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EMBRAZO, LUTEOLISIS Y MENSTRUACION

Corpus luteum

Progesterona Embarazo
Placenta = P4
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dQUE ES LA IMPLANTACION?

La implantacion se define como el
establecimiento de una comunicacién
efectiva de caracter fisico y molecular entre
el blastocisto y el endometrio materno.

El mecanismo de implantacién involucra diferentes pasos:
aposicion, adhesion e invasion.

Adaptado de Norwitzy col. N Engl J Med 345: 1400 (2001)



Aposicion y adhesion

Adaptado de Norwitz y col. N Engl J Med 345: 1400 (2001)

Regulacidn de los cambios
en la superficie del eplitelio




Invasion

Adaptado de Norwitz y col. N Engl J Med 345: 1400 (2001)
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Decidualizacion

Es la diferenciacion vy proliferacion de los

fibroblastos del estroma endometrial: cambio —
morfologico, bioquimico y funcional.
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Angiogénesis

Matsumoto y col. J Biol Chem 277: 29260 (2002)
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Remodelado vascular por el trofoblasto

Maternal Side Fetal Side

NI
\J \:’"\V
r\\\ Q
2\

Myometrium Decidua Inter-villous space

Syncyti

Maternal
spiral artery \$ 7~

Extravillous
invading
trophoblas

Smooth
muscle

x ‘ -
| ' =
| Maternal by 7. -
PN —
J < _j\ 7 trophoblast
e B ‘! '
T | Vascular \Q\ ' @ Cytotro-
endothelium ) , phoblasts

Endovascular
trophoblasts

Kingdom y Drewlo. Blood 118: 4780 (2011)



MECANISMOS MOLECULARES INVOLUCRADOS EN LA IMPLANTACION
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Chaly col. Nat Med 18: 1754 (2012)
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A VECES ESTAS ESTRATEGIAS FALLAN...
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Y FALLAN MAS SEGUIDO DE LO QUE PENSAMOS...

100%
embarazos

De todos los embarazos que se
pierden, el 75% corresponden a fallas
en la implantacion.

70%

B embriones implantados
y gestaciones exitosas

B gestaciones no viables

El aborto recurrente afecta = 1.5% de
las parejas en edad reproductiva.

La tasa de implantacion en los ciclos
de FIV-TE permanence en = 30%, y no
ha mejorado en los ultimos ainos.

En el 50% de los casos, se desconoce la
etiologia de las fallas implantatorias.

Los tratamientos actuales se aplican

solamente en algunos casos y no
presentan una alta efectividad.

Eur Soc Human Reprod and Embryol (2010), Inhorn MCy col. Hum Reprod Update (2015),
Chaly col. Nat Med 18:1754 (2012), Pasquale y Sherman. J Assist Reprod (2017)



ALGUNAS DEFINICIONES

Es la pérdida del embarazo en el
ABORTO ESPONTANEO :> primer trimestre
- < 12 semanas de gestacion,
feto no viable -

ABORTO RECURRENTE :: > Esla ocurrenaal de2,30 rpas abortos
espontaneos seguidos




ETIOLOGIA DEL ABORTO RECURRENTE

Genéticas

- anomalias cromosémicas del embrion (~ 60%)
- anomalias cromosdmicas de los padres (~ 5-10%)

Anatdmicas Inmunoldgicas — Tolerancia fetal

Ambientales Inmunoldgicas — Coagulacion
- contaminantes, solventes - sindrome antifosfolipidico
- café, tabaco, drogas legales e ilegales - trombofilias
Infecciosas Endocrinoldgicas
- Infecciones subclinicas - Deficiencia de progesterona
- Patégenos ascienden por via vaginal - Diversas causas
- E. Coli

Christiansen OB. Curr Opin Obstet Gynecol 18: 304 (2006)
OMS (2009)



METODOS PARA PREVENIR EL ABORTO RECURRENTE

Métodos Mecanicos Métodos Farmacologicos

LESION ENDOMETRIAL LEUCOCITOS / Igs PATERNOS
HATCHING ASISTIDO PROGESTERONA
HISTERESCOPIA HEPARINA

ASPIRINA




METODOS PARA PREVENIR EL ABORTO RECURRENTE

Es la generacién de una herida en el endometrio en un ciclo

LESION ENDOMETRIAL previo a.I dfa’ la transferenma: Se asocia con mejoras en la
decidualizaciéon. No hay estudios bien controlados, aunque se
utiliza - no de rutina - en algunos centros.

Es la remocién de la zona pellucida por métodos mecanicos o
HATCHING ASISTIDO ldser. Se utiliza en general con embriones congelados. No
presenta mejoras efectivas en la tasa de abortos.

Si la paciente presenta septum uterino, se evalla y se puede
resecar por via histeroscépica.

HISTERESCOPIA

INMUNIZACION La inmunizacién con leucocitos paternos/Ig presenta resultados
controversiales y por el momento no se recomienda.

PROGESTERONA HEPARINA ASPIRINA



METODO FARMACOLOGICO: Progesterona

Mecanismos de falla de la progesterona

Immune system Endocrine system
Activated uNK cells d Pituitary gland
Activated T cells

Antiphospholipid antibodies

Lack of complement-regulatory proteins Gonadotropic pituitary-

l derived factors
(prolactin)
Inflammatory mediators '
(complement, TNF-o, etc.) / Prolactin receptor
v
Platelets oy Mo \i

T cell '
Uterus
PMN , uNK cell '

Ovary

Corpus luteum

| Progesterone production

-

Decidual damage

Implantation site
Inflammation
Decidual damage
Pregancy loss

- Fallaen la produccién o en el mecanismo de accién (receptores).

- Efecto del sistema inmune - falla en la produccién.

Salmon JE. J Clin Invest 114: 15 (2004)
Erlebacher et al. J Clin Invest 114: 39 (2004)



METODO FARMACOLOGICO: Progesterona
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METODO FARMACOLOGICO: Progesterona

Formulaciones de la progesterona

Approximate
Recommended Cost per |
Dosage for IVF  Application

Progesterone Brand Name Manufacturer Luteal Support ($)
Intramuscular Progesterone Watson 25-50mgIM
P4 in oil Pharmaceuticals once daily 39.90-47.50
Oral \ Solvay 200 mg orally
micronizedP4 | TOMelUM o o rmaceuticals  3-4 times daily e
Crinone 8% . 90 mgvaginally
Vaginal P4 gel  Prochieve Columbia onceortwice  13.10-1420 |
Laboratories ,
8% daily
Vaginal P4 Ferring 100mg2o0r3 ‘
tabletinsert  ENAOMENn oy aceuticals times daily 4.72-4.98

P4 = progesterone
Modified from Hubayter, et al. Fertil Steril. 2008,89.749-758

e Administracion oral = vida media corta = alto metabolismo de primer paso.
e Administracion parenteral - se absorbe rapido y aumenta la vida media.



METODO FARMACOLOGICO: Progesterona

Glujovsky D et al. Endometrial preparation for women undergoing embryo transfer with
frozen embryos or embryos derived from oocyte donors. Cochrane Database Syst Rev (2010)

* Background: antes de la transferencia de los embriones se prepara el endometrio con
progesterona.

» Objetivo: evaluar la preparacién del endometrio con respecto a la tasa de embarazos vy
de nacidos vivos.

* Resultados: sin beneficios comparados con las mujeres sin tratamiento.

 Efectos adversos: masculinizacién del feto y deformidad en los genitales.

* Conclusién: evidencia insuficiente para recomendar el protocolo.




METODO FARMACOLOGICO: Heparina y Aspirina - SAF

- Criterios para el diagndstico del Sindrome Antifosfolipidico (SAF) -

Criterios Clinicos

- Obstétrico: 3 o0 mas abortos < 10 semanas, 1 muerte fetal > 10 semanas, parto prematuro <
34 semanas con insuficiencia placentaria y/o preclampsia.
- Trombosis sin causa aparente.

Criterios de Laboratorio

- anticoagulante lUpico positivo.
- anticardiolipina positivo alto o medio.
- anti B2 glicoproteina positivo.

IMPORTANTE: los anticuerpos antifosfolipidicos deben confirmarse entre 8 y 12 semanas o
mas luego de la primera determinacion.




METODO FARMACOLOGICO: Heparina y Aspirina - SAF

- Criterios para el diagndstico del Sindrome Antifosfolipidico (SAF) -

100.000 embarazadas

100.000 pacientes

- 15% un aborto espontaneo - 5% anticuerpos AFL positivos
15.000 5000
- 5% dos abortos espontaneos - Si solicito anticuerpos AFL
5.000 - un aborto espontaneo
Analizaré 15.000
- 1% tres abortos espontaneos Obtendré 750 positivos
1.000 - dos abortos espontaneos
N Analizaré 5.000
15% anticuerpos AFL positivos (SAF): 150 Obtendré 250 positivos

Presiones de la industria farmacéutica y de la economia




Anti-Coagulants Approval Date

1/8/2015

1/1/1982.\ 1/1/1982

1/1/1982 12/28/2012

3/1/1990

12/22/1994 7/20/2011

7/1/2011
10/30/1996

10/15/1997

6/30/2000 1/25/2008

" 4/4/2003
1/23/2003

12/15/2000
6/26/2001

12/7/2001 | 10/10/2002
5/15/2002

® Edoxaban

®m Apixaban

® Ticagrelor

= Rivaroxaban

= Nadroparin

= Dabigatran

® Certoparin

® recombinant thrombomodulin alpha

w Desirudin

® Enoxaparin

= Urokinase

u Alteplase

® Fondaparinux

= Danaparoid
Bivalirudin

m Argatroban

u Clopidogrel
Streptokinase
Reteplase
Dalteparin
Warfarin

1 Heparin
Phenprocouman

Phenindione

Europe Heparin Market Revenue (US$S Mn)

By Region, 2014

Germany
France

UK.

Italy

Spain
Poland
Switzerland
Austria
Hungary

Portugal

=

i Belgium
Czech Rep.
Creece

Slovakia

CAGR 5.2% (2016 - 2024)

CAGR: mide el crecimiento de una inversion como si
hubiera aumentado a un ritmo constante de forma
anual compuesta.

Presiones de la industria farmacéutica y de la economia




METODOS FARMACOLOGICOS: Heparina

- Heparina no fraccionada: estructura y farmacocinética -

Es un polisacarido natural altamente sulfatado.
Polimero - PM = 3000 — 30000 Da.
No se absorbe en el intestino. Se administra en forma iv o sc.

GlcMpSES doAp2s GleNpSES ldoAp2S GleMpAc/SES  Gloph GleNpIS5Es doAp2s GleNpSES ldoAp2S GlcMpSES
OH
e . OH H . 2 H, DS 7
CH. 050, CH,080, ?’;H_ 050, o0 CH, 050, o CH, 050, a CH.OS0.
0 0 Is] 0 oo 4] 0 o e 0
COO N\ Coo ..l E:;E;'C' 1| E:;C_;O
CH 0H ) ol H & OS0 : ;
0 o L \GH ONGH LNOH N L O\NDSO ) I'“c: OH -
NHSO, aso,| NHS0, ol NHA OH NHS0, . . NHSO,
- g " 4 m
L Il Il ! = 3 5 Il |
Trisulfated disaccharide Disulfated disaccharide Antithrombin Pentasaccharide Binding Site Trisulfated disaccharide
flanking domain flanking domain flanking domain
n+m=16 for MW 12,000

Es muy abundante en el higado.

Se almacena dentro de los granulos secretorios de los mastocitos y se libera a la
coagulacion en los sitios de dafio. Es degradada mayormente por los
macréfagos—> Funcidn en defensa?

e Funcion anticoagulante de la heparina? — Heparan sulfato derivado de células
endoteliales.




Heparina no fraccionada: mecanismo de accién

Cascada de coagulacion

XIHX“‘E Via intrinseca T‘i‘aumatlsmo
XI> Xla Fx tisular
l: <—(Ca*t ‘L
IX-> IXa Vila € VI
VIS Villa Via extrinseca

Complejo VIII: ¢
(Vllla, IXa, Ca™, =2
Fosfolipidos) X —> Xa
Activadorde la trombina:
Ca*t J <€— (Va, Xa, Ca™", Fosfolipidos)

Protrombina =——>»  Trombina

Via comun Fibrinbgeno ——> Fibrina
M > ‘1:
Xl Polimeros de fibrina

Activacion de antitrombina Ill

ﬂ'nFactor Xa

Pentasaccharide
sequence
Unfractionated

heparin

Antithrombin

Antitrombina lll - degrada a la trombina vy al factor Xa = funcidn anticoagulante.
Heparina - aumenta 1000 veces la velocidad de esta reaccion.
— cambia la conformacion de la antitrombina Il = une una proteasa.



Heparina no fraccionada (HNF) vs
Heparina de bajo peso molecular (HBPM)

* Fuente: pulmon bovino y la
mucosa intestinal porcina.

Comparacion entre HNF y HBPM

HNF HESM

Pese molecular 4.000-20.000 ' 3.500-6.000
Bledispaniblicad % v
Eliminacion Endatedic v finon
Vica Meda 1V L ‘
Efecto Mance prececinie Més predocibio
Efecto anticoagulante tras la Hszadh Hasgta 101
adminisiracicn
Mode da administacion Inhs=ion contirua o doals [ Freterantemanta dase

Mt poas 1)
Antidoto con prataming 0% &0
Regcciones achversas Mayores Me

Fracio Mance Maryor

Presentaciones de HBPM

Anti-Xa/Ann-Ila

Heparin Formulation Mol Wt (D) Ratio Halflife (mins)
ardepann (Normuflo) 6000 2.0:1 200
dalteparin (Fragmun) 5000 2.0:1 119-139
enoxapann (Lovenox) 4200 3.7:1 129-180
nadroparni 4300 3.5:1 210
tinzaparn (Innohep) 6500 281 180-240
unfractionated 10,000-15,000 1:1 30-150§

- Anti-lla: trombina

Ventajas de la HBPM
Facilidad de uso (se administra por via subcutinea)

Efecto predecible (no requiere de monitoreo de labo-
ratorio)

Administracidn en dosis fija segun peso corporal

Posibilidad de uso ambulatorio (acorta o evita las hospi-
talizaciones)

Reduce los costos totales de la terapia anticoagulante

Via media de eliminacién prolongada (se usa 1 a 2 veces
al dia)

Menor riesgo de trombocitopenia asociada a heparina
Menor riesgo de osteoporosis

Mayor disponibilidad (menor unidn a proteinas y a células
endoteliales, macrofagos, osteoblastos y plaguetas)

Mecanismo de HBPM

Low FParntassccharide

molecular
weight
hepann

Antthrombin




Heparina: efectos adversos del tratamiento

Fracturas vertebrales: 2,2% HNF y 0.2% con HBPM

Plaguetopenia: 1-3% HNF, HBPM?

Trastornos durante el embarazo

- Desprendimiento de placenta

- Atonia uterina

- Hematoma de episiotomia

- Acretismo placentario (adherencia anormal de la placenta)

- HELLP (complicacion obstétrica severa considerada variacion de |la PE)

Considerar el aumento de estos % en los casos de mal diagndstico




METODO FARMACOLOGICO: Aspirina

- ASPIRINA - Eicosanoides: Metabolitos del acido araquidénico -

- Son moléculas de 20 C.
- Prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos.

- Se sintetizan a partir del acido araquidénico (20:4).
- Son hormonas de origen lipidico.

- Deriva de la dieta o se sintetiza a partir del acido linoleico
., (18:2, esta presente en los aceites vegetales).

{ . -Seabsorbe en el intestino.

. - Circula unido a la albumina.

- En la membrana se esterifica en fosfolipidos: PC, PE, PI.




Rutas de metabolizacion del acido araquidonico

prostaglandinas
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Mecanismo de accion de los eicosanoides

Receptores de membrana

’ Membrane phospholipids ‘
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Efecto: activacion de vias de segundos mensajeros
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Efecto: sitios de accidon
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Clasificacion de los inhibidores de la COX

ANTIINFLAMATORIOS
ESTEROIDEOS

- Glucocorticoides.

e —

AINEs CLASICOS

Wibu profeno,

iIndometacina, piroxicam,
diclofenac, fluribuprofeno.

AINEs NO CLASICOS

- COXIBs, meloxicam,
nimesulide, etodolac, NS-398.

- Naproxeno.

ANALGESICOS Y
ANTIPIRETICOS

- Paracetamol (acetominofeno),
dipirona.




Aspirina (acido acetilsalicilico): farmacocinética

- ADMINISTRACION Y DISTRIBUCION — los salicilatos pueden
absorberse a través de la piel. Luego de |la administracion oral, se
absorben en forma pasiva en el estbmago e intestino delgado. Pueden
atravesar BHE y placenta.

- DOSIS — | dosis: efectos anticoagulantes, antipiréticos, analgésicos.
— 1 dosis: efectos antiinflamatorios.

- ELIMINACION — se metaboliza a acido salicilico — es convertido en el
higado a compuestos mas solubles por reacciones de conjugacion.
Luego se elimina con la orina a través del rindn.



Acetyl group that

is transferred to
cyclooxygenase

Aspirin
(Acetylsalicylic acid)

H,0

Normal
deacetylation
by esterase

Acetate

COOH
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Aspirina: mecanismo de accién

* Aspirina  — acido acetilsalicilico — inactiva
irreversiblemente las COXs (los otros AINEs inhiben las
COXs de manera reversible) — importante en su efecto
anticoagulante y antiplaquetario.

* Es rapidamente deacetilada — esterasas que se
encuentran en los tejidos y en la sangre — acido
salicilico — inhibe reversiblemente las COXs —
relevante en acciones antiinflamatorias, antipiréticas y
analgésicas.



Aspirina: efecto anticoagulante y antiplaquetario

TXB2: eicosanoide que promueve la agregacion plaquetaria

Table 1 -- Source and physiological response produced by some of the products of the
arachidonic acid cascade.

Eicosanoid Primary source Physiologic response
e N - — 1. o ,W . S = _ . - Prostaglandin G,/H-
Prostaglandin D, | Mast cell, Vasodilation, bronchoconstriction 5 #2
(PGD») multiple other T

tissues Thromboxane \_+

S S . ) \_ synthase ,*‘:
Prostaglandin | Multiple tissues | Vasoconstriction, uterine and bronchial smooth ’

Faaipha (PGFgalpha) muscle contraction o Thromboxane A,
Prostacyclin Vascular Vasodilation, inhibits platelet aggregation, acute

(PGIy) | endothelium, inflammatory reactions

| macrophages

Thromboxane A;

Platelets, white

Vasoconstriction, platelet aggregation

(TXA») blood cells
Prostaglandin E; | White blood cells, | Vasodilation, acute inflammatory response,
(PGE,) multiple other inhibits gastric acid secretion, pyrexia,

tissues

analgesia, inhibits renal tubular reabsorption,

stimulates osteoclastic activity

NS

Serum Thromboxane B,

U

Platelet activation
and aggregation

Urinary 11-dehydrothromboxane B>




Aspirina: via alternativa en el mecanismo de accién
- Lipoxinas: funcion antiinflamatoria -

PMN T cell

Capillary Vascular LTB,. IL-8 Erythrocyte
endothalial FMLP, TNF

Lipoxin stimulates
cell P

monocyte recruitment

Lipoxin stops PMN and uptake of apoptic
infiltration by PMN via macrophage
reducing vascular

permeability

— X
Migration
Dendritic cell APC l‘.
@ Ny Lt /'
—X— MMPs Thi IL’:FV Macrophage

Fibroblast

Serhan C. Annu Rev Immunol 25: 101 (2007), Kasuga et al. J Immunol 181: 8677 (2008), Sehran et al. Sem Immunol (2015)



Aspirina: via alternativa en el mecanismo de accion

ATL (aspirin transformed lipoxin): funcion antiinflamatoria

Aspirin

3 &

PMN IT”TI

i3 % k.

LTA,
Na /

Plateletg“,\:{\/ LXA,

¢ 3%

Ig-like molecule Integrin : Carbohydrate-containing
$ co icAm) (eg cD11/cD1g)  ©Pselectn  NF oo tin ligand

McMahon et al. Trends in Pharmacological Science 22: 391 (2001)



APLICACION DE LOS METODOS PARA PREVENIR EL ABORTO RECURRENTE
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OPINION

Improving IVF: is there a limit to our ability to manipulate
human biology?

Pasquale Patrizio' (® - Sherman Silber?

* La tasa de nacidos vivos por oocito sigue siendo baja (~¥30%) y no cambid significativamente desde el comienzo de
las FIV en 1978 (39 afios).

* La mayoria de los ciclos menstruales no producen un oocito competente o un embridn viable. El uso de las técnicas
de FIV no ha logrado cambiar o mejorar esta ley bioldgica de la naturaleza.

* La FIV puede maximizar un ciclo reproductivo, pero todavia existe un limite biolégico impuesto sobre la fraccién de
oocitos, ovulados naturalmente o aspirados luego de una estimulacién, que pueden producer un nacido vivo.

* AUn con la aplicacién de los mejores métodos disponibles en la practica clinica o en los laboratorios de embriologia,
no todos los ciclos de FIV (al igual que no todos los ciclos menstruales en la naturaleza) producen un oocito
competente / embridn y nacido vivo - hasta ahora solo se ha logrado efectivizar la técnica pero no se ha logrado
un mejoramiento real.
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Cual es el end-point?

Los tratamientos actuales se aplican solo
a algunos casos y son poco eficaces.

Las chances de embarazo futuro sin
intervencion son del 50%-60%.




Para tener en cuenta... o0 para pensar

La asociacion con fase lUtea deficiente es controvertida. No se recomienda el
soporte de fase litea con progesterona.

Se indica AAS y heparina en el préximo embarazo cuando: 3 o mas abortos
espontaneos y anticuerpos AFL positivos en dos ocasiones (8-12 semanas).

Analizar el cariotipo de la pareja y del material de aborto.

Si presenta septum uterino, evaluar y resecar por via histeroscopica.

Si no presenta causa aparente, asesorar sobre |a posibilidad de embarazo sin ningun
tratamiento - las chances de embarazo futuro sin intervencion son del 66 — 70%.




COFFEE

BREAK

you deserve it
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