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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La implantacién embrionaria es un proceso de extraordinaria complejidad que requiere
un embrién de buena calidad que sea capaz de ello y un endometrio receptivo, asi
como el establecimiento de una buena comunicaciéon entre ambos[1]. Teniendo en
cuenta todo lo anterior, actualmente se define como fallo repetido de implantacion
(FRI) la no consecucion del embarazo en mujeres menores de 40 afios, tras haber
transferido al menos 4 embriones de buena calidad, procedentes de al menos dos
ciclos de estimulacion, repartidos en un minimo 3 trasferencias, incluyendo tanto las

realizadas en fresco como las de embriones criopreservados [2].

La transferencia de embriones de buena calidad morfolégica, en un Gtero anatémica y
funcionalmente receptivo es esencial para lograr el embarazo. Por ello es importante
conocer que el diagnostico de FRI se realiza por exclusion, ya que implica tanto
factores embrionarios como maternos, y es preciso un estudio detallado de todos ellos,
ademéas de una minuciosa técnica de transferencia [3]. En base a los estudios
recientes, el éxito de una implantacion depende por un lado de la receptividad
endometrial, que puede verse alterada por anomalias de la cavidad uterina, un
endometrio poco proliferado, una expresion andmala del patrén de receptividad
(gendémico o molecular), endometritis, factores inmunolégicos o trombofilias [4]. Por
otro lado, depende de un adecuado desarrollo embrionario en relaciébn con anomalias
cromosémicas, endurecimiento de la zona pelicida o condiciones subdptimas de
cultivo. También puede depender de otras causas multifactoriales como son la

endometriosis, el hidrosalpinx o la estimulacion folicular suboptima.

Las parejas que no consiguen el embarazo después de tratamientos de fecundacion in
vitro, requieren una orientacion multidisciplinar realizando una serie de estudios

diagnésticos dirigidos a encontrar una causa que justifique el FRI.

Hoy en dia disponemos de técnicas de biologia molecular y genética que nos permiten
analizar embriones. La existencia de un embrién aneuploide es una de las principales
causas del fallo de implantacion [5], por lo que a todas estas parejas que padecen FRI
se les solicita un estudio del cariotipo a ambos en sangre periférica. Ante un resultado
normal, se puede ofrecer a la pareja la realizacion de un screening genético
preimplantacional de aneuploidias para asegurar la transferencia de un embrién

euploide.
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Adicionalmente, se realiza un estudio de los trastornos de la coagulacion sanguinea en
la mujer ya que pueden obstaculizar la implantacion. Qublan et al. [6] sugirié que en
los casos de FRI se debe solicitar un estudio de trombofilias pues la prevalencia
aproximada en la poblacion europea es del 15%, siendo la causa mas frecuente la

resistencia a la proteina C activada por la mutacion del Factor V Leyden.

La receptividad endometrial requiere de una valoracion mdltiple ya que, podria verse
disminuida por alteraciones anatémicas (p6lipos, miomas, sinequias o malformaciones
uterinas), hormonales (niveles elevados de progesterona), gendmicas, moleculares,
infecciosas (endometritis), inflamatorias o inmunolégicas. Por ello es necesario el
estudio de imagen del Utero mediante ecografia y ante cualquier sospecha de
patologia a través de la histeroscopia. La histeroscopia se considera el estdndar para
el diagnostico de patologia intrauterina y nos permite la confirmacion visual del estado
del canal cervical y de la cavidad uterina., asi como la extirpacion o biopsia de dicha

patologia orgénica.

El estudio del endometrio se completa con una biopsia dirigida durante la
histeroscopia o simplemente con una biopsia a ciegas en consulta con canula de
Cornier, también conocido como “Scratch endometrial’. Este método ademas de ser
diagnéstico parece ser una herramienta terapéutica, que consiste en provocar un dafio
intencionado al endometrio que, mediante los procesos de reparacién posteriores,
consigue mejorar la futura receptividad del embridn. Se trata de un efecto empirico que

todavia esta en estudio para intentar conocer su mecanismo de accion.

Se han postulado diversos mecanismos que podrian estar implicados en el desarrollo
de un endometrio con menor receptividad. La endometritis crénica es una inflamacion
persistente del endometrio caracterizada por la presencia de células plasmaticas
creando un ambiente intrauterino suboptimo para la implantacion. Se cree que los
mediadores inflamatorios tipo citoquinas y agentes quimiotacticos, asi como los
propios microorganismos pueden provocar la apoptosis de las células del trofoblasto
impidiendo la correcta implantacion del embrién. El método diagnéstico de la
endometritis crénica todavia es objeto de debate entre la tincion de Hematoxilina-
Eosina y la Inmunohistoquimica del CD138. Aunque datos recientes indican que esta
Gltima técnica podria ser el método diagnostico mas adecuado, ya que con
Hematoxilina-Eosina se identifican morfolégicamente muchas células como
plasméticas que en realidad no lo son y por tanto, diagnosticando como falsa
endometritis en muchos casos [7]. Diversos estudios [8], llegan a diagnosticar una

endometritis crénica en el 30,3% al 57,5% de las pacientes con FRI. Ademas también
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han demostrado que el diagnéstico de endometritis cronica y su consiguiente
tratamiento antibiético mejora las tasas de embarazo espontaneo y las tasas de nifios
nacidos vivos en pacientes con FRI [9]. Tras estos hallazgos se han abierto nuevas
lineas de investigacion para lo cual es necesario contar con muestras procedentes de
biopsias endometriales para ser procesadas en estos estudios. Ademas de los
resultados especificos de cada estudio se ha visto empiricamente que el “endometrial
scratching” (dano local del endometrio) parece incrementar la receptividad endometrial
en las pacientes con FRI [10, 11], pues induce un incremento significativo de
macréfagos (células HLA-DR+, CD1lc+), de citoquinas proinflamatorias, TNF-q,
oncogenes GRO-q, IL-15 y proteinas inflamatorias de macréfagos 1B (MIP-1B), que
producen un efecto estimulante directo, con una correlaciébn positiva sobre la
probabilidad de embarazo. En conclusién, la respuesta inflamatoria inducida por la
biopsia podria facilitar la preparaciéon del endometrio para la una mejor implantacién

embrionaria.

Siguiendo esta linea de investigacion, el objetivo principal de nuestro estudio es
determinar la incidencia de endometritis en las pacientes con FRI de la Unidad de
Reproduccién del Hospital Clinico Universitario y estudiar el efecto de la biopsia de

endometrio sobre la receptividad uterina posterior en estas mujeres.



METODOLOGIA

METODOLOGIA

Estudio descriptivo, retrospectivo, analitico, de pacientes con FRI en ciclos de FIV/ICSI
con transferencias de embriones de buena calidad en fresco y/o congelados,
procedentes de al menos dos ciclos de estimulacién, desde enero de 2017 hasta
diciembre de 2018 en la Unidad de Reproduccion del Hospital Clinico de Valladolid.
Los datos han sido obtenidos de las historias clinicas, y del programa informéatico de la
Unidad (SARA).

Se recogen datos relativos a la edad de la mujer (<40afios), tipo de transferencia
(embriones congelados vs fresco), dia de la transferencia y nimeros de embriones
transferidos, asi como el resultado del test de embarazo y su evolucion. En cuanto a
las pruebas complementarias, a todas las parejas se solicitdé un estudio de FRI que
consiste en el estudio genético con los cariotipos de ambos miembros de la pareja,
junto con un estudio en la mujer de trombofilias (alteraciones de la proteina C y S,
homocisteina y mutacion del gen MTHFR, mutacién del factor V Leyden, gen 20210

protrombina), del sindrome antifosfolipidico y un estudio ecogréfico detallado del utero.

El estudio de FRI se completa con la realizacién de una biopsia de endometrio a
ciegas en consulta con canula de Cornier en la fase secretora del ciclo previo al que se
va a realizar la transferencia embrionaria. Se coloca el especulo dentro de la vagina y
se expone el orificio cervical externo, a través del cual se introduce la canula hasta
llegar al fondo del Utero. Se extrae el émbolo hacia atras y se aspiran varias muestras
de endometrio que se remiten para su estudio en formol a anatomia patolégica. Esta
prueba puede ser algo dolorosa y puede provocar un leve sangrado durante el dia de
realizacién de la misma, pero presenta buena tolerancia por parte de las pacientes
[12].

Las muestras de la biopsia se remitieron al Servicio de Anatomia Patolégica del
HCUV. El estudio de las muestras se llevo a cabo por un mismo observador, mediante
un estudio microscopico basico y un estudio especifico de inmunohistoquimica para

valorar la presencia de células plasmaticas.
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Una vez realizada la biopsia de endometrio, las muestras fueron procesadas y
analizadas por el mismo patélogo, especialista en patologia endometrial. Se fijaron con
formol y a continuacién se procedio a su parafinado para poder realizar el analisis
histolégico. Inicialmente, todas las biopsias se analizaron mediante la tincion de H&E
en busca de células plasmaticas y aquellas preparaciones donde se sospechaba la
presencia de ellas se sometieron a técnicas de inmunohistoquimica para confirmar la
presencia del marcador de células plasmaticas syndecan-1 (CD138) que identifica la
endometritis cronica. Syndecan-1 es un proteoglicano de superficie celular expresado
por células plasmaticas muy util para el diagnostico de endometritis crénica. La
inmunohistoquimica de las muestras susceptibles se realizé6 mediante la incubacién de
las mismas con una diluciéon 1:100 de anticuerpos monoclonales de ratén contra
sydecan-1, durante una hora a temperatura ambiente. Para considerar positivo el
diagnéstico de endometritis crdnica tendria que darse la presencia de 1-5 células

plasmaticas/campo o un cluster de <20 células plasmaticas tefiidas [13].

A los 14 dias de realizar la transferencia embrionaria, tanto de embriones en fresco
como de embriones congelados, si no ha tenido la menstruacion, la paciente se realiza
un test de embarazo en orina de primera hora de la mafiana. Si el test en orina es
positivo, se confirma el embarazo con la realizacion de los niveles de B-HCG en
sangre periférica, considerando un embarazo bioquimico si los niveles son superiores
a 50Ul. Para el diagnostico de embarazo clinico, se realiza una ecografia en consulta
a las 7 semanas de gestacion para confirmar la existencia de un embrion con latido

cardiaco fetal positivo.

El analisis estadistico se realiza utilizando el programa IBM SPSS Statistics 22.0
considerando una significacion estadistica una p<0.05. Se valora si el scratch
endometrial mejora la tasa de implantacién, asi como un estudio de la prevalencia de

patologia endometrial, con especial hincapié en la endometritis.
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La muestra total de pacientes estudiadas con FRI que cumplian los criterios de
inclusion para este estudio fue de 100 mujeres. En los estudios complementarios de
FRI, solo se encontré un caso de alteracion del cariotipo en uno de los progenitores.
Sin embargo, un total de 12 mujeres presentaban alteraciones de la coagulacion y se

indico el correspondiente tratamiento de la trombofilia que padecian.

Para el estudio de la prevalencia de endometritis crénica en nuestras pacientes se
recogieron un total de 100 muestras mediante biopsia endometrial para su posterior

analisis anatomo-patologico, del que se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 1: datos de anatomia patoldgica mediante analisis microscépico de las muestras

de biopsia endometrial.

Clasificacién Muestra Patologia = Endometrio Linfocitos Células
de anatomia insuficiente orgénica secretor CD3+ sin plasméticas
patolégica (polipo) (neutrofilos)  plasmaticas CD138+

n(%) 18(18%) 6(6%) 37(37%) 39(39%)* 0(0%)

* Dos de estas muestras presentaron una importante reaccion inflamatoria.

Para considerar positivo el diagndstico de endometritis crénica, diversos estudios
describen la presencia caracteristica de un minimo de células plasmaticas CD138+ en
la muestra estudiada por el patélogo. En nuestro estudio, como se puede observar en
la tabla 1, en ninguna de las pacientes se observaron células plasmaticas, lo que
significa que la prevalencia de endometritis cronica en las pacientes con fallo de
implantacion de nuestra Unidad de Reproduccion Asistida fue del 0%. Por otro lado,
fue llamativo el hallazgo de un infiltrado linfocitario CD3+ en casi la mitad de las

muestras estudiadas.

Para estudiar el efecto de la biopsia de endometrio sobre la receptividad uterina
posterior se determinaron las tasas de embarazo de mujeres con antecedentes de FRI
y se compararon con un grupo control de mujeres que ya han realizado dos ciclos
previos de estimulacion y varias transferencias, pero que no cumplen con los criterios

de buena calidad para ser un fallo repetido de implantacion.
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Se estudiaron un total de 65 pacientes tras excluir los FRI en los que se encontraron
algunas alteraciones de las pruebas complementarias: cariotipo (1), coagulacion
sanguinea (12) y estudio ecogréfico cavidad (6). Al no poder aclarar en qué grado
podrian estar interfiiendo estas patologias en las tasas de gestacion, fueron
descartadas en esa parte del estudio. En el caso de las trombofilias, quedaron fuera
del andlisis debido a que no habia forma de diferenciar el efecto de nuestra
intervencion del efecto del tratamiento de la trombofilia en relacion a los datos de
embarazo. Finalmente, otro grupo de 16 pacientes no pudo incluirse en este analisis
por no haber llegado a realizar la transferencia, bien por no disponer de embriones en
fresco para transferir o por no sobrevivir a la descongelacion en caso de estar

criopreservados.

La tasa de embarazo fue significativamente mayor (33,8%; p<0,02) en pacientes
diagnosticadas de FRI con biopsia de endometrio en el ciclo previo al de tratamiento
sin tener en cuenta el tipo de embrién (fresco o congelado), con respecto a nuestra
propia tasa de gestacion del grupo control en el tercer ciclo (18,6%), en el que se

realizaron transferencias de embriones sin biopsia de endometrio previa por no
presentar FRI (Figura 1).
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Figura 1: Tasas de gestacion en 3° ciclo en pacientes con FRI méas scratch previo al
ciclo de transferencia y tasas de embarazo en el 3° ciclo sin FRI (grupo control). El
asterisco representa diferencias significativas (p<0,02) en la tasa de embarazo entre

los dos grupos.
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Si analizamos por separado segun el tipo de embrion trasferido (39 en fresco y 26
congelados) este efecto beneficioso se mantiene pero sélo alcanza la significacion
estadistica en las criotransferencias (38.5% gestacion; p<0.03), como se puede

observar en la Figura 2.
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Figura 2: Tasas de gestacién durante 3° ciclo de trasferencia. Pacientes con FRI méas
scratch previo al ciclo de transferencia con embriones en fresco o criopresrvados.
Tasas de embarazo sin FRI (grupo control). El asterisco representa diferencias

significativas (p<0,03) en la tasa de embarazo entre los grupos.

Como ya describiamos antes en el analisis de anatomia patolégica, de las 100
pacientes estudiadas, alrededor de un 40% presentaban linfocitos CD3+ sin células
plasméticas asociadas. En principio, este infiltrado celular se describe como un
hallazgo, que no se relaciona con ningln otro pardmetro y no se conoce Su
repercusion. Pero una vez eliminadas del estudio las pacientes que presentaron algin
inconveniente, se realizd el analisis combinado de la presencia de linfocitos CD3+ vy

las tasas de gestacion de las 65 mujeres seleccionadas.
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A pesar de no haber encontrado diferencias significativas (p>0,05) en ninguno de los
grupos estudiados (tabla 2), se observo un infiltrado CD3+ en 34 de esas pacientes, lo
cual supone mas de la mitad de las muestras. Ademas, el 50% de las gestaciones tras
el scratch (n=11) han tenido lugar en endometrios con infiltrados linfocitarios,
manteniéndose este efecto tanto en transferencias de embriones en fresco como en

criotransferencias.

Gestacion con Gestacion con Gestacion con
embriones en embriones embriones Totales
Fresco Criopreservados
n(%) n(%) n(%)

Biopsia
endometrial con 5(31,3) 6(33,3) 11(32,4)
linfocitos CD3+
Biopsia
endometrial sin 7(30,4) 4(50) 11 (35,5)

linfocitos CD3+

Tabla 2: tasas de gestacion en funcion de la presencia o ausencia de linfocitos CD3+
en la muestra de endometrio sin tener en cuenta el tipo de embrién y tras analizar los
embriones por separado segun hayan sido trasferencias de embriones en fresco o

congelados.
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Una de las principales patologias que se postula como responsable del fallo repetido
de implantacion es la endometritis crénica. Se define como una inflamacién crénica de
la capa endometrial del Utero, que se caracteriza por la presencia de células
plasmaticas identificadas mediante la tincion H&E y/o inmunohistoquimica (CD138+).
Con respecto a la ultima, algunos estudios sefialan el aumento de prevalencia de
endometritis cronica al utilizar la inmunohistoquimica desde un 11% a un 56% (Dana
B. McQueen et al 2015). Al igual que el anterior estudio mencionado, otros autores
coinciden en una prevalencia de endometritis cronica de alrededor del 50% en
pacientes con fallo repetido de implantacion [13, 14, 15, 16], sugiriendo una fuerte
correlacion entre la endometritis crénica y el fallo de implantacién. Se cree que la
presencia de microorganismos, y en consecuencia, de citoquinas y mediadores
inflamatorios, puede provocar la apoptosis de las células del trofoblasto, dificultando su

implantacion, recomendandose tratamiento antibibtico previo.

Por todo esto, y basandonos en resultados previos donde recomiendan la
implementacion rutinaria de imunohistoquimica para aumentar la sensibilidad en el
diagnéstico de endometritis crénica [7], en nuestro estudio se analizaron 100 biopsias
de endometrio procedentes de mujeres con FRI, de las cuales tras una exhaustiva
revision se obtuvo un 0% de muestras compatibles con endometritis crénica. Por lo
tanto, nuestros resultados no son similares al resto de datos publicados al respecto.
Puede explicarse porque nosotros hemos realizado una biopsia a ciegas del
endometrio y no una biopsia dirigida con histeroscopia o bien porque no se usen los

mismos criterios diagnosticos a la hora de definir la presencia de endometritis cronica.

Para solucionar estas diferencias y poder dilucidar si realmente es un diagndsico a
tener en cuenta en el estudio de FRI, habria que definir adecuadamente las
caracteristicas diagndsticas en un protocolo universal, para que los datos de diferentes
autores fueran comparables y aportaran la evidencia necesaria para poder integrarlo

como una causa importante de FRI.

10
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Actualmente, la efectividad real del scratch endometrial en pacientes incluidas en un
programa de reproduccién asistida es un tema que suscita un gran debate en la
literatura. Algunos autores consideran la técnica inefectiva, incluso la consideran un
riesgo para la paciente, incrementando la probabilidad de sufrir el sindrome de
Asherman [17, 18]. Otros estan a favor de la técnica, defendiendo su efectividad, que
se traduce en mejores tasas de implantacion embrionaria tras el uso del scrach [12]. A
pesar de este debate, muchos son los investigadores que recomiendan el uso del

scratch, sobre todo en los casos de FRI [19].

En la segunda parte del proyecto se incluyeron 65 pacientes en su tercer ciclo de
transferencia de embriones, diagnosticadas de fallo repetido de implantacién y a las
que se realiz6 el estudio y fue negativo. Las pacientes seleccionadas se sometieron a
un scratch endometrial en el ciclo previo al de la estimulacién ovérica, mientras las
pacientes controles en tercer ciclo de transferencia de embriones no recibieron
ninguna intervencién. En nuestro caso, el grupo sometido al scratch mostré tasas de
gestacién significativamente mas altas que el grupo control (33,8% vs. 18,6%, p =
0,02), sin diferencias en el resto de parametros estudiados. Por lo tanto, podemos
decir que estos resultados siguen la misma linea de otros autores con datos similares
publicados recientemente [20, 21]. De acuerdo con los resultados publicados [12, 21],
donde se demuestran diferencias significativas en tasas de embarazo, la realizacion
de la biopsia en la fase secretora del ciclo en pacientes con dos o mas fallos de
implantacién previos, como también se hizo en nuestro estudio, puede jugar un papel
clave en estos casos, y podria haber contribuido a los buenos resultados de embarazo

obtenidos.

Como hemos visto anteriormente, hay muchos factores que pueden influir en el
resultado del scratch. En estudios previos, no solo se ha tenido en cuenta el nimero
del ciclo o la fase del endometrio, también son importantes otras variables como son el
tipo de embrién que se transfiere. En este caso, estamos hablando de que debido a
los resultados dispares que hay en la literatura [22, 23] no esta claro todavia si hay
evidencia a favor o en contra de transferir embriones en fresco o criopreservados

después de la biopsia.

Nuestros resultados, tras analizarlos por separado segun el tipo de embrién (n= 39 en
fresco y n= 26 criopreservados) demuestraron que la tasa de gestacion con
embriones criopreservados, previo scratch endometrial en pacientes diagnosticadas de
FRI, es significativamente mayor en comparacion con el grupo control (38.5% vs

18,6%; p <0.03). Este efecto beneficioso en el embarazo se mantiene en el grupo de

11
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embriones transferidos en fresco (31% de tasa de gestacion) pero no alcanza la
significacion estadistica, respecto al grupo control. Estos resultados confirman otros
previamente descritos [3], concluyendo que podria ser favorable la criopreservacion de
embriones y posterior transferencia de los mismos, previa biopsia de endometrio. Este
efecto positivo en relacion con una transferencia de embriones diferida estd apoyado
por multiples ensayos [24, 25] que incrementan la evidencia cientifica a favor de
transferencias de embriones en un ciclo sin tratamiento de estimulacién ovarica, ya
que el ambiente uterino es mas fisiolégico y por tanto mas adecuado para la

implantacion.

En este trabajo publicamos por primera vez, la existencia de un infiltrado linfocitario
CD3+ en el endometrio que parece tener un efecto beneficioso en la receptividad
uterina, facilitando la implantaciéon del embrién. Al comparar la tasa de gestacién con
los resultados de anatomia patologica, la mitad de las gestaciones tras el scratch han
tenido lugar en endometrios con infiltrados linfocitarios CD3+, manteniéndose este
efecto tanto en transferencias de embriones en fresco como en criotransferencias.
Aungque no sepamos su repercusion real, ni su mecanismo de accion, parece un
hallazgo interesante y se abre una nueva via de estudio en este sentido. Para ello, son
necesarios mas estudios con un mayor tamafio muestral, que nos permita explicar

estos resultados con mas detalle.

12
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CONCLUSIONES

A pesar de que la endometritis crénica es una entidad cada vez con mas relevancia en
el fallo repetido de implantacién, ninguna de nuestras pacientes present6 esta
patologia tras una revisién exhaustiva de las muestras. Lo que es frecuente, es la
existencia de linfocitos por lo que tal vez es necesario consensuar los criterios
anatomopatologicos y realizar cultivos de las muestras para poder hablar de los

mismos términos y comparar los resultados.

En el FRI el scratch endometrial mejora la tasa de gestacion, manteniéndose el efecto

tanto para transferencias de embriones en fresco como criotransferencias.

La existencia de un infiltrado linfocitario en el endometrio parece tener un efecto
beneficioso en la receptividad endometrial, pero son necesarios mas estudios para

poder explicar estos resultados con un mayor tamafio muestral.

El fallo repetido de implantacion, genera frustracion en parejas y personal clinico. Por
ello, debemos aunar nuestros esfuerzos en unificar criterios, y en la busqueda de

nuevas estrategias, que permitan incrementar nuestras probabilidades de éxito.
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ANEXO I: Apéndice qgréafico.
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Apéndice grafico 1: tincion de H&E de las muestras de biopsia de endometrio
a diferentes aumento (A: 10X; B: 20X; C: 40X) y tincion de inmunohistoquimica
para células plasmaticas C138+ (D).

Apéndice grafico 2: canula de Cornier y bote de recogida de muestra (A).
Embrién en dia 5 en estadio de blastocisto antes de la transferencia (B).
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ANEXO II: Informe de solicitud de estudio de cariotipo.
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ANEXO lll: Informe de solicitud de estudio de trombofilias.
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ANEXO IV: Abstract 1y Certificado Pdster. International IVIRMA Congress

IS CHRONIC ENDOMETRITIS A POSSIBLE ETIOLOGY OF THE REPEATED
IMPLANTATION FAILURE?

INTRODUCTION

To know why,embryos of good quality do not manage to implant in patients with uterus
and endometriums with normal ultrasound scan,supposes a true challenge for the
reproductive medicine of the XXI century. Multiple factors have been proposed as
implicated in the repeated failure of implantation, among them the existence of a
chronic endometritis. The objective is to assess the incidence of this entity in our
patients.

MATERIAL AND METHODS

Descriptive,retrospective,analytical study of patients with at least three transfers of
good quality embryos from at least two stimulation cycles (January 2017- December
2018). The data have been obtained from the clinical records,and the program
Computer Unit(SARA),and analyzed statistically through the IBM-SPSS-22-program. In
all the couples, a study of the implant failure was requested,consisting of the genetic
study (both karyotypes) and the study of thrombophilias (alterations of the protein C
and S,homocysteine and mutation of the MTHFR gene,mutation of Factor V
Leyden,gene 20210th prothrombin) and antiphospholipid syndrome in women. The
patients underwent an endometrial aspiration biopsy (Cornier-type cannula), during the
secretory phase of the cycle prior to the transfer,to rule out the existence of a chronic
endometritis and treat it if necessary. The AP study was carried out by a single
observer,by means of microscopic study and subsequent use of immunohistochemistry
to assess the presence of plasma cells.

RESULTS:

Of 101 cases founded,only 1 presented karyotype’s alterations,and 10 patients
presented some type of thrombophilia. The anatomo-pathological study (n=100)
reported:

* Insufficient sample: 18 patients (18%)

+ Organic pathology (endometrial polyp): 6 patients (6%)

* Secretory endometrium with neutrophils and eosinophils: 37 patients (37%)

» CD3 + lymphocytes without plasma cells: 39 patients (39%).
Understanding chronic endometritis as the persistent inflammation of the endometrial
mucosa caused by bacterial pathogens and characterized by the presence under the
microscope of abundant CD38+ plasma cells, none of our patients presented it. It's
believed that the presence of microorganisms, and consequently,of cytokines and
inflammatory mediators,can cause apoptosis of the trophoblast cells,making their
implantation difficult,recommending prior antibiotic treatment.

CONCLUSIONS:

Despite the fact that chronic endometritis is an increasingly important entity in the
failure of implantation, none of our patients presented this pathology after an
exhaustive review of the samples. What is frequent is the existence of lymphocytes so
it may be necessary to reach a consensus on the anatomopathological criteria and
perform cultures of them to be able to talk about the same terms and compare the
results.
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ANEXO V: Abstract 2 y Certificado Pdster. International IVIRMA Conqgress

IS THE PRESENCE OF A LYMPHOCITARY INFILTRATION IN THE SCRATCH
INJURY BENEFICIAL IN THE RECURRENT IMPLANTATION FAILURE?

INTRODUCTION:

Recurrent implantation failure (RIF) represents an exclusion diagnosis. It is defined as
no consecution of pregnancy in healthy women aged less than 40 years, after having
transferred 4 or more good quality embryos, in at least 3 transfer procedures (including
fresh ones and cryopreserved).

The success of an implantation lays in many factors, such as endometrium.
Endometrial receptivity could be diminished because of anatomic, hormonal, genomic,
molecular, infectious, inflammatory and inmunological causes. Because of that, we
consider that its anatomopathologic study becomes an important part of our treatment.
We can perform either an hysteroscopy with directed biopsy or a blind one using a
Cornier pipelle. As a side effect, this scratching seems to be productive in achieving
pregnancy in our patients.

MATERIAL AND METHODS:

Retrospective, analytic study of RIF patients, diagnosed during IVF/ICSI cycles with
embryo transfer (fresh or frozen), between January 2017 and December 2018 in
Hospital Clinico de Valladolid Reproduction Unit. We collect complementary data
(couple karyotype, thrombophilia study, pelvic ultrasonography). The endometrial
biopsy with Cornier pipelle was performed in all our patients during secretory phase of
previous cicle. Pathologists carry out a microscopic study and a inmunohistochemical
determination of citokeratins in order to evaluate the incidence of endometritis. We
assembled data regarding type of embryos transferred and gestation rate.

RESULTS:

We included 65 patients with no history of trombophilias or intracavitary pathology
suspected in US. After scratching technique, we achieved a gestation rate of 33.84%.
In comparison with our pregnancy rate after 3 IVF cycles (without RIF diagnosis), this
represented a significant improvement (18.58% p: 0.02). Considering the type of
embryo transferred (39 fresh, 26 frozen), this positive trend persists but only reaches
statistical significancy in cryotransfer (38.46% pregnancy rate, p=0.03).

According to the pathological report, we didn’t have any chronic endometritis, with
plasmatic cells detected. We noted the presence of CD3+ lymphocytes in more than
half of our biopsies (n=34), ignoring its clinical implications. 50% of gestations achieved
have occurred in endometriums with lymphocitary infiltration, either in fresh embryo
transfer or frozen ones.

CONCLUSIONS:

In RIF, endometrial scratching seems to improve gestation rate, keeping the trend in
both fresh or frozen embryo transfer. Analyzing our results, we suggest that the
presence of lymphocytes is related with more endometrial receptivity. Further studies
are mandatory to explain properly this theory.
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ANEXO VI: Poster.

Estudio de la biopsia de endometrio en

HC
pacientes con fallo repetido de implantacién en UV
la Unidad de Reproduccion del HCUV.

Angel Miiiarro MA, Barrero Real L.
Grado en Medicina. Universidad de Valladolid. Servicio de Obstetricia y Ginecologia. Hospital Clinico Universitario de Valladolid.

INTRODUCCION

El fallo repetido de implantacion (FRI) se define como la no consecucion del embarazo en mujeres <40 afios,
tras la transferencia de al menos 4 embriones de calidad, procedentes de dos ciclos de estimulacion, en un
minimo de 3 trasferencias. El éxito de una implantacion depende de muchos factores, entre ellos el endometrio.

i Objetivo: valorar la incidencia real de endometritis cronica en nuestra Unidad vy
i estudiar si el scratch endometrial tiene un efecto beneficioso en la tasa de gestacion.

METODOLOGIA
Estudio descriptivo, retrospectivo, analitico, de pacientes con FRI desde enero de
2017 hasta diciembre de 2018. En todas las parejas, se solicitdé un estudio de FRI:

1. Estudio genético (cariotipos) de ambos miembros.

2. Estudio de trombofilias y sindrome antifosfolipido a la mujer.

3. Estudio ecografico uterino.

4. Biopsia endometrial con canula de Cornier en fase secretora para

estudio anatomo-patoldgico: H&E e Inmunohistoquimica.
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CONCLUSIONES FRESCO  CRIOPRESERVADOS

El scratch endometrial, mejora la tasa de gestacion en nuestra poblacion con FRI, manteniéndose el efecto
tanto para transferencias de embriones en fresco como criotransferencias.

En ninguna de nuestras pacientes se encontré endometritis cronica (CD138+) tras una revision exhaustiva
de las muestras. Lo que es frecuente, es la existencia de un infiltrado linfocitario CD3+ en el endometrio que
parece tener un efecto beneficioso en la receptividad endometrial, por lo que tal vez son necesarios mas
estudios para poder explicar estos resultados.



