que sufrian estrés (Czamanski-Cohen J, Sarid O, Cwikel
J, Levitas E, Lunenfeld E, Douvdevani A, et al. Decrease in cell free DNA levels following participation in stress
reduction techniques among women undergoing infertility treatment. Arch Womens Ment Health 2014;17: 251-3). Por
lo tanto, un periodo prolongado de estrés, causado por la ausencia de embarazo, podria conducir a un aumento de
eventos apoptoéticos en las células foliculares y, en ultima instancia, a niveles mas altos de cfADN de FF. Ademas, se
ha demostrado que las técnicas de relajacion pueden ser beneficiosas durante el proceso de FIV, para reducir los
niveles de cfADN en plasma y mejorar los resultados del embarazo (Czamanski-Cohen et al., 2014).

Los niveles de cfADN fueron significativamente mas altos en los depésitos de FF de mujeres que padecian SOP o,
mas generalmente, con trastornos de la reserva ovarica (SOP y LFOR). El SOP es la endocrinopatia mas comun en
mujeres en edad reproductiva. Se han descrito diversas anomalias bioquimicas en este sindrome, tal como
hiperinsulinemia, que conduce a niveles elevados de insulina sérica e hiperandrogenismo a través de la estimulacion
de la secrecion de androgenos ovaricos (Goodarzi MO, Dumesic DA, Chazenbalk G, Azziz R. Polycystic ovary
syndrome: etiology, pathogenesis and diagnosis. Nat Rev Endocrinol 2011; 7: 219-31). Recientemente, se informé que
una alta concentracion de insulina promueve la apoptosis en células de la granulosa de ovario de rata cultivadas
primarias (Ni XR, Sun ZJ, Hu GH, Wang RH. High Concentration of Insulin Promotes Apoptosis of Primary Cultured
Rat Ovarian Granulosa Cells Via Its Increase in Extracellular HMGB1. Reprod Sci 2015; 22: 271-7). Por lo tanto, Por
lo tanto, el alto contenido de cfADN de FF en pacientes con SOP podria explicarse por un aumento de la apoptosis en
las células de la granulosa debido a la hiperinsulinemia. Ademas, informamos previamente que los niveles de cfADN
son significativamente mas altos en foliculos pequefios en comparacion con los grandes (Scalici E, Traver S, Molinari
N, Mullet T, Monforte M, Vintejoux E, et al. Cell-free DNA in human follicular fluid as a biomarker of embryo quality.
Hum Reprod 2014;29: 2661-9). El SOP se asocia con anomalias de la madurez folicular, tal como un mayor nimero
de pequefios foliculos preantrales (Dewailly D, Andersen CY, Balen A, Broekmans F, Dilaver N, Fanchin R, et al. The
physiology and clinical utility of anti-Millerian hormone in women. Hum Reprod Update 2014;20: 370-85; Franks S,
Stark J, Hardy K. Follicle dynamics and anovulation in polycystic ovary syndrome. Hum Reprod Update 2008;14: 367-
78). Estos pequefios foliculos podrian contener altos niveles de cfADN, lo que explica por qué la concentraciéon de
cfADN es alta en los depésitos de FF de pacientes con SOP. También se muestra que la concentracion de cfADN de
FF es alta en mujeres con reserva ovarica deficiente (AFC <10 o AMH <1 ng/ml) (Jayaprakasan K, Campbell B,
Hopkisson J, Johnson I, Raine-Fenning N. A prospective, comparative analysis of anti-Mdllerian hormone, inhibin-B,
and three-dimensional ultrasound determinants of ovarian reserve in the prediction of poor response to controlled
ovarian stimulation. Fertil Steril 2010;93: 855-64; Ficicioglu C, Cenksoy PO, Yildirim G, Kaspar C. Which cut-off value
of serum anti-Millerian hormone level can predict poor ovarian reserve, poor ovarian response to stimulation and in
vitro fertilization success? A prospective data analysis. Gynecol Endocrinol 2014;30: 372-6). Dado que la disminucion
de la reserva ovarica es causada por la apoptosis acelerada en el ovario (Spencer SJ, Cataldo NA, Jaffe RB. Apoptosis
in the human female reproductive tract. Obstet Gynecol Surv 1996;51: 314-23; Seifer DB, Gardiner AC, Ferreira KA,
Peluso JJ. Apoptosis as a function of ovarian reserve in women undergoing in vitro fertilization. Fertil Steril 1996;66:
593-8; Vital Reyes VS, Téllez Velasco S, Hinojosa Cruz JC, Reyes Fuentes A. [Ovarian apoptosis]. Ginecol Obstet
Mex 2001;69: 101-7), esto podria conducir a una importante liberacion de fragmentos de ADN dentro de los foliculos
ovaricos. Ademas, para optimizar su respuesta ovarica, las mujeres con escasa reserva ovarica reciben grandes dosis
de gonadotropina y el dia de la recuperacion de los ovocitos, el médico intentara aspirar con mas asiduidad los foliculos
mas pequefios para aumentar el nimero de ovocitos. Por lo tanto, en este caso, los fluidos foliculares de foliculos mas
pequefios se volveran proporcionalmente mas representados en el grupo que en respondedores normales con una
cohorte sincronizada de foliculos mas grandes. Estas observaciones sugieren que el contenido de cfADN en los
foliculos antrales podria depender de (i) el estado ovarico basal (aumento de cfADN en el caso de disfuncién ovarica)
y/o de (ii) la madurez folicular después del reclutamiento mediante protocolos de EOC.

De hecho, el nivel de cfADN de FF fue significativamente mayor después de un protocolo de EOC prolongado (>10
dias) o después de la administracion de altas dosis de gonadotropinas (=3000 Ul/l). Ademas, el estado de la reserva
ovarica influye fuertemente en la respuesta ovarica a los protocolos de EOC (Dewailly D, Andersen CY, Balen A,
Broekmans F, Dilaver N, Fanchin R, et al. The physiology and clinical utility of anti-Mdullerian hormone in women. Hum
Reprod Update 2014;20: 370-85; Younis JS, Skournik A, Radin O, Haddad S, Bar-Ami S, Ben-Ami M. Poor oocyte
retrieval is a manifestation of low ovarian reserve. Fertil Steril 2005;83: 504-7; La Marca A, Sunkara SK.
Individualization of controlled ovarian stimulation in IVF using ovarian reserve markers: from theory to practice. Hum
Reprod Update 2014;20: 124-40). Por ejemplo, actualmente se recomienda la estimulacién ovarica fuerte o prolongada
para mujeres con riesgo de respuesta ovarica deficiente (Ficicioglu C, Cenksoy PO, Yildirim G, Kaspar C. Which cutoff
value of serum anti-Miillerian hormone level can predict poor ovarian reserve, poor ovarian response to stimulation and
in vitro fertilization success? A prospective data analysis. Gynecol Endocrinol 2014;30: 372-6; Lan VT, Linh NK, Tuong
HM, Wong PC, Howles CM. Anti-Miillerian hormone versus antral follicle count for defining the starting dose of FSH.
Reprod Biomed Online 2013;27: 390-9). Por consiguiente, las pacientes que recibieron estimulacion prolongada o
dosis altas de gonadotropina se superponen parcialmente con pacientes con niveles altos de cfADN intrafolicular
relacionados con una reserva ovarica baja. Ademas, un nivel alto de cfADN de FF después de una estimulacion
prolongada o fuerte podria representar un efecto real de los protocolos de EOC, con posibles consecuencias
perjudiciales en los resultados de la FIV/ICSI. Por ejemplo, fuertes dosis suprafisiolégicas de gonadotropina podrian
inducir la apoptosis de las células foliculares (Liu S, Feng HL, Marchesi D, Chen ZJ, Hershlag A. Dose-dependent
effects of gonadotropin on oocyte developmental competence and apoptosis. Reprod Fertil Dev 2011;23: 990-6), lo
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que sugiere la necesidad de adaptar especificamente los tratamientos de estimulacion al perfil de cada paciente. Por
el contrario, el contenido de cfADN de FF no difirié de acuerdo con el tipo de protocolos de EOC (agonista frente a
antagonista). En consonancia, se detectaron niveles similares de apoptosis en células de la granulosa expuestas a
tratamientos con agonistas o antagonistas (Lavorato HL, Oliveira JB, Petersen CG, Vagnini L, Mauri AL, Cavagna M,
et al. GnRH agonist versus GnRH antagonist in IVF/ICSI cycles with recombinant LH supplementation: DNA
fragmentation and apoptosis in granulosa cells. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 2012;165: 61-5).

La concentracion de cfADN de FF también fue significativamente mayor en pacientes de las que se recuperaron pocos
ovocitos (<6) (Broekmans FJ, Verweij PJ, Eijkemans MJ, Mannaerts BM, Witjes H. Prognostic models for high and low
ovarian responses in controlled ovarian stimulation using a GnRH antagonist protocol. Hum Reprod 2014;29: 1688-97)
0 se obtuvieron pocos embriones (<2). Esta observacion confirma que un nivel alto de cfADN de FF se asocia
significativamente con una respuesta ovarica deficiente a los protocolos de EOC. Ademas, sugiere que el nivel de
cfADN de FF esta relacionado tanto con la cantidad como con la calidad de los ovocitos recuperados, dos
caracteristicas clave para la produccién de embriones. De hecho, se reconoce ampliamente que el entorno folicular
influye fuertemente en la competencia del desarrollo de los ovocitos (Mendoza C, Ruiz-Requena E, Ortega E,
Cremades N, Martinez F, Bernabeu R, et al. Follicular fluid markers of oocyte developmental potential. Hum Reprod
2002; 17: 1017-22; Baka S, Malamitsi-Puchner A. Novel follicular fluid factors influencing oocyte developmental
potential in IVF: a review. Reprod Biomed Online 2006;12: 500-6; Revelli A, Delle Piane L, Casano S, Molinari E,
Massobrio M, Rinaudo P. Follicular fluid content and oocyte quality: from single biochemical markers to metabolomics.
Reprod Biol Endocrinol 2009;7: 40; Carpintero NL, Suarez OA, Mangas CC, Varea CG, Rioja RG. Follicular steroid
hormones as markers of oocyte quality and oocyte development potential. J Hum Reprod Sci 2014; 7: 187-93). Por
este motivo, el cfADN de FF podria representar un nuevo biomarcador prometedor de la calidad del microambiente
folicular. Un microambiente folicular deficiente, con altos niveles de cfADN, podria afectar a la capacidad de desarrollo
de los ovocitos y el desarrollo embrionario, lo que provocaria el fracaso de la FIV. Dado que se encuentra que la
estimulacién ovarica fuerte o prolongada conduce a un nivel alto de cfADN de FF, podria recomendarse adaptar la
duracion de la estimulacion y la dosis de gonadotropina a cada paciente para limitar la produccion de cfADN de FF.
De hecho, la conservacién del microambiente folicular es primordial para obtener ovocitos competentes y, por lo tanto,
embriones competentes.

Este estudio confirma la observacion anterior (Scalici et al., 2014) de que los niveles de cfADN en muestras de FF se
correlacionan significativamente con la calidad del embrién durante el desarrollo temprano, cuando los embriones
dependen de la reserva materna de ovocitos (los dias 2 y 3). De hecho, los niveles de cfADN fueron significativamente
mas altos en los depdsitos de FF relacionados con las cohortes de ovocitos que dieron solo embriones de mala calidad,
embriones con una alta tasa de fragmentacion (=220 %) o embriones con retraso en el desarrollo (relaciéon del numero
total de blastomeros/nimero total de embriones <6). Estos embriones de mala calidad provienen de cohortes de
ovocitos rodeados de FF que contiene altos niveles de cfADN, lo que sugiere un efecto negativo de un entorno folicular
rico en cfADN sobre la calidad del embrién (Scalici et al., 2014). De acuerdo con estos resultados, el alto nivel de ADN
mitocondrial en el medio de cultivo embrionario también se asocid significativamente con una alta tasa de
fragmentacion en las escisiones embrionarias tempranas (Stigliani S, Anserini P, Venturini PL, Scaruffi P. Mitochondrial
DNA content in embryo culture medium is significantly associated with human embryo fragmentation. Hum Reprod
2013;28: 2652-60).

Finalmente, el nivel de cfADN de FF en un modelo multivariado predijo de forma independiente y significativa el
resultado de embarazo clinico con alta especificidad (88 %). El potencial predictivo del nivel de cfADN de FF fue mayor
que el del numero de embriones de alta calidad (segun criterios morfoldgicos). Por lo tanto, este modelo predictivo
podria usarse como una herramienta complementaria para determinar la probabilidad de éxito de la FIV.
Recientemente, se informd una asociacion significativa entre la relacion ADN mitocondrial/ADN genémico en medio
de cultivo de embriones y el resultado de la implantacién (Stigliani S, Persico L, Lagazio C, Anserini P, Venturini PL,
Scaruffi P. Mitochondrial DNA in Day 3 embryo culture medium is a novel, non-invasive biomarker of blastocyst
potential and implantation outcome. Mol Hum Reprod 2014;20: 1238-46). Ademas, Czamanski-Cohen et al.
encontraron un nivel mas alto de cfADN en muestras de suero de pacientes con bajas tasas de embarazo después de
la FIV, lo que sugiere que los fragmentos de ADN circulantes de células maternas apoptéticas podrian tener un efecto
daiino. Dado que hay un movimiento de componentes fluidos entre los foliculos y la vasculatura (Rodgers RJ, Irving-
Rodgers HF. Formation of the ovarian follicular antrum and follicular fluid. Biol Reprod 2010;82: 1021-9), estos
fragmentos podrian provenir de eventos apoptéticos masivos que se producen en los ovarios y contribuyen a aumentar
el nivel de cfADN en muestras de FF.

Ademas, la cuantificacion de cfADN en depdsitos de FF, rapida y facil de realizar, podria proporcionar una imagen
general de la calidad del microambiente folicular, influyendo en los resultados de la FIV. Por lo tanto, esta cuantificacion
podria asociarse con el método basado en la morfologia para mejorar la seleccion de embriones para reemplazo o
congelacioén y, en consecuencia, la posibilidad de éxito de la FIV. Este biomarcador podria constituir una herramienta
complementaria para mejorar el manejo de la infertilidad femenina y desarrollar un programa de atencion
personalizada.

Tabla S1: Caracteristicas clinicas y respuesta ovarica a la estimulacién de pacientes con sindrome de ovario
poliquistico (SOP) (n = 17).
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Variable Media n (total = 17) DE
Edad (afios) 33,5 - 4.2
<37 afnos - 14 -
=37 anos - 3 -
IMC (kg/m?) 26,7 - 5,9
18,5 < IMC <25 - 6 -
IMC <18,5 N 1
25 < IMC <30 - 5 -
IMC =30 - 5 -
Duracion de la infertilidad 3,8 - 1,3
(afios) 1 - 1 -
2-4 - 12 -
25 - 4 -
Infertilidad primaria - 6 -
Infertilidad secundaria - 11 -
Numero de ciclo de 1,9 - 1,2
FIV/ICSI 1 - 7 -
>1 - 10 -
Evaluacién inicial
FSH (UI/) 5,8 - 1,8
LH (Ul 6,9 - 3,5
E2 (pg/ml) 36,3 - 15,1
AMH (ng/ml) 7,4 - 3,5
AFC 26 - 11,5
Protocolo con agonistas - 13 -

Protocolo con
antagonistas

Dias de estimulacion 10 - 1,7
Dosis total de gonadotropinas (Ul/l) 1917,2 751,7

Respuesta hormonal ovarica en el
desencadenamiento de la ovulacién

Nivel maximo de E2

2068,9 - 847,2
o)
ivel de progesterona }
(ng/ml) 0.7 04
Nivel de LH (Ul/1) 2.4 - 1,8

DE, desviacion estandar; IMC, indice de masa corporal; FSH, hormona foliculoestimulante; LH, hormona
luteinizante; E2, 17B-estradiol; AMH, hormona anti-Milleriana; AFC, recuento de foliculos antrales; FIV,
fertilizacion in vitro; ICSI, inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides.

Tabla S2: Nivel de cfADN en depositos de fluido folicular de acuerdo con la recuperaciéon de ovocitos, la
fertilizacion y resultados de la escisién temprana.

Recuperacion de ovocitos, GfADN de FF (ng/ml)

;ngillszig:]:l?enmypzzigltados de una Media DE Media + DE [95 % de IC] valor p

Ovocitos 9,5 4.7 - - -
<6 - - 25 2,8 +3,5[1,4-4,2] 0,045
>6 - - 75 1,4+1,5[1,0-1,7]

Zona pelucida vacia 0,4 0,8 - - -

Zona pelucida no vacia - - 87 1,5+1,8[1,1-1,9] 0,3 NS
21 Zona pelucida vacia - - 24 2,4 +3,2[1,2-3,7]
Ovocitos maduros (Mll) 7,2 41 - - -
<5 - - 19 2,4 +3,1[1,0-3,9] 0,25 NS
25 - - 50 5+1,6[1,1-2,0]

Ovocitos maduros/ovocitos 0,76 0,21 - - -
relacion <0,75 - - 26 1,5+1,5[0,8-2,1] 0,45 NS
relacion 20,75 - - 43 2,0+24[1,2-2,7]

Ovocitos inmaduros (GV, Ml) 1,8 1,9 - - -

<3 - - 67 1,9+25[1,3-2,5] 0,97 NS
X - - 33 1,4 +1,4[1,0-1,9]
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(continuacién)

Recuperacion de ovocitos, CfADN de FF (ng/ml)

fertilliz”acién y resultados de una Media DE Media + DE [95 % de IC] valor p

escisién temprana

Ovocitos inmaduros/ovocitos 0,18 0,18 - -

relacion <0,25 - - 70 1,9+2,5[1,3-2,5] 0,26 NS
relacion 20,25 - - 30 1,3+1,5[0,8-1,9]

Ovocitos atréticos 0,3 0,8 - - -

Ovocito atrético - - 85 1,7 £2,3[1,2-2,3] 0,44 NS
21 ovocito atrético - - 15 1,7+ 1,3[1,0-2,4]

Ovocitos atréticos/ovocitos 0,02 0,07 - - -
relacion <0,1 - - 88 1,7 £2,3[1,2-2,2] 0,19 NS
relacion >0,1 - - 12 1,9+ 1,3[1,0-2,7]

Fertilizaciéon

% de fertilizacion por FIV/ICSI 0,65 0,3 - - -

<0,65 - - 20 1,9+1,7[1,2-2,7]
065 - - 79 17 +2.4[1.2-2.2] 0,27 NS

25-27 horas después de la fertilizacion

Escision temprana 1,8 2,6 - - -

No - - 36 1,9+£2,7[1,0-2,9]
>1 - - 55 1,7£2,0[1,1-2,2] 0.72NS

Escision temprana/2PN 0,41 0,88 - - -
relacion <0,5 - - 68 2,0+2,6[1,4-2,6] 018 NS
relacion >0,5 - - 21 1,0+ 0,8 [0,7-1,4] ’

% de fragmentacion 0,07 0,09 - - -

<10 % - - 31 1,3+1,3[0,9-1,8]
210 % - - 24 2,1+2,6[1,0-3,2] 025NS

DE, desviacion estandar; Mll, ovocito bloqueado en metafase Il meiética; GV, vesicula germinal; M, ovocito
bloqueado en metafase meiética I; FIV, fertilizacién in vitro; ICSI, inyeccidn intracitoplasmatica de
espermatozoides. Valores p: Prueba de Mann-Whitney.

Tabla S3: Clasificacion de la calidad embrionaria el dia 2 y el dia 3 después de la fertilizacién.

Criterios morfoldgicos grado
1 2 3 4

Numero de blastomeros

Dia 2 4-5 4-5 4-5 <40>5 -

Dia 3 6-8 6-8 6-8 <6 0>8 -

Regularidad de los . . .
blastomeros Regular Regular Regular o irregular Regular o irregular Regular o irregular

Tasade <10 1019 20-40 <40 >40

fragmentacion (%)
La calidad del embrién se clasificé de 1 a 4 (1-2 para embriones de alta calidad; 3-4 para embriones de mala
calidad), basandose en los siguientes criterios morfolégicos: nimero de blastdmeros, regularidad de los
blastémeros y tasa de fragmentacion

EJEMPLO 3:

Materiales y métodos

Pacientes

Este estudio prospectivo incluyé a 131 mujeres que se sometieron a FIV convencional (n = 32) o ICSI (n = 99) en el
Departamento ART-PGD del Hospital Universitario de Montpellier, Francia. Su edad media fue 34,7 + 4,5 afios (media
+ DE; rango: 19 a 43 afios) y el indice de masa corporal (IMC) fue de 23,4 + 4,5 kg/m? (media * DE; rango: 17 y 37,5
kg/m?) (Tabla 7). La duracion de la infertilidad fue de 3,6 + 1,5 afios (media * DE) y la infertilidad fue primaria en 78
parejas y secundaria en las otras 53. Se detectaron factores masculinos, femeninos y mixtos en el 31,3 %, 37,4 % y
el 25,2 % de los casos, respectivamente, mientras que la infertilidad fue inexplicable en el 6,1 % de las parejas. Este
fue el primer intento de FIV o ICSI para el 38,9 % de ellos, mientras que el 61,1 % ya se habia sometido al menos a
un ciclo (numero medio de ciclos = DE: 2,1 + 1,3). Entre las 131 mujeres, 91 tenian una reserva ovarica normal y 10
tenian LFOR, basandose en el nivel en suero de AMH y AFC, evaluadas el dia 3 del ciclo menstrual. Las otras 30
mujeres tenian SOP, de acuerdo con los criterios de Rotterdam (Rotterdam, 2004). También se midieron los niveles
en suero de hormona foliculoestimulante (FSH) basal, hormona luteinizante (LH) y 17Bestradiol (E2) en cada paciente
el dia 3 del ciclo menstrual. Las caracteristicas clinicas de todas las mujeres y de los tres grupos (reserva ovarica
normal, SOP y LFOR) se detallan en la Tabla 7.
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Los pacientes fueron informados sobre la recogida/analisis de muestras de FF y dieron su consentimiento informado
por escrito el dia de la recuperacién de ovocitos. La Junta de Revision Institucional local aprobé esta investigacion.

Procedimiento FIV

Se administrd diariamente un agonista de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) (Decapeptyl, IpsenPharma)
a 63 mujeres y se utilizé un protocolo con antagonistas en 64. Los cuatro pacientes restantes recibieron un tratamiento
suave y, por lo tanto, fueron excluidas del analisis sobre el efecto del tratamiento en la expresion de miARN. Estos
dos protocolos incluian EOC con dos tipos de gonadotropinas: FSH recombinante (r-FSH) (Puregon, MSD,
Courbevoie, Francia o GonalF, Merck Serrono, Lyon, Francia), o gonadotropina menopausica humana (hMG)
altamente purificada (Menopur, Ferring, Gentilly, Francia). La duracién de la EOC fue de 10,5 £ 1,4 dias y la dosis total
de gonadotropina fue de 2501 + 673 Ul/l (media + DE) (Tabla 7). La respuesta ovarica a la estimulacion se monitorizé
midiendo la concentracion en suero de E2 y mediante la evaluacion por ultrasonidos del crecimiento folicular y
endometrial. La ovulacion se desencadend con una inyeccion de 250 pg de gonadotropina coriénica humana (hCG)
(Ovitrelle, Merck Serono, Lyon, Francia) cuando al menos tres foliculos alcanzaron el diametro de 17 mm o mas en el
examen por ultrasonidos. En el dia de desencadenamiento de la ovulacion, también se evaluo la respuesta hormonal
ovarica cuantificando los niveles en suero de E2, LH y progesterona (Tabla 7).

Los ovocitos se recuperaron mediante aspiracion transvaginal guiada por ultrasonidos 36 h después de la inyeccion
de hCG. Para cada paciente, se aspiraron todos los foliculos sin enjuagar, se aislaron complejos cimulo-ovocito para
FIV o ICSI convencionales, y se recogieron todas las muestras de FF.

Antes de la microinyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides, se evalud la tasa de madurez de los ovocitos
(77 %) después de la denudacion. En promedio, se recogieron 7,6 + 4,5 ovocitos (media + DE) y 6 + 3,7 ovocitos
maduros (MIl) (media + DE) por paciente (Tabla 8). Los ovocitos se cultivaron individualmente en microgotas de 30 pl
de medio de cultivo (Vitrolife) en aceite a 37 °C en Oz al 5 %, CO2 al 6 % y N2 al 89 %, en atmdsfera humeda. La
presencia de dos pronucleos y dos cuerpos polares, 18-20 h después de la microinyeccion o la inseminacién confirmo
que los ovocitos cultivados se fertilizaron normalmente (tasa de fertilizacion general = 64 %). Para cada paciente, se
obtuvieron 4,1 + 3,3 embriones de los ovocitos fertilizados el dia 2. Entre estos embriones, 1,3 + 1,4 se escindieron
temprano a las 25 o 27 h después de la microinyeccion o la inseminacion, respectivamente. El dia 3, la calidad del
embrién se evalu6 basandose en criterios morfolégicos (nimero de blastomeros, regularidad de blastémeros y tasa
de fragmentacion). En promedio, 1,2 + 1,6 embriones/paciente (media + DE) se consideraron de alta calidad porque
contenian 6-8 blastémeros regulares y menos del 20 % de fragmentos. Uno o dos embriones de alta calidad se
transfirieron al utero el dia 3, mientras que los demas se cultivaron hasta el dia 5. Los blastocitos se clasificaron de
acuerdo con el sistema de puntuacién desarrollado por Gardner (Gardner et al., 2000). El dia 5, solo los blastocitos
expandidos (clasificados como grado 4 o 5) con masa celular interna y trofectodermo calificados como A o B se
vitrificaron usando un sistema cerrado, siguiendo el procedimiento recomendado por Irvine Scientific. Cuatro semanas
después de la transferencia de embriones, se confirmé el embarazo clinico mediante la observacién de al menos un
saco gestacional y de la actividad cardiaca embrionaria en el examen por ultrasonidos. Los resultados de la FIV/ICSI
de todas las mujeres y en los tres grupos (reserva ovarica normal, SOP y LFOR) se informan en la Tabla 8.

Preparacion de muestras de FF

El dia de la recuperacién de los ovocitos, se recogieron y combinaron todas las muestras de FF de un paciente (n =
131 depdsitos). Se centrifugé un volumen de 15 ml de cada depdsito a 3000 g durante 15 min. A continuacion, se
eliminaron los sobrenadantes, se filtraron a través de filtros de 0,45 ym para eliminar los restos celulares y se
almacenaron a -80 °C.

Extraccién de miARN

Se uso el kit de acido nucleico circulante de QIAamp® (ref. 55114; Qiagen) para el aislamiento y purificacion de miARN
circulantes de 3 ml de cada depésito de FF de acuerdo con el protocolo del fabricante. Brevemente, se mezclaron 3 ml
de depdsito de FF, 400 pl de proteinasa K de Qiagen y 4,2 ml de tampon ACL mediante agitacion vorticial de pulsos y
se incubaron a 60 °C durante 30 min. Después de la incubacion, se afiadieron 9 ml de tampon ACB al lisado y se
mezclaron mediante agitacion vorticial de pulsos. A continuacion, la mezcla se transfirid a una columna QlAamp Mini
mediante presion de vacio para adsorber los miARN en una pequefia membrana de silice. A continuacion, cada
membrana se lavd en tres etapas para eliminar los contaminantes residuales. Se eluyeron microARN circulantes de
alta pureza en 40 yl de tampén AVE.

Andlisis de expresion de miARN de FF por RT-qPCR

Se generd ADN complementario (ADNc) usando el kit de transcripcion inversa de microARN TagMan y cebadores de
tallo-bucle especificos de miARN para let-7b, miR-29a, miR-30a, miR-140, miR-191 y miR-320a (ref 4427975, Life
Technologies). La mezcla de reaccion de 15 pl contenia 5 pl de depdsito de FF, 0,15 pyl de dNTP 100 mM, 1,5 ul de
tampon 10xRT, 1 pl de enzima MultiScribe RT (50 U/ul), 0,19 pl de inhibidor de RNasa (20 U/pl), 4,16 ul de agua sin
nucleasa y 3 yl de cebador Tagman RT. La transcripcion inversa se realizé a 16 °C durante 30 min y después a 42 °C
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durante 30 min, seguida de una etapa inactivado a 85 °C durante 5 min y una etapa de retencion a 4 °C. La PCR
cuantitativa se realizd6 por duplicado para cada muestra utilizando LightCycler 480® (Roche Applied Science,
Alemania); se afnadié un control negativo (agua) para cada depdsito de FF. Las reacciones de PCR se realizaron en
un volumen total de 10 pl, que consistia en 3 yl de ADNc, 5 pl de Tagman Universal PCR MasterMix (Applied
Biosystems) y 2 ul de cebador (Life Technologies). La mezcla se incubd en una placa de 384 pocillos, a 95 °C durante
10 min, seguido de 50 ciclos a 95 °C durante 15 s y 60 °C durante 1 min. Ademas, se usé miR-16 como control interno,
debido a su estabilidad en los fluidos corporales (Kroh et al., 2010;Song et al., 2012), para normalizar los niveles de
expresion de miARN. La expresion relativa de los seis miARN (let-7b, miR-29a, miR-30a, miR-140, miR-191 y miR-
320a) en cada deposito de FF se calculd en relacion con la de miR-16 utilizando la ecuacién 2-2¢t, en la que ACt se
determin6 mediante la formula: Ct miARN diana - Ct miR-16.

Se eligieron estos seis mMiARN porque estudios previos informaron que se expresan en FF (Sang et al., 2013;Feng et
al., 2015).

Andlisis de la ruta

Se uso6 Pathway Studio® (Elsevier) para identificar los procesos bioldgicos en los que los miARN detectados en los
depdsitos de FF estan involucrados en el sistema reproductor. Las rutas clave incluyeron el desarrollo folicular, la
proliferacion celular, la apoptosis, la esteroidogénesis, la meiosis y la implantacion de embriones. Las interacciones
entre algunos miARN y las hormonas esteroideas también se integraron en este analisis de rutas.

Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis univariado para cada variable. Los datos paramétricos continuos se presentan como la media +
desviacion estandar (DE) y las variables categéricas con niumeros y porcentajes. Para las variables cuantitativas se
usaron la prueba de Mann-Whitney, t de Student, Anova o Kruskal Wallis, basandose en la normalidad de la
distribucién, evaluada mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Se usé un analisis multivariado para investigar la expresion
diferencial de miARN relacionada con los trastornos de la reserva ovarica (SOP y LFOR). Se ajusté un modelo de
regresion logistica en el que se incluyeron todas las variables asociadas con un valor p inferior a 0,20 en el analisis
univariado. A continuacion, un procedimiento por etapas permitié obtener el modelo multivariado final. La capacidad
de los niveles de miARN de FF para predecir trastornos de la reserva ovarica (SOP y LFOR), los blastocitos y
resultados de embarazo clinico se evalué mediante la construccion de las curvas de la caracteristica operativa del
receptor (ROC) y el calculo del area bajo la curva ROC (AUC) con un intervalo de confianza (IC) del 95 %. Se calculé
la sensibilidad y la especificidad del punto de corte 6ptimo. Las pruebas estadisticas se realizaron con el software R
(versidn 2.15.2). Los resultados se consideraron significativos cuando p <0,05.

Resultados

Expresion diferencial de miARN en muestras de FF de mujeres con SOP en comparaciéon con mujeres con
reserva ovarica normal

La comparacion de los perfiles de expresion mostré que miR-30a se regulaba positivamente de forma significativa (p
= 0,006), mientras que miR-140 y let-7b se regulaban negativamente de forma significativa (p = 0,01 para ambos
casos) en grupos de FF de pacientes con SOP en comparaciéon con mujeres con reserva ovarica normal (figura 9).
Ademas, estos tres miARN se asociaron de forma significativa e independiente con el SOP en el analisis multivariado
(relacion de probabilidad ajustada, AOR: 5,0 [1,86; 13,68], p = 0,001; 0,52 [0,29; 0,94], p = 0,03; 1,0 [0,99; 1,0], p =
0,02, respectivamente) (Tabla 5). A continuacion, la sensibilidad y la especificidad de la relacion entre la expresién
diferencial de miR-30a, miR-140 y let-7b de FF y el SOP se determinaron usando el andlisis de la curva ROC y
calculando el AUC. Los valores de AUC para el rendimiento individual de los perfiles de expresién de miR-30a de FF,
miR-140 de FF y let-7b de FF en la discriminacion del SOP fueron 0,67 (0,57-0,76), 0,67 (0,57-0,76) y 0,67 (0,57-0,76)
(p = 0,02, p=0,007, p = 0,003), respectivamente (Tabla 6). Al combinar los tres miARN en el analisis multivariado, el
valor de AUC aumenté a 0,83 (0,73-0,92) (p <0,0001) (Tabla 6). Ademas, la sensibilidad y la especificidad de miR-30a
de FF, miR-140 de FF y let-7b de FF fueron del 57,7 %, 57,7 % y del 53,9 % y del 85,1 %, 81,1 % y del 75,7 %,
respectivamente (Tabla 6). La combinacion de estos tres miARN aumenté la sensibilidad de la prediccion al 70 % con
una especificidad del 83,8 %. Estos resultados indican que la combinacién de miR-30a, miR-140 y let-7b, que se
expresan diferencialmente en muestras de FF de pacientes con SOP en comparacion con mujeres con reserva ovarica
normal, proporciona el valor de AUC mas grande con alta sensibilidad y especificidad, y sugieren que estos tres miARN
representan nuevos biomarcadores potenciales de SOP.

Expresion diferencial de miARN en muestras de FF de mujeres con LFOR en comparacion con mujeres con
reserva ovarica normal

La comparacion de la expresion de ARNm en depdsitos de FF de mujeres con LFOR y con reserva ovarica normal
mostré que miR30a y miR-191 estaban regulados positivamente (p = 0,01 para ambos casos) en el grupo de LFOR
en comparacion con pacientes con reserva ovarica normal (figura 9A y 10D). Sin embargo, sélo se encontré una
asociacion significativa y positiva entre la expresion de miR-191 de FF y LFOR, utilizando un modelo de regresion
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logistica [relaciéon de probabilidad en bruto, COR: 1,4 [1,03; 1,93], p = 0,03] (Tabla 5). Los valores de AUC de la
potencia de discriminacion individual de miR-30a y miR-191 de FF para la predicciéon de LFOR fueron 0,79 (0,68-0,87)
y 0,77 (0,67-0,86) (p <0,0001, p = 0,002), respectivamente (Tabla 6). La combinacién de estos dos miARN mejoré la
deteccion de LFOR y el AUC correspondiente alcanzé 0,84 (0,67-0,86) con un valor p <0,0001 (Tabla 6). Ademas,
esta combinacion fue muy sensible (85,9 %) y especifica (71,4 %) (Tabla 6), lo que sugiere que, conjuntamente, miR-
30a y miR-191 son nuevos biomarcadores prometedores para la identificacion de mujeres con LFOR.

Expresién diferencial de miARN de FF de acuerdo con el tratamiento con gonadotropinas y la respuesta
ovérica.

La expresion de los seis miARN fue comparable en los depdsitos de FF de mujeres que recibieron protocolos con
agonistas o antagonistas. Por el contrario, la expresién de miR-29a y miR-140 de FF vario significativamente de
acuerdo con el tratamiento con gonadotropina. Especificamente, la expresion de miR-29a se redujo significativamente
y la expresién de miR-140 aumentd significativamente en los depodsitos de FF de mujeres tratadas con hMG en
comparacion con las pacientes que fueron estimuladas con r-FSH (p = 0,03; p = 0,02, respectivamente) (figura 12A).
Ademas, cualquiera que sea el tipo de gonadotropina, miR-140 se regul6 positivamente de forma significativa en los
depositos de FF de mujeres que recibieron dosis totales mas altas de gonadotropinas (=3000 Ul/l) en comparacion
con las tratadas con dosis mas bajas (<3000 Ul/l) (p = 0,03) (figura 12B). Asimismo, el analisis de correlacion de
Spearman mostré que el nivel de miR-140 de FF se asocid significativa y positivamente con la dosis total de
gonadotropinas (r = 0,21; p = 0,02).

El dia de la recuperacion de los ovocitos, el nivel de miR-320a en los depdsitos de FF se correlacioné significativa y
positivamente con el nimero de ovocitos maduros (Mll) (r = 0,24; p = 0,02). Los depdsitos de FF de mujeres con un
numero bajo de ovocitos maduros (£2) contenian niveles de miR-320 de FF significativamente mas bajos que los
relacionados con un numero de ovocitos maduros superior a 2 (p = 0,04) (figura 12C).

Expresién de let-7b de FF y desarrollo de blastocitos

Al considerar solo el grupo de mujeres con reserva ovarica normal (n = 91), se encuentra una correlacion significativa
y negativa entre el nivel de expresion de let-7b de FF y la tasa de blastulacion (r = -0,33, p = 0,003). De hecho, la baja
expresion de let-7b de FF se asocié significativamente con la probabilidad de obtener un blastocito [COR = 1,0 [0,99;
1,0], p = 0,04]. El valor AUC del potencial de let-7b de FF para predecir el desarrollo de blastocitos fue de 0,66 (0,55-
0,76) con una sensibilidad del 77,2 % y una especificidad del 59,1 % (p = 0,02; a un valor de corte <273,2). Asimismo,
los niveles de let-7b de FF también se correlacionaron significativa y negativamente con la tasa de blastocitos
expandidos en mujeres con reserva ovarica normal (r = -0,28, p = 009). La probabilidad de obtener un blastocito
expandido se asocié significativamente con la expresion intrafolicular de let-7b [COR = 1,0 [0,99; 1,0], p = 0,02].
Ademas, el valor de AUC que definié el rendimiento de let-7b de FF en la prediccién de la formacion de blastocitos
expandidos fue 0,67 (0,54-0,79), con una sensibilidad del 70 % y una especificidad del 64,3 % (p = 0,02; a un valor de
corte £247,9).

Valor predictivo de miR-29a de FF para un resultado de embarazo clinico

En el grupo con reserva ovarica normal (n = 91), la expresién de miR-29a de FF predijo significativamente el resultado
de embarazo clinico [COR = 2,08 [1,0; 4,3], p = 0,049]. Ademas, el analisis de la curva ROC indic6 que el rendimiento
de miR-29a de FF para la prediccién de embarazo clinica alcanzé 0,68 (0,55-0,79) con una sensibilidad del 83,3 %,
pero con una baja especificidad (53,5 %) (p = 0,01; valor de corte >0,32). Ademas, la comparacién de la potencia de
discriminacion de la expresion de miR-29a de FF y del porcentaje de embriones de alta calidad para la prediccion de
embarazo clinico mostr6 que el valor de AUC relacionado con la expresion de miR-29a de FF era mas alto que el del
porcentaje de embriones de alta calidad (AUC = 0,59 [0,46-0,72]; p = 0,27).

Funciones bioldgicas de los miARN candidatos en el sistema reproductor

MiR-29a, miR-320a, let-7b y miR-30a, identificados como expresados diferencialmente en depodsitos de FF, estan
implicados en varias rutas del sistema reproductor. Se us6 Pathway Studio® para generar una vista esquematica de
los diferentes roles reguladores de estos miARN en los procesos reproductivos, tal como el crecimiento folicular, la
apoptosis, la esteroidogénesis, la meiosis y la implantaciéon de embriones (figura 15). El esquema también integré las
interacciones con las hormonas esteroideas (estrogeno y progesterona). Las funciones potenciales de estos miARN,
su localizacion en el foliculo ovarico y sus dianas principales se resumen en la Tabla 9.

Analisis

Este estudio investigo los perfiles de expresion de seis miARN circulantes (let-7b, miR-29a, miR-30a, miR-140, miR-
191 y miR-320a) en depositos de FF de pacientes sometidas a procedimientos de FIV/ICSI y encontré que se expresan
de manera diferencial de acuerdo con el estado de la reserva ovarica de la mujer, los tratamientos con gonadotropinas
y/o los resultados de la FIV (figura 4). Los datos sugieren que estos miARN circulantes podrian representar nuevas
herramientas potentes para monitorizar la FIV, al identificar de manera eficiente a las mujeres con trastornos de la
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reserva ovarica (SOP o LFOR) y al predecir los resultados de la FIV, tal como el desarrollo de blastocitos o los
resultados de embarazo clinico.

Se demuestra, por primera vez, que la expresion de let-7b y miR-140 se reduce significativamente, mientras que miR-
30a se regula positivamente en muestras de FF de pacientes con SOP. Ademas, la combinacién de estos tres miARN
se asocia significativamente con el SOP, con alta especificidad y sensibilidad. Por lo tanto, podrian constituir nuevos
biomarcadores especificos para identificar facil y eficazmente a mujeres con SOP. Estudios anteriores informaron que
let-7b se expresa en células de la granulosa y del cumulo en ovarios de mamifero y también de seres humanos (Yao
et al., 2009;Miles et al., 2012; Zhang et al., 2013; Kim et al., 2013; Assou et al., 2013; Cao et al., 2015). El SOP se
caracteriza por anomalias en el desarrollo folicular, lo que sugiere que el "dialogo" normal entre los ovocitos y las
células de la granulosa en los foliculos de crecimiento temprano podria estar alterado (Franks et al., 2008). Por
consiguiente, la disminucién significativa de la expresion de let-7b de FF observada en pacientes con SOP podria
reflejar esta foliculogénesis anormal. De hecho, se ha informado que let-7b podria desempefar un papel especifico
en el desarrollo folicular ovarico (Yao et al., 2009;Zhang et al., 2013; Cao et al., 2015). Especificamente, let-7b regula
la ruta de sefalizacion de TGF-§3 en el ovario de cabra al dirigirse a los genes del receptor de activina | y Smad2/3
(Zhang et al., 2013). La desregulacién de TGF-B contribuye a anomalias reproductivas en el SOP, tal como la
perturbacién del desarrollo del foliculo (Raja-Khan et al., 2014). En consecuencia, la regulacion negativa de let-7b en
los foliculos ovaricos podria conducir a la desregulacion de la ruta de sefalizacion de TGF-B vy, en Ultima instancia,
contribuir al desarrollo del SOP. La expresion anormal del receptor de estrogenos (RE) también podria contribuir a un
desarrollo folicular deficiente y al fallo ovulatorio en el SOP (Jakimiuk et al., 2002). MiR-140 desempeiia una funcién
como supresor tumoral y se regula negativamente en el cancer de mama a través de la sefalizaciéon de ERa (Zhang
et al., 2012). Estos hallazgos sugieren que las modificaciones de la expresién de ERa observadas en el SOP podrian
influir negativamente en la expresion de miR-140 en los foliculos ovaricos. Finalmente, se ha demostrado que la
sobreexpresion de miR-30a en células de la granulosa humana cultivadas promueve la expresion de BCL2A1, IER3 y
ciclina D2 al reprimir FOXL-2 (Wang et al., 2015). FOXL-2 codifica un factor de transcripcién en forma de horquilla que
es esencial para el desarrollo ovarico (Crisponi et al., 2001). La inactivacion condicional de FOXL-2 en ratones da
como resultado foliculos de sexo inverso con caracteristicas de foliculos quisticos, incluida la produccion elevada de
andrégenos por las células de la teca y la transformacion morfolégica de las células de la granulosa, como en el SOP
(Uhlenhaut et al., 2009;Murphy, 2010). Ademas, el hirsutismo inducido por andrégenos, descrito en pacientes con
SOP, también se observa en mujeres portadoras de mutaciones FOXL-2 (Meduri et al., 2010). Basandose en estas
observaciones, se planta la hipétesis de que la sobreexpresion de miR-30 en depdsitos de FF de mujeres con SOP
podria conducir a la inhibicidn/regulacion negativa de FOXL-2 en los foliculos ovaricos, promoviendo asi el desarrollo
de sintomas de SOP. A diferencia de dos estudios anteriores (Sang et al., 2013;Yin et al., 2014), la expresién de miR-
320a de FF no se vio afectada en nuestro grupo de mujeres con SOP. Sin embargo, el nivel de expresién de miR-
320a fue significativamente menor en los depésitos de FF de mujeres con menos de dos ovocitos maduros (£2) en
comparacién con mujeres con mas de dos ovocitos maduros. En el ratén, la inactivacion de miR-320a en los ovocitos
disminuy® significativamente la proporcién de ovocitos maduros que se desarrollaron en embriones (Feng et al., 2015).
Tomados en conjunto, estos datos sugieren que miR-320a es indicativo de la cantidad y calidad de ovocitos maduros
y que su expresion intrafolicular podria ser modulada por la calidad de la respuesta ovarica de las pacientes sometidas
a FIV.

A continuacion, se encontré que la expresion de miR-30a y miR-191 es significativamente mayor en depésitos de FF
de mujeres con LFOR en comparacion con mujeres con estado de reserva normal. Ademas, la combinacion de estos
dos miARN circulantes discriminé significativamente a las mujeres con LFOR, con alta sensibilidad y especificidad.
Por lo tanto, podrian representar nuevos biomarcadores especificos para la identificacion de mujeres con LFOR. Ya
se analizd el vinculo entre la sobreexpresion de miR-30a y la regulacion negativa de FOXL-2 en las células de la
granulosa (Wang et al., 2015). Ademas, la reduccién/ablacién de la expresion de FOXL-2 o las mutaciones de FOXL-
2 afectan significativamente al desarrollo folicular (Murphy, 2010). De hecho, en ratones, la alteracion de FOXL-2
provoca insuficiencia ovarica al bloquear el desarrollo folicular (Uda et al., 2004). Asimismo, las mutaciones de FOXL-
2 dan como resultado POF e infertilidad en mujeres por agotamiento de la reserva folicular, lo que podria deberse a la
alteracion del ensamblaje del foliculo o al reclutamiento elevado de foliculos primordiales (Murphy, 2010). Por lo tanto,
se plantea la hipétesis de que la sobreexpresion de miR-30 en los foliculos ovaricos puede causar la represion del gen
FOXL-2 en las células foliculares y, en consecuencia, conducir a una disminucién de la reserva ovarica. Ademas, miR-
191 es una diana del RE en el cancer de mama (Nagpal et al., 2013) y un estudio reciente informé que algunos miARN
relacionados con el riesgo de cancer de mama también estan asociados con el riesgo de insuficiencia ovarica (Rah et
al., 2015).

La expresion de FF de algunos miARN también se modulé mediante el tratamiento con gonadotropinas. MiR-29a se
regulé negativamente de forma significativa y miR-140 se sobreexpresé en depdsitos de FF de mujeres que fueron
estimuladas con hMG en comparacion con las tratadas con r-FSH. Esto es segun un estudio anterior que muestra que
miR-29a se regula negativamente de forma significativa por el tratamiento con FSH en células de granulosa de rata
cultivadas, lo que influye en la produccion de progesterona (Yao et al., 2010). Los datos sugieren que los tratamientos
con gonadotropina podrian afectar a la expresién de miARN intrafolicular y, en ultima instancia, la eficacia de la FIV.
También se encuentra que la alta dosis total de gonadotropinas se asocié con la regulacién positiva de miR-140. Esto
probablemente refleja una posible relacién dosis-efecto de las gonadotropinas en el perfil de expresién de miR-140 de
FF. Se requieren mas estudios para investigar los mecanismos biolégicos implicados en el efecto de las
gonadotropinas en la expresion intrafolicular de estos miARN.
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La importancia de los miARN en el desarrollo embrionario temprano se ha demostrado en muchas especies de
mamiferos (Suh y Blelloch, 2011). Aunque Feng et al., no observaron una expresion diferencial significativa de let-7b
en muestras de FF segun la calidad del embrién (Feng et al., 2015), se encontré que el nivel de let-7b de FF se
relaciond significativamente con el potencial de desarrollo embrionario. De hecho, los niveles de let-7b en FF predijeron
significativamente la formacién y expansion de blastocitos en mujeres con reserva ovarica normal. Previamente se
demostrd que let-7 puede regular el tiempo de desarrollo en Caenorhabditis elegans (Reinhart et al., 2000). Sin
embargo, el papel de let-7b en la formacién de blastocitos sigue sin estar claro. Let-7b de FF podria representar un
nuevo biomarcador predictivo del desarrollo de blastocitos que podria ser util para definir la mejor estrategia de cultivo
de embriones durante la FIV.

Ademas, Ademas, los niveles de miR-29a de FF predijeron significativamente el resultado de embarazo clinico con
mayor sensibilidad (83,3 %) en comparacion con la proporcion de embriones de alta calidad en nuestra cohorte. MiR-
29a se expresa en gran medida en el utero de rata durante la implantacién embrionaria y su expresion esta regulada
por la activacion de blastocitos y la decidualizacién uterina (Xia et al., 2014). Curiosamente, la expresion de miR-29a
podria influir en el resultado del embarazo al actuar tanto en el lado folicular como en el endometrial, lo que respalda
la hipotesis de que los entornos foliculares y endometriales favorables son necesarios para la concepcion.

En conclusion, el estudio muestra que, durante la FIV, el perfil de expresidon de miARN en muestras de FF humanas
proporciona biomarcadores para identificar de forma eficaz y sencilla los trastornos de la reserva ovarica y para
predecir el desarrollo de blastocitos y los resultados de embarazo clinico. Estos nuevos biomarcadores potenciales
podrian usarse en la practica diaria para mejorar las estrategias personalizadas de la FIV e identificar nuevas dianas
terapéuticas en el manejo de la infertilidad femenina.

Tabla 5: Modelo logistico multivariado que muestra la asociacién de ARNm de FF especificos con el sindrome de
ovario poliquistico (SOP) y la reserva ovarica de funcion baja (LFOR). OR, Relacion de probabilidad, FF, fluido
folicular.
Analisis univariado

Analisis multivariado

Expresion relativa de microARN
de FF relacionada con SOP

MicroARN de FF OR en bruto [95 % valor p OR ajustada [95 % de  valor p
de IC] IC]
miR-30a de FF 4,5[1,94; p<0,001 5,0 [1,86; 13,68] 0,001
10,57]
miR-140 de FF 0,6 [0,37; 0,96] 0,03 0,52 [0,29; 0,94] 0,03
let-7b de FF 1,0 [0,99; 1,0] 0,01 1,0 [0,99; 1,0] 0,02
Expresion relativa de microARN
de FF relacionada con LFOR
MicroARN de FF OR en bruto valor p OR ajustada [95 % valor p
[95 % de IC] de IC]
miR-30a de FF 4,0[0,87; 0,07 2,8 [0,56; 13,92] 0,21
18,23]
miR-191 de FF 1,4 [1,03; 1,93] 0,03 1,4 [0,98; 1,87] 0,07

Tabla 6: Potencia de discriminacion de expresiones de miARN de FF para la identificacién de SOP y LFOR. Los
miARN se analizaron individualmente y en combinacion.

Prediccién de SOP Prediccién de LFOR

Analisis . . Combinacion de FF . miR-191 Combinacién
dgeroc | MR30a | mRI40 | let7bde | g 308, mik-140y| M0 | deFF | demiR-30ay

let-7b de FF miR-191 de FF
g“SR(S%e 0,67 (0,57- | 067 (0.57- | 0,67 (057-| ( gq 73 () | 079 (068 | 0.77 (067~ | 04 0 67.0 86)
) ° 0,76) 0,76) 0,76) 03 (U130, 0,87) 0,86) 0% (0,014,
valor p 0,02 0,007 0,003 <0,0001 <0,0001 0,002 <0,0001
Sensibilid 57,7 57,7 53,9 70,0 100 57,1 85,9
ad (%)
Especifici
dodl (%) 85,1 81,1 75,7 83,8 53,9 92,3 71,4
Valor
predictivo | 57 7 51,7 41,9 60 16,3 40 31,3
positivo
(%)
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(continuacién)

Prediccién de SOP Prediccién de LFOR
Valor
predlgtlvo 85.1 84,5 81,2 88,6 100 96 97,1
negativo
(%)
Valor de >O,49 50‘92 593,95 - >0‘14 >2,98 -
corte

Tabla 7: Caracteristicas clinicas de todas las pacientes (n = 131) y de cada grupo: mujeres con reserva ovarica normal
(n=91), con SOP (n =30) o LFOR (n = 10). DE, desviacion estandar; IMC, indice de masa corporal; E2, 173-estradiol;
AMH, hormona anti-Milleriana; AFC, recuento de foliculos antrales; r-FSH, hormona foliculoestimulante recombinante;
HP-hMG, gonadotropina menopausica humana altamente purificada *Excepto cuatro mujeres que recibieron
estimulacion leve.

_ Reserva ovarica _ _
Total (n = 131) normal (n = 91) SOP (n = 30) LFOR (n=10)
. Media £ Media £ Media £ Media £
Variable DE n (%) DE n (%) DE n (%) DE n (%)
Edad (afios) 34,7 £ 36,8 +
45 - 34,3+5,1 - 33,1+3,8 - 46 -
IMC (kg/m?) 23,4 + 221+
45 - 228 +3,7 - 25,4 + 53 - 46 -
18,5 < IMC <25 83 66 11
| 634 ] (72.5) ] @67 | -~ | (00
IMC <18,5 - 9(6,9) - 4 (4,4) - 3(10,0) - 1(10,0)
25 <IMC <30 29 17 11
- (22.1) - (18.7) - (36,7) - 1(10,0)
IMC 230 - 10 (7,6) - 4(4,4) - 5(16,6) - 1(10,0)
Duracioén de la
infertilidad (afios) 3615 - 3,3+1,6 - 39+16 - 38+x14 -
Etiologia de la
infertilidad
Factor masculino 41 37 .
- (31,3) - (40,6) - 2 (6:6) - 2 (20:0),
Factor femenino 49 38
- (37.4) - (41,8) - 8 (26,7) - 5 (50,0)
Infertilidad mixta 33 20
- (25.2) - 8(8,8) - (66.7) - 3(30,0)
Infertilidad inexplicable - 8 (6,1) - 8 (8,8) - 0(0) - 0(0)
Infertilidad primaria 78 57 14
| (595) ] (62,6) ] @sr) | - | "(00)
Infertilidad secundaria 53 34 16
" | @o5) ] (37.4) ] (633 | -~ | 3000
Numero de ciclo de
FIV/CSI 2113 - 2213 - 1,9%1,1 - |22:14 -
51 34 12
! - (38,9) - (37.4) - (40,0) - 5 (50-0)
80 56 18 .
. "~ 61 ] (42,7) ] (600) | -~ | >(00x
Evaluacion inicial
FSH (UIN) 8,3+1,8 - 72+23 - 6,1+17 - 113? * )
LH (UIn) 71+37 - 56+21 - 8,2+45 - 74+45 )
47,7 + 459 + 419+ 55,3 -
E2 (pg/mi) 35,2 - 39,2 - 154 - 20,9
AMH (ng/ml) 41+24 - 31+17 - 8,0+ 5,1 - 1,1+£0,5 )
AFC 16+ 6 - 16+ 6 - 27 + 11 - 6+2 -
Protocolo con 63 39 19
agonistas* ) (48,1) ) (42,9) ) (63,3) ) 5 (500)
Protocolo con 64 48 1
antagonistas ) (48,9) ) (52,7 ) (36,7) ) 5(50,0)
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(continuacién)

_ Reserva ovarica _ _
Total (n = 131) normal (n = 91) SOP (n = 30) LFOR (n=10)
. Media £ Media £ Media £ Media £
Variable DE n (%) DE n (%) DE n (%) DE n (%)
Dias de estimulacion 12’54* . 10+1,3 - 10,4 £ 1,7 - 111’13* -
Dosis total de 2501 + ) 2321,7 £ ) 1851,4 ) 3330 )
gonadotropinas (Ul/) 673 912,5 706,3 400,1
73 45 24 .
r-FSH - (55.8) - (49,4) - (80,0) - 4 (40,0)
54 42 6
HP-hMG - | w1y - (46.2) I A (60,0),
Respuesta hormonal
ovarica en el
desencadenamiento de
la ovulacion
Nivel maximo de E2 1552 + 1764,5 + 1656,9 + 12347 +
(pg/ml) 668,2 i 728,3 i 737,6 ) 538,7
Nivel de progesterona | g g, g 4| . 0,9 0,4 - 0,8+ 0,4 - |07£04 -
(ng/ml)
Nivel de LH (Ul 2117 - 20+14 - 24+21 - 20+16 -
32 23
FIV - (24,4) - (25.3) - 5(16,7) - 4 (40,0)
99 68 25
ICSI - (75.6) - (74,7) - (83,3) - 6(60.,0)

Tabla 8: Resultados de la FIV de todas las pacientes (n = 131) y de cada grupo; mujeres con reserva ovarica normal
(n=91), con SOP (n =30) o LFOR (n = 10). DE, desviacién estandar; Mll, ovocito bloqueado en metafase meidtica Il.
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Reserva ovarica normal (n =

Total (n = 31) 91 SOP (n = 30) LFOR (n = 10)
Resultados de la FIV Media DE n Media DE 31 Media DE n Media DE n
Ovocitos recuperados 76 45 - 90 4.2 - 9.1 48 4,7 4.5 -
Ovocitos maduros (MIl) 6,0 37 - 7.8 4,1 - 6,4 36 - 3,7 3.4 -
<2 - - 14 - - 9 - - 1 - - 4
>2 - - 85 - - 59 - 24 - - 2
Tasa de madurez (%) 77 - - 81 - - 71 - - 80 - -
Tasa de fertilizacion de la FIV/ICSI (%) 64 - - 67 . . 60 - - 65 - -
25-27 horas después de la fertilizacion
Escisién temprana 1,3 14 2,2 2,1 - 1,2 16 - 0,5 0,5 -
El dia 2
Embrién 4.1 33 - 4.8 3,7 - 456 33 - 2,8 3,0 -
El dia 3
Embriones de alta calidad 1,2 1,6 - 1,6 1,8 - 1-2 17 - 0,8 1,3 -
Tasa de fragmentacién total (%) 15 - - 14 - - 17 - - 15 - -
El dia &
M.onwm de blastulacion (blastocito/embriones de cultivo prolongado) 31 _ ) 46 R R 38 R _ 8 R R
Tasa de blastocitos expandidos (blastocitos 45 i ) 52 i i 38 ) i} i i} i
expandidos/blastocitos) (%)
Tasa de embarazo clinico por transferencia (%) 27 - - 38 . . 29 - 14 - -
Embarazo tnico - - 3 - - 22 - - 9 - - 1
Embarazo multiple - - 2 - - 1 - - 1 - - 0
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Tabla 9: MiARN circulantes expresados en el complejo cumulo-ovocito (COC), células de la granulosa (GC), células
del cumulo (CC) y en el fluido folicular (FF): sus funciones y objetivos principales en los foliculos ovaricos.

miARN Expresion Especie Regulacién Genes diana Funciones Referencias
cc Ser ) ) Regulacién de Assou et al.
humano COC (2013)
cG Porcino _ ) Atresia del foliculo | Cao et al.
ovarico (2015)
) . Yao et al.
let-7b CG Ratén - - Desarrollo folicular (2009)
Receptor de Zhang et al
Ovario Cabra - activina I, Smad | Desarrollo folicular 9 ’
2/3 (2013)
. s Miles et al.
CcoC Bovino - - Ovogénesis (2012)
cc Ser ) DNMT 3A/3B Regnqdamon de la | Santonocito et
. humano meiosis al. (2014)
miR-29a Regulacién por Produccién de Yao et al
GC (cultivo) |Rata FSH COL4AIl y BMF progesterona (2010)
GC COV43 | Ser FOXL2, Proliferacion Wang et al
miR-30a ) - BCL2A1, IER3y ’
(cultivo) humano L celular (2015)
ciclina D2
FE Ser ) ) Calidad del Feng et al.
humano embrién (2015)
Ser Sang et al.
FF humano | - SOP (2013)
o Regulacién por Proliferacion .
miR-320a CG Ratoén FSHy por miR- | E2F1 y SF-1 celular, secrecion Yin et al.
. (2014)
383 de estrogenos
. Genes de la ruta | Calidad de los
Ovocitos/em . ., ; Feng et al.
. Raton - de sefalizacion | ovocitos/Desarroll
briones ; ; (2015)
de Wnt 0 embrionario
EJEMPLO 4:

Acidos nucleicos circulantes en muestras de suero como biomarcadores de la reserva ovarica, la funcién
ovaricay trastornos.

Cuantificacion de cfADN el dia 3 del ciclo menstrual en muestras de suero de 92 mujeres. Media + DE = 0,25 +
0,14

Los inventores demostraron que el nivel de cfADN en suero era significativamente mayor en mujeres con LFOR en
comparacién con mujeres con reserva ovarica normal (p = 0,045) (figura 12A). El nivel de cfADN en suero tendio a ser
mas alto en mujeres con SOP en comparacién con mujeres con reserva ovarica normal (p = 0,05) (figura 12A)

El dia 3 del ciclo menstrual, el nivel de cfADN en suero predijo significativamente LFOR (AUC = 0,64; Se = 52 %; SP
=75 %; corte >0,17). El dia 3 del ciclo menstrual, el nivel de cfADN en suero predijo significativamente SOP (AUC =
0,65; Se = 95 %; SP = 34 %; corte >0,06) (figura 12B).

El nivel de cfADN en suero fue significativamente mayor en mujeres mayores (edad >36 o edad =36 afios) en
comparacién con mujeres jovenes (edad <36 o edad <36 afios) (p = 0,037; p = 0,024, respectivamente) como se
muestra en la figura 12C. EIl nivel de cfADN en suero el dia 3 del ciclo menstrual se correlacioné significativa y
positivamente con la edad de las mujeres (r = 0,27; p = 0,02) (figura 12D).

Para las mujeres que se sometieron a un procedimiento de FIV/ICSI (n = 26), el dia 3 del ciclo menstrual, el nivel de
cfADN fue significativamente mas alto en las muestras de suero de mujeres que obtuvieron menos de 6 ovocitos el
dia de los ovocitos (<6 ovocitos) en comparacion con aquellas que obtuvieron mas de 6 ovocitos (>6 ovocitos) (p =
0,013) (figura 12E). El nivel de cfADN el dia 3 del ciclo menstrual podria predecir el nimero de ovocitos recuperados
y, por lo tanto, el prondstico de la FIV/ICSI (figura 12F).

Los inventores también realizaron para pacientes con reserva ovarica normal y con LFOR (las pacientes con SOP
fueron excluidas de este analisis) una comparacion de cfADN con el nivel de AMH el dia 3 del ciclo menstrual, el
biomarcador clasico usado para evaluar la reserva ovarica. El dia 3 del ciclo menstrual, el nivel de cfADN fue
significativamente mayor en muestras de suero de mujeres con AMH <1 ng/ml o £2 ng/ml en comparacién con aquellas
con AMH >1 ng/ml o >2 ng/ml, respectivamente (p = 0,046; p = 0,004, respectivamente) (figura 12G). El nivel de cfADN
en suero el dia 3 del ciclo menstrual se correlacioné de manera significativa y negativa con el nivel de AMH en suero
el dia 3 del ciclo menstrual (r = -0,32; p = 0,006) (figura 12H).
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Todas las pacientes también se incluyeron en este analisis (n = 92). El dia 3 del ciclo menstrual, el nivel de cfADN fue
significativamente mayor en las muestras de suero de mujeres con AMH <2 ng/ml en comparacion con aquellas con
AMH entre 2 y 5 ng/ml (p = 0,013). El dia 3 del ciclo menstrual, el nivel de cfADN tendié a ser mas alto en las muestras
de suero de mujeres con AMH =5 ng/ml en comparacion con aquellas con AMH entre 2 y 5 ng/ml (p = 0,09) (figura
121).

Expresién de microARN el dia 3 del ciclo menstrual en muestras de suero de 70 mujeres.

Los inventores demostraron que la expresion de let-7b en suero fue mayor en mujeres mayores (edad =38 afios) en
comparaciéon con mujeres menores de 38 afos (figura 13A).

La expresion de miR-30d y miR-320a disminuy6 significativamente en mujeres con niveles altos de LH (>5 Ul/l) en
comparacion con mujeres con niveles normales de LH (entre 3-5 Ul/I) (p <0,03; p<0,02; p<0,02, respectivamente)
(figura 13B).

REFERENCIAS:

A lo largo de la presente solicitud, las diversas referencias describen el estado de la técnica a la que pertenece esta
invencion.

Albertini DF, Combelles CM, Benecchi E and Carabatsos MJ. Cellular basis for paracrine regulation of ovarian
follicle development. Reproduction 2001; 121:647-653.

Assou S, Haouzi D, Dechaud H, Gala A, Ferrieres A and Hamamah S. Comparative gene expression profiling in
human cumulus cells according to ovarian gonadotropin treatments. Biomed Res Int 2013; 2013:354582.

Azhar S. MicroRNA-122: A New Player in the Negative Regulation of LH Receptor Expression by the LH Receptor
mRNA Binding Protein (LRBP). Endocrinology 2013; 154:4439-4442.

Bauer M, Hutterer G, Eder M, Majer S, Leshane E, Johnson KL, Peter |, Bianchi DW and Pertl B. A prospective
analysis of cell-free fetal DNA concentration in maternal plasma as an indicator for adverse pregnancy outcome.
Prenat Diagn 2006; 26:831-836.

Bischoff FZ, Lewis DE and Simpson JL. Cell-free fetal DNA in maternal blood: kinetics, source and structure. Hum
Reprod Update 2005; 11:59-67.

Bischoff FZ, Sinacori MK, Dang DD, Marquez-Do D, Home C, Lewis DE and Simpson JL. Cell-free fetal DNA and
intact fetal cells in maternal blood circulation: implications for first and second trimester non-invasive prenatal
diagnosis. Hum Reprod Update 2002; 8:493-500.

Broer SL, van Disseldorp J, Broeze KA, Dolleman M, Opmeer BC, Bossuyt P, Eijkemans MJ, Mol BW and
Broekmans FJ. Added value of ovarian reserve testing on patient characteristics in the prediction of ovarian
response and ongoing pregnancy: an individual patient data approach. Hum Reprod Update 2013; 19:26-36.
Caburet S, Georges A, L'Hote D, Todeschini AL, Benayoun BA and Veitia RA. The transcription factor FOXL2: at
the crossroads of ovarian physiology and pathology. Mol Cell Endocrinol 2012; 356:55-64.

Carletti MZ and Christenson LK. MicroRNA in the ovary and female reproductive tract. J Anim Sci 2009; 87:E29-
38. Carletti MZ, Fiedler SD and Christenson LK. MicroRNA 21 blocks apoptosis in mouse periovulatory granulosa
cells. Biol Reprod 2010; 83:286-295.

Chaffin CL, Schwinof KM and Stouffer RL. Gonadotropin and steroid control of granulosa cell proliferation during
the periovulatory interval in rhesus monkeys. Biol Reprod 2001; 65:755-762.

Cho WC. OncomiRs: the discovery and progress of microRNAs in cancers. Mol Cancer 2007; 6:60.

Chou JS, Jacobson JD, Patton WC, King A and Chan PJ. Modified isocratic capillary electrophoresis detection of
cell-free DNA in semen. J Assist Reprod Genet 2004; 21:397-400.

Conn PM and Crowley WF, Jr. Gonadotropin-releasing hormone and its analogs. Annu Rev Med 1994; 45:391-405.
Czamanski-Cohen J, Sarid O, Cwikel J, Lunenfeld E, Douvdevani A, Levitas E and Har-Vardi I. Increased plasma
cell-free DNA is associated with low pregnancy rates among women undergoing IVF-embryo transfer. Reprod
Biomed Online 2013; 26:36-41.

Dai A, Sun H, Fang T, Zhang Q, Wu S, Jiang Y, Ding L, Yan G and Hu Y. MicroRNA-133b stimulates ovarian
estradiol synthesis by targeting FoxI2. FEBS Lett 2013; 587:2474-2482.

Dillhoff M, Liu J, Frankel W, Croce C and Bloomston M. MicroRNA-21 is overexpressed in pancreatic cancer and a
potential predictor of survival. J Gastrointest Surg 2008; 12:2171-2176.

Fiedler SD, Carletti MZ, Hong X and Christenson LK. Hormonal regulation of MicroRNA expression in periovulatory
mouse mural granulosa cells. Biol Reprod 2008; 79:1030-1037.

Gilchrist RB, Lane M and Thompson JG. Oocyte-secreted factors: regulators of cumulus cell function and oocyte
quality. Hum Reprod Update 2008; 14:159-177.

Godoy J, Nishimura M and Webster NJ. Gonadotropin-releasing hormone induces miR-132 and miR-212 to regulate
cellular morphology and migration in immortalized LbetaT2 pituitary gonadotrope cells. Mol Endocrinol 2011;
25:810-820.

Hasuwa H, Ueda J, lkawa M and Okabe M. miR-200b and miR-429 function in mouse ovulation and are essential
for female fertility. Science 2013; 341:71-73.

Hawkins SM and Matzuk MM. Oocyte-somatic cell communication and microRNA function in the ovary. Ann

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 815349 T3

Endocrinol (Paris) 2010; 71:144-148.

Hossain MM, Sohel MM, Schellander K and Tesfaye D. Characterization and importance of microRNAs in
mammalian gonadal functions. Cell Tissue Res 2012; 349:679-690.

Kaiser UB, Conn PM and Chin WW. Studies of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) action using GnRH
receptorexpressing pituitary cell lines. Endocr Rev 1997; 18:46-70.

Kim YJ, Ku SY, Kim YY, Liu HC, Chi SW, Kim SH, Choi YM, Kim JG and Moon SY. MicroRNAs transfected into
granulosa cells may regulate oocyte meiotic competence during in vitro maturation of mouse follicles. Hum Reprod
2013; 28:3050-3061.

Lagos-Quintana M, Rauhut R, Lendeckel W and Tuschl T. Identification of novel genes coding for small expressed
RNAs. Science 2001; 294:853-858.

Lambert-Messerlian G, Kloza EM, Williams J, 3rd, Loucky J, O'Brien B, Wilkins-Haug L, Mahoney MJ, De Biasio P,
Borrell A, Ehrich M et al. Maternal plasma DNA testing for aneuploidy in pregnancies achieved by assisted
reproductive technologies. Genet Med 2013.

Lee RC, Feinbaum RL and Ambros V. The C. elegans heterochronic gene lin-4 encodes small RNAs with antisense
complementarity to lin-14. Cell 1993; 75:843-854.

Lo YM and Chiu RW. Noninvasive prenatal diagnosis of fetal chromosomal aneuploidies by maternal plasma nucleic
acid analysis. Clin Chem 2008; 54:461-466.

Lo YM, Lau TK, Zhang J, Leung TN, Chang AM, Hjelm NM, Eimes RS and Bianchi DW. Increased fetal DNA
concentrations in the plasma of pregnant women carrying fetuses with trisomy 21. Clin Chem 1999; 45:1747-1751.
Menon B, Sinden J, Franzo-Romain M, Botta RB and Menon KM. Regulation of LH Receptor mRNA Binding Protein
by miR-122 in Rat Ovaries. Endocrinology 2013; 154:4826-4834.

Miles JR, McDaneld TG, Wiedmann RT, Cushman RA, Echternkamp SE, Vallet JL and Smith TP.

Mitchell PS, Parkin RK, Kroh EM, Fritz BR, Wyman SK, Pogosova-Agadjanyan EL, Peterson A, Noteboom J,
O'Briant KC, Allen A et al. Circulating microRNAs as stable blood-based markers for cancer detection. Proc Natl
Acad Sci USA 2008; 105:10513-10518.

Nagaraja AK, Andreu-Vieyra C, Franco HL, Ma L, Chen R, Han DY, Zhu H, Agno JE, Gunaratne PH, DeMayo FJ
et al. Deletion of Dicer in somatic cells of the female reproductive tract causes sterility. Mol Endocrinol 2008;
22:2336-2352.

Pangas SA, Choi Y, Ballow DJ, Zhao Y, Westphal H, Matzuk MM and Rajkovic A. Oogenesis requires germ cell-
specific transcriptional regulators Sohlh1 and Lhx8. Proc Natl Acad Sci U S A 2006; 103:8090-8095.

Pisarska MD, Barlow G and Kuo FT. Minireview: roles of the forkhead transcription factor FOXL2 in granulosa cell
biology and pathology. Endocrinology 2011; 152:1199-1208.

Robker RL and Richards JS. Hormone-induced proliferation and differentiation of granulosa cells: a coordinated
balance of the cell cycle regulators cyclin D2 and p27Kip1. Mol Endocrinol 1998; 12:924-940.

Sang Q, Yao Z, Wang H, Feng R, Zhao X, Xing Q, Jin L, He L, Wu L and Wang L. Identification of microRNAs in
human follicular fluid: characterization of microRNAs that govern steroidogenesis in vitro and are associated with
polycystic ovary syndrome in vivo. J Clin Endocrinol Metab 2013; 98:3068-3079.

Schmidt D, Ovitt CE, Anlag K, Fehsenfeld S, Gredsted L, Treier AC and Treier M. The murine winged-helix
transcription factor FoxI2 is required for granulosa cell differentiation and ovary maintenance. Development 2004;
131:933-942.

Schwarzenbach H, Milde-Langosch K, Steinbach B, Muller V and Pantel K. Diagnostic potential of PTEN-targeting
miR-214 in the blood of breast cancer patients. Breast Cancer Res Treat 2012; 134:933-941.

Thomas M, Lieberman J and Lal A. Desperately seeking microRNA targets. Nat Struct Mol Biol 2010; 17:1169-
1174. Umetani N, Kim J, Hiramatsu S, Reber HA, Hines OJ, Bilchik AJ and Hoon DS. Increased integrity of free
circulating DNA in sera of patients with colorectal or periampullary cancer: direct quantitative PCR for ALU repeats.
Clin Chem 2006; 52:1062-1069.

Valadi H, Ekstrom K, Bossios A, Sjostrand M, Lee JJ and Lotvall JO. Exosome-mediated transfer of mRNAs and
microRNAs is a novel mechanism of genetic exchange between cells. Nat Cell Biol 2007; 9:654-659.

Verghese ET, Hanby AM, Speirs V and Hughes TA. Small is beautiful: microRNAs and breast cancer-where are
we now? J Pathol 2008; 215:214-221.

Visser JA, de Jong FH, Laven JS and Themmen AP. Anti-Millerian hormone: a new marker for ovarian function.
Reproduction 2006; 131:1-9.

Weenen C, Laven JS, Von Bergh AR, Cranfield M, Groome NP, Visser JA, Kramer P, Fauser BC and Themmen
AP. Anti-Mdllerian hormone expression pattern in the human ovary: potential implications for initial and cyclic follicle
recruitment. Mol Hum Reprod 2004; 10:77-83.

Wright CF and Burton H. The use of cell-free fetal nucleic acids in maternal blood for non-invasive prenatal
diagnosis. Hum Reprod Update 2009; 15:139-151.

Wu C, Ding X, Li H, Zhu C and Xiong C. Genome-wide promoter methylation profile of human testis and epididymis:
identified from cell-free seminal DNA. BMC Genomics 2013; 14:288.

Yao N, Lu CL, Zhao JJ, Xia HF, Sun DG, Shi XQ, Wang C, Li D, Cui Y and Ma X. A network of miRNAs expressed
in the ovary are regulated by FSH. Front Biosci (Landmark Ed) 2009; 14:3239-3245.

Yao N, Yang BQ, Liu Y, Tan XY, Lu CL, Yuan XH and Ma X. Follicle-stimulating hormone regulation of microRNA
expression on progesterone production in cultured rat granulosa cells. Endocrine 2010; 38:158-166.

33



10

15

ES 2 815349 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método no invasivo in vitro para determinar la reserva ovarica en una paciente que lo necesita que comprende
las etapas que consisten en: i) extraer, en una muestra de fluido folicular obtenida de dicha paciente, los acidos
nucleicos libres de células y los miARN de la muestra biolégica, y ii) determinar el nivel de los acidos nucleicos libres
de células y/o de al menos un miARN seleccionado entre miR-30a, miR-140, let7-b y miR574-3p en la extraccion de
acido nucleico.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la etapa ii) comprende determinar el nivel de acidos nucleicos
libres de células en la extraccion de acido nucleico, y en el que dicho método comprende ademas las etapas que
consisten en iii) comparar el nivel de acidos nucleicos libres de células determinado en la etapa ii) con un valor de
referencia, y iv) concluir que la paciente tiene una reserva ovarica alta cuando el nivel determinado en la etapa ii) es
menor que el valor de referencia, y concluir que la paciente tiene una reserva ovarica baja cuando el nivel determinado
en la etapa ii) es superior al valor de referencia.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la etapa ii) comprende determinar los niveles de miR30a,
miR140 y let7-b.
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