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RESUMEN

Durante los Ultimos 20 anos los problemas de infertilidad se han visto exacerbados en la
poblacién mundial lo que ha conllevado a la generacion de conflictos de orden social,
familiar o de pareja que impactan en el libre derecho a procrear de los individuos. En
consecuencia, existe una demanda cada vez mds creciente de atencién profesional
para la resolucion de este problema vy el logro de un embarazo viable con un producto

Vivo.

En este contexto, el campo de la bioclogia reproductiva ha jugado un papel crucial al
aportar una profunda y detallada comprension del proceso reproductivo en la especie
humana y cuya unidn a los constantes avances tecnoldgicos le permite ofrecer
alternativas de soluciéon reales a estas parejas. Esta sinergia ha dado lugar a diferentes
métodos y técnicas que facilitan o sustituyen los procesos naturales de fertilizacién y

gue en conjunto se conocen como reproduccién asistida.

El presente trabajo tiene por objetivo hacer una revisidon bibliografica, acompanada
por la experiencia laboral del autor en este campo a nivel nacional e internacional,
sobre los diferentes aspectos que actualmente rigen al campo de la reproduccion
asistida en México, la amplia versatilidad de su aplicacion y los avances tecnoldgicos
gue han acompanado su creciente expansidn a nivel mundial y dentro de los cuales
destaca la produccion de preparaciones hormonales de FSH que por primera vez
tienen un origen 100% humano imitando en forma precisa la respuesta ovarica natural

haciéndola mds predecible y facilitando su manipulacion exégena.

Es también una invitacion a la incorporaciéon del Bidlogo a dreas cientificas en donde
su participacion no solo es necesaria sino determinante por el entendimiento que esta

disciplina tiene de la vida y su funcionamiento.



INTRODUCCION

La infertilidad es un problema de salud mundial que afecta entre el 8 y 10% de las
parejas en edad reproductiva. La prevalencia de la infertilidad varia mucho de una
region a ofra e incluso entre paises de una misma regidon debido a una conocida

condicién de subregistro que no permite tener una visién global del problema.

En México, existe una seria inconsistencia en estudios epidemioldégicos que permitan
tasar adecuadamente la prevalencia de la infertilidad en la poblacién, pero diferentes
trabajos de investigacion asumen que afecta a un 10% de las parejas (Vite Vargas
et al., 2005).

Denfro de estas, se estima que un 60% presentan factor femenino, un 30% factor
masculino y un 10% presentan desordenes en ambos cdényuges. Las causas de
infertilidad son muy diversas entre la poblacidn mexicana, pero enfre todas ellas el
factor endocrino-ovdrico es muy frecuente con hasta un 35% de los casos dentro de los
cuales un 42% se deben a sindrome de ovario poliquistico. El factor tubo-peritoneal
representa un 28% de los casos, mientras que el factor masculino ostenta un 26%

(Gonzdlez & Serrano, 2010).

Desgraciadamente, en México la salud reproductiva goza de la indiferencia
gubernamental por considerar que es una condicion suntuosa que no pone en peligro
la vida de quien la padece y por ello no existen planes de tratamiento o estrategias de
abordaje para el manejo de la pareja infértil en el pais. Debido a lo anterior tampoco
existe una partida presupuestal dentro del sistema de salud mexicano destinada al
tratamiento de estas parejas. En México solo existen cuatro hospitales de cardcter
pUbico que tienen la capacidad de ofrecer servicios gratuitos de salud reproductiva,
pero que desafortunadamente no cuentan con los recursos necesarios para atender a

una poblacion cada vez mds creciente que demanda su atencion.

Esto ha permitido que el campo de la salud reproductiva a nivel mundial tenga un
notable crecimiento exponencial asociado a multiples avances tecnoldgicos no solo

de cardcter técnico sino también médicos, bioquimicos, genéticos e inmunoldgicos.



Esto ha dado lugar al surgimiento de las técnicas en reproduccion asistida.
Actualmente, se calcula que cada ano se realizan mds de un milldn de procedimientos

de reproduccion asistida a nivel mundial.

Las técnicas en reproduccion asistida basan su productividad en la manipulacién
exdgena del eje hipotdlamo-hipdfisis-gdnada para lo cual es necesario el manejo de
diferentes preparaciones hormonales de las cuales la mds determinante con absoluta
certeza es la FSH por sus implicaciones en la ovogénesis. Desde la década de los 50°s
comenzaron a desarrollarse diferentes metodologias de purificacién hormonal con el
fin de obtener preparaciones funcionales de FSH a partir de diversas fuentes (Smitz
et al., 2014).

La conclusion del proyecto Genoma y el perfeccionamiento de técnicas de
agislamiento y purificacién basadas en inmunologia e ingenieria genética permitieron
identificar y secuenciar al gen que codifica la sintesis de la FSH y esto marco el inicio de
una carrera tecnoldgica por la obtencidn de preparaciones hormonales cada vez mds

similares a la FSH producida naturalmente en el ser humano.

Actualmente, existe cierta variedad de preparaciones de FSH disponibles en el
mercado, pero que hasta el 2017 no guardaban estricta similitud a la FSH natural
debido sobre todo a los diferentes patrones secundarios de maduracion proteica

obtenidos en las lineas celulares de cultivo no humanas utilizadas para su produccion.

Recientemente, han sido establecidas lineas de cultivo celulares de origen humano
que sirven como bancos de produccion de la primera preparacion de FSH con un

origen 100% humano y que ya esta disponible a nivel mundial.



SISTEMA REPRODUCTOR FEMENINO

En su conjunto el sistema reproductor femenino se compone por los ovarios y el resto
de los 6rganos sexuales, pero sus origenes siguen caminos muy distintos y, aunque el
sexo del embrion se define por mecanismos genéticos en el momento de la
fertilizacion, las gobnadas no exhiben caracteristicas masculinas o femeninas antes de la

séptima semana de gestacion.

ANATOMIA'Y FISIOLOGIA

En la anatomia del aparato genital femenino es necesario distinguir entre aquellas
estructuras que tienen una locadlizacion externa de aquellas que se ubican

internamente.
Genitales Externos

Los genitales externos cumplen con una funcidn copuladora y de proteccion y estdn
representados por una serie de estructuras que pueden ser agrupadas bajo el tférmino
colectivo de vulva. El monte de Venus es la estructura mds inmediatamente visible y se
constituye por un cojinete de grasa cubierta de piel y vello adoptando en la mujer una

cldsica figura de fringulo con la base invertida.

En la parte inferior al monte de Venus, en direccion antero-posterior, se abren dos
pliegues de piel, constituidos también por grasa, que se denominan labios mayores. Su
posicion y trayecto son simétricos. Se fusionan al inicio y al final de su recorrido de tal
manera que entre ellos se abre un espacio llamado hendidura vulvar que alberga otras
estructuras. Los labios mayores contienen gldndulas sebdceas y sudoriparas en su
interior mientras que su superficie externa también estd recubierta por vello.
Embriocldgicamente los labios mayores son un érgano paralelo al escrofo masculino
(Jacob et al., 1990).

Por dentro de la hendidura vulvar se extiende otro par de pliegues cutdneos
considerablemente mds delgados que los mayores que se denominan en

consecuencia labios menores.



El espacio existente entre los labios menores se denomina vestibulo vulvar y en él se
encuentra el orificio vaginal y el meato uretral que son en realidad la desembocadura

de los genitales internos y del sistema urinario respectivamente.

Los labios menores se encuentran plegados sobre si mismos brindando por ello
proteccioén a el clitoris que embrioldgicamente equivale a un pene rudimentario y que
al igual que el érgano masculino se encuentra formado por dos pequenos cuerpos
cavernosos y un glande, ambos provistos de capacidad eréctil y sensorial, inervados y
vascularizados (Jacob et al., 1990) (FIGURA 1).

En el vestibulo vulvar se encuentra también la desembocadura de las llamadas
gldndulas de Bartolini cuya funcidon radica en secretar moco que se conjuga con el
moco cervical para brindar lubricacion durante la excitacion sexual (Berne et al., 2008;
Jacob et al., 1990).

B o I ST
PREPUCIO DEL CLITORIS S
- CUTORIS.
' b

‘ % LABIO MAYOR
B HIMEN

/— 3
FOSA NAVICULAR

FIGURA 1: Genitales femeninos externos
Adaptado de Anatomia y fisiologia humana 49 ed. (p. 211) por Jacob, N. 1988, Interamericana
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Genitales Internos

Los genitales internos inician su configuracion anatémica con la vagina la cual es un
érgano en forma de saco ciego que antecede al Utero o matriz y cuya funcidén radica
en recibir al pene durante el coito o codpula y servir como via de salida al feto durante
el parto gracias a la gran distensibilidad que presenta. La vagina se constituye por
paredes de tejido conectivo que a su vez confienen fibras musculares lisas revestidas
por tejido epitelial. Estas paredes suelen estar en contacto entre si formando por tanto
un saco cerrado. La pared anterior de la vagina estd en contiglidad anatdmica a la
vejiga y su uretra mientras que la posterior lo estd con el recto. Ambas paredes difieren
en sus longitudes siendo la posterior mds larga en tres o cuatro cm. que la anterior
debido al punto de insercidon anatdmica del Utero que sigue un plano oblicuo hacia
arriba y hacia adelante. Debido a este tipo de insercién una parte del Utero protruye

en la vagina dando lugar al llamado cérvix o cuello uterino (Berne et al., 2008).

La protrusion del cérvix en la vagina da origen a dos bévedas, una anterior y otfra
posterior. Esta Ultima fiene alta relevancia en el proceso de la fertilizacion pues en ella
se recoge el eyaculado, pero también en el diagndstico citoldgico de diversas
enfermedades. La vagina esta desprovista de gldndulas y su lubricacion estd en
dependencia del moco producido por el cérvix (Fox, 2008; Jacob et al., 1990) (FIGURA
2).

El cérvix representa solo 1/3 del cuerpo total del Utero, pero a diferencia de este, tiene
alta importancia en el proceso reproductivo por sus condiciones anatdmicas y por su
capacidad de secrecidon de moco ya que la interaccidn de estas secreciones con los
espermatozoides es fundamental para su supervivencia y funcionamiento. El cérvix
uterino estd compuesto por tejido fibroso. En su inicio esta comunicado con la vagina
por el llamado orificio cervical externo en el cual se encuentra la unidn escamo-
columnar y después de la cual inicia el conducto endocervical. Este Ultimo termina y
desemboca en la cavidad uterina a través del orificio cervical interno (Berne et al.,
2008; Fox, 2008; Sims & Gibbons, 1996) (FIGURA 3).
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FIGURA 2: Genitales femeninos internos
Adaptado de Anatomia y fisiologia humana 49 ed. (p. 213) por Jacob, N. 1988,
Interamericana

FIGURA 3: Relaciones anatémicas del cérvix uterino
Adaptado de Anatomia y fisiologia humana 4°¢ ed. (p. 218)
por Jacob, N. 1988, Interamericana
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El conducto endocervical estd constituido por una capa mucosa con multiples
pliegues distribuidos en un patrén similar a un arbol que le confiere el nombre de Arbor
vitae. El 95% de las células son de naturaleza secretora y el restante 5% son ciliadas. El
batido de estos cilios genera un movimiento de corriente hacia el exocervix. El epitelio
es cilindrico y genera numerosas invaginaciones o criptas (Moore & Persaud, 2003; Sims
& Gibbons, 1996) (FIGURA 4).

FIGURA 4: Conducto endocervical y Arbor vitae
Adaptado de The developing human (p. 162) por
Moore, KI. 2003, Ph Saunders

El didmetro del orificio cervical externo, la actividad ciliar y el nUmero de criptas se
incrementan por accion de los estrogenos mientras que los progestadgenos ejercen el
efecto confrario. La cantidad y la calidad del moco producido varia en funcion de la
influencia hormonal en las diferentes etapas del ciclo ovulatorio. El moco cervical es en
realidad un hidrogel cuyas caracteristicas fisicoquimicas cambian en las diferentes

etapas de la ovulacion formando macromoléculas, micelas o estructuras flamentosas.
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Con todo ello, y conjuntamente con la accién ciliar de la mucosa, el cérvix no es un
elemento pasivo en el fransporte de los espermatozoides, por el contario, es muy activo
(Eriksen et al., 1998).

Por arriba del cérvix se localiza el Utero o matriz. El Utero es un érgano solido hueco, con
una cavidad virtual en forma de pera invertida. Se localiza entre el sigmo intestinal y la
vejiga. Sus dimensiones son menores en mujeres nuliparas o con bagjos niveles
hormonales, como sucede en |la menopausia, y son mayores en mujeres con
embarazos recientes o multiples. Sus paredes se componen por tejido de sostén seroso,
llamado perimetrio sobre el cual descansan fibras musculares lisas longitudinales,
circulares y oblicuas con abundante vascularizacién y que se conocen en conjunto
como miometrio. La capa mds interna de la estructura uterina se compone de tejido
Mucoso Y se le denomina Endometrio (Jacob et al., 1990; Moore & Persaud, 2003; Sims
& Gibbons, 1996) (FIGURA 5).

UTERO

LIGAMENTO OVARICO
MIOMETRIO
"~ ENDOMETRIO

PERIMETRIO |}

VAGINA

FIGURA 5: Anatomia uterina.
Adaptado de The developing human (p. 201)
por Moore, KI. 2003, Ph Saunders

14



El endometrio estd formado por un estroma, gldndulas, tejido conectivo y una fina
irigacion dada por las arterias basales y espirales que son en realidad terminaciones
de las arterias uterinas. Se divide en dos capas: una capa basal profunda que se
regenera ciclicamente ocupando un tercio del espesor total y una capa funcional
superficial que se descama mensualmente y ocupa los 2/3 restantes (Sims & Gibbons,
1996).

Todas las estructuras anatdmicas del Utero se conjugan para permitirle tres funciones

destacables:

s COADYUVAR EN EL TRANSPORTE DE LOS ESPERMATOZOIDES
Una vez que los espermatozoides son depositados vaginalmente inician la
migracién hacia las trompas de Falopio o tubas uterinas siguiendo un
complicado fendmeno fisicoquimico basado en gradientes de concentracién
endocrina y para lo cual deben pasar invariablemente por el cérvix y el
conducto endocervical. Algunos espermatozoides pueden almacenarse en las
criptas cervicales, pero la mayoria se fransporta de inmediato. Diversos trabajos
sobre la movilidad espermdatica aceptan la imposibilidad de que tal migracion
sea debida solo a la accidon flagelar de estas células y se invoca una accion
facilitadora por contracciones uterinas estimuladas por prostaglandinas

contenidas en el liquido seminal del semen.

<% PROPORCIONAR UN ENDOMETRIO ADECUADO PARA LA IMPLANTACION
El ovulo fertilizado se traslada hacia la cavidad uterina a través de los oviductos
en aproximadamente tres dias. En el 4° dia se ha desarrollado al estadio de
morula y para el 5° o 6° dia se fransforma en blastocisto y estd listo para
implantarse en el endometrio. Para cumplir esta finalidad el endometrio sufre
una extensa serie de cambios en preparacion para recibir al embridn. Estos
cambios se conocen como decidualizacion. Sin embargo, tales cambios no los
ejecuta el Utero por si mismo sino en respuesta a estimulos hormonales muy

sincronizados.
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s CAMBIOS ADAPTATIVOS PARA UN PRODUCTO EN CRECIMIENTO
Después de la implantaciéon del embridn el Utero realiza una serie de cambios
gue incluyen la hipertrofia y la expansidn de las fibras musculares y que al final
de la gestacién llevaran su capacidad volumétrica a cinco litros y a un peso de
casi 1000 gr. (Eriksen et al., 1998; Glass, 1995; Sadler & Langman, 2016).

En el fondo uterino, en ambas porciones laterales y superiores, estdn insertos dos
conductos denominados cldsicamente como trompas de Falopio o mds
recienfemente como tubas uterinas u oviductos. Miden aproximadamente 10 o 12 cms.
y su funcién consiste en dar direccidon al ovulo previamente liberado por los ovarios y
conducirlo hasta la cavidad uterina. Se componen de tejido seroso, muscular y mucoso
dispuestos en capas y, contfrario a lo que por mucho tiempo se asumia, conectan al
Utero con la cavidad peritoneal y no con los ovarios. El acercamiento con los ovarios
solo se registra en las etapas ovulatorias gracias al igamento ovarico (Glass, 1995;
Hillier, 2009) (FIGURA 6).

Las tubas uterinas se dividen anatdmicamente en cuatro porciones y en cada una de
ellas pueden observarse cambios en la distribucion de las capas de tejido que las
componen. Estas capas son: intersticio o zona mural, istmo, dmpula y el infundibulo o
fimbria (Croxatto et al., 1977; Leung & Adashi, 2018) (FIGURA 6 Y 7).

La fimbria es la porcidon mas distal del oviducto con respecto al Utero y consta der una
abertura abdominal lamada ostium y una serie de proyecciones digitiformes llamadas
franjas tubarias. La capa muscular presente es muy delgada mientras que la capa
mucosa, también llamada endosalpinx o endosalpinge, es una continuacion del

endometrio uterino.

El endosalpinx estd constituido por cuatro principales tipos celulares: ciliadas,
secretoras, intercalares e indiferenciadas. Las células ciliadas poseen numerosos cilios
por célula y poseen un citoplasma con un retficulo endopldsmico granular fino con

numerosas vesiculas citopldsmicas (Fox, 2008).
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FIGURA 6: Porciones de las tubas uterinas y relaciones anatémicas
Adaptado de Anatomia y fisiologia humana 49 ed. (p. 225) por
Jacob, N. 1988, Interamericana

FIMBRIAS

FIGURA 7: Fimbrias uterinas
Adaptado de Fisiologia humana 10¢ ed. (p. 174) por Fox, SI. 2008, Mc Graw Hill
Interamericana
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Con la accién de los estrogenos estas células incrementan su nUmero y su actividad
ciliar alcanzando sus niveles mdximos durante la ovulacion. La actividad ciliar estd
altamente sincronizada creando con ello una corriente de |la cavidad abdominal
hacia el ostium. Las células secretoras, por su parte, exhiben microvellosidades en su
region apical y en su citoplasma es posible apreciar un prominente aparato de Golgi,
asi como grandes mitocondrias y grdnulos secretores que tienden a acumularse
durante la fase folicular liberdndose en el lumen después de la ovulacion (Glass, 1995;

Sadler & Langman, 2016).

Debido al objetivo central de este trabajo, los ovarios serdn revisados de forma

independiente al resto de los genitales internos.
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OVARIO

Embrioldgicamente los ovarios tienen el mismo origen que los testiculos o gdnadas
masculinas. Representan las gldndulas sexuales femeninas por excelencia con una
actividad mixta secretando de forma endocrina diversas hormonas (estrégenos vy
progesterona entre otras) y de forma exocrina los gametos femeninos u dvulos. Son
estructuras pares y ovoides de 3.5 por 1.5 cms. con una superficie irregular y un color
blanco perlado situados en |la parte inferior de la cavidad abdominal y mantenidos en
su posicidon por diferentes ligamentos peritoneales. En cada ovario se pueden distinguir
tres capas: la externa o corteza, la medula central y el hilio o rete ovarii (Adashi, 1996;
Austin, 1995).

La porcidn mds externa de la corteza se conoce como tunica albuginea. La tunica
adlbuginea estd compuesta por un epitelio de células cubicas que cumple con
funciones de proteccidn mientras que, en la parte interna de la cortezq,
inmediatamente por debagjo de la tunica, se albergan los foliculos ovdaricos, las

unidades precursoras de los évulos femeninos (Hillier, 2009).

En la médula se concenfran los vasos sanguineos y las fibras nerviosas que irrigan e

inervan respectivamente al érgano y cuya entrada pasa a través del hilio.

En el ovario suceden dos fendmenos simultdneos pero independientes altamente
determinantes en la fertilidad femenina conocidos como foliculogénesis y ovogénesis.
Mientras la foliculogénesis frata del proceso de crecimiento y desarrollo de la estructura
folicular, la ovogénesis es el proceso de maduracion del gameto femenino desde una
célula primordial hasta un évulo maduro con capacidad fecundativa, proceso que

implica la reactivacion de la division meidtica detenida (Pena, 2019).

En la foliculogénesis una hormona, la hormona AntimuUlleriana (AMH, AntiMdllerian
Hormone), tendrd un papel clave en el desarrollo y maduracion folicular. La AMH ya
antes habia sido determinante en la diferenciacion sexual de la etapa embrionaria

(Sadler & Langman, 2016).
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FOLICULOGENESIS Y OVOGENESIS

Durante la segunda semana de gestacion, un grupo de células derivadas del epiblasto
embrionario, dan lugar a las llamadas células germinales primordiales (CGP), las cuales
cruzan la linea primitiva durante la gastrulacion y se establecen en la pared del saco
vitelino. Hacia la cuarta semana de gestacion, las CGP expanden considerablemente
sU numero por medio de divisiones mitéticas e inician su migracion a las crestas
gonadales llegando a ellas hacia el final de la quinta semana. En esta etapa tiene
lugar la diferenciacion de las CGP en ovogonias que mantienen las divisiones mitoticas
hasta el cuarto y quinto mes de gestacion de tal forma que al séptimo mes se calcula
la existencia de hasta 7 millones de ovogonias en el ovario (Abramovich et al., 2014;
Hillier, 2009; Leung & Adashi, 2018; Sadler & Langman, 2016).

A partir de este momento las ovogonias estdn sujetas a 3 procesos simultdneos de
mitosis, meiosis y atresia en los que intervienen los genes TIAR y TIAR 1(T cell infracellular
antigen 1 related), que también intervienen en el proceso de apoptosis, y el gen Pog
(Proliferation of germ cells). La expresion de la funcidn bioldgica de estos genes es
balanceada, pero hacia los Ultimos meses de gestacion predomina le expresion de la
funcion apoptdtica. En consecuencia, el nUmero de ovogonias empieza a decrecer
por atresia y en aquellas ovogonias remanentes se da la diferenciaciéon a un ovocito
primario rodeado por células epiteliales planas provenientes del epitelio celdmico

(foliculos primordiales) (Pena, 2019; Sadler & Langman, 2016).

Los ovocitos primarios inician ahora su division meidtica la cual se detendrd en la etapa
de diploteno de la profase | y se mantendrd en este estado de reposo hasta poco
antes de la pubertad. Sobre los foliculos primordiales sucederdn diversos procesos

biolégicos que dardn contfinuidad a su maduraciéon (Adashi, 1996; Austin, 1995).

Los foliculos son estructuras circulares formadas por células que envuelven al ovocito y
se encuentran en el tejido conectivo laxo de la corteza ovdrica. Ambos, foliculo y
ovocito, mantienen una estrecha unidn durante sus respectivos procesos de
crecimiento y maduracién a lo largo de los cuales surgen ofros tipos celulares

asociados (Sadler & Langman, 2016).
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Las células mds internas se denominan células de la granulosa y cumplen con varias
funciones entre las cuales destaca la secrecion de AMH. Son muy similares a las células
de Sertoli del testiculo masculino y se encuentran cubiertas por una capa homogénea
y densa llamada membrana basal que las aparta de las células externas o tecales, las
cuales a su vez separan todo el foliculo del estroma ovdrico (Adashi, 1996; Leung &
Adashi, 2018).

De forma general se acepta que al momento del nacimiento una mujer ya solo cuenta
con aproximadamente un millén de foliculos primordiales. Este pool de foliculos
congénitos se denomina Reserva Ovdrica, es un biomarcador biolégico totalmente
personal y esto le permite ser una métrica de amplia utilidad en el fratamiento de la
infertilidad, ya que permite conocer el potencial reproductivo de cada mujer en un
tiempo dado (Austin, 1995; Grudzinskas et al., 1995).

Durante las primeras cuatro décadas de vida la reserva ovdrica sufre continuos
cambios cuantitativos que conducen a un decremento progresivo en su nUmero de tal
forma que en la pubertad solo restan 500,000 foliculos primordiales y de estos solo 500
serdn ovulados y tendrdn la posibilidad de ser fertilizados (Abramovich et al., 2014;
Benitez, 2003; Leung & Adashi, 2018).

El ritmo de decrecimiento de la reserva ovdrica es completamente individual, de tal
modo que cada mujer tendrd un remanente distinto de foliculos primordiales en cada
mes y cada ano de su vida reproductiva. Por lo tanto, y dada la funcidn secretora de
AMH por las células de la granulosa del foliculo, la cantidad de foliculos remanentes en
una mujer en un momento dado estd directamente relacionada con la cantidad de
AMH detectable en sangre (Adashi, 1996).

Clasicamente los foliculos se clasifican como primordial, primario, secundario y terciario
o de Graaf, pero en la actualidad se aceptan mas los términos primordial, preantral,

antral y preovulatorio para distinguir su estado morfolégico (Pena, 2019) (FIGURA 8).
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FIGURA 8: Desarrollo folicular. A. Foliculo primordial. B. Foliculo Preantral.
C. Foliculo Antral. D. Foliculo Preovulatorio de Graaf
Adaptado de Embriologia médica 139 ed. (p. 28) por Sadler, TW. 2016, Wolters Kluwer

Foliculos primordiales

Los foliculos primordiales constituyen el mayor tipo de foliculos presentes en la corteza
ovdrica y son el fipo celular que representan la reserva ovdarica de cada mujer. Su
didmeftro es de aproximadamente 45 um mientras que el del ovocito primario que
contienen es de 20 um. Solo una capa de células de la granulosa rodea al ovocito con
una membrana basal que lo separa del estroma circundante (Adashi, 1996; Austin,
1995).

La meiosis | que dio inicio en la ovogonia después de su migracion, se encuentra
suspendida en el diploteno de la profase | y solo se reactivara anos después hasta el
inicio de la pubertad en la mujer misma etapa en la que los foliculos primordiales
reinician su proceso de maduracion llevandoles solo unos meses pasar al siguiente

estadio.
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Los mecanismos determinantes que dan inicio al crecimiento folicular son
independientes del estimulo gonadotrépico enddgeno y por lo tanto se originan en el

mismo ovocito debido a factores genéticos (Adashi, 1996; Leung & Adashi, 2018).

En este punto la hormona Foliculo Estimulante (FSH) no es necesaria. Esto ha quedado
demostrado gracias a varios trabajos de hipofisectomizacién en animales donde a
pesar de la intervencion presentan desarrollo folicular inicial. Incluso humanos con
mutaciones en la subunidad B de la FSH o con danos en el gen receptor de FSH
también presentan desarrollo folicular (Adashi, 1996; Hsueh et al., 2015; Tilly & Telfer,
2009; Zhu & Fu, 2019).

Foliculos preantrales (antes Foliculos primarios)

Cuando los foliculos primordiales comienzan a crecer las células de la granulosa
circundantes pasan de ser planas a cuboides formando un epitelio estrafificado y

cambiando su denominacién a foliculos preantrales.

Los foliculos preantrales confienen un ovocito primario de aproximadamente 80 um
rodeado ahora por una cubierta glucoproteica denominada zona pelucida que a su
vez estd recubierta por varias capas de estas células de la granulosa cuboidales.
Cada foliculo puede oscilar entre 150 y 200 um. (Adashi, 1996; Austin, 1995).

El nUmero de capas de células de la granulosa empieza a incrementarse y conforme lo
hacen se crean pequenos espacios extracelulares que terminan por confluir en una
sola cavidad llamada Antro o cavidad anfral y que favorecen la secrecion de

glucosaminoglicanos (liquido folicular). También inicia la secreciéon de AMH.

En esta etapa existen aproximadamente 5000 células de la granulosa sobre las cuales
inicia la expresion de receptores especificos para FSH, estrogenos y andrégenos y
comienzan a darse uniones entre sus membranas plasmdticas o gap junctions. Estas
uniones permiten que se realicen intercambios celulares y se coordine la respuesta a la

estimulacion hormonal (Pena, 2019).
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La FSH adquiere alta importancia por ser la hormona mds importante en la induccion all
crecimiento y desarrollo foliculares. El foliculo inicia su emigracion de la corteza ovdarica
a la medula ovdrica y comienza a formarse la teca interna que consiste en células
alargadas de secrecion esteroide ademds de tejido conectivo y la inclusion de
capilares sanguineos con lo cual, y por primera vez, el ovocito es expuesto al medio

hormonal enddgeno (Austin, 1995; Pena, 2019).

En la membrana de las células de la teca interna se expresan receptores para
hormona Luteinizante (LH) lo cual marca la completa diferenciacion del foliculo
preantral y lo prepara para una serie de cambios estructurales y bioquimicos inducidos

por las gonadotropinas (FSH/LH) que guiardn su desarrollo hacia un foliculo antrall.

Foliculos antrales (antes Foliculos secundarios)

Un foliculo antral tiene un didmetro aproximado de 250 a 300 um. Por la accion de la
FSH y la acumulacién del liquido folicular el didmetro del foliculo aumenta, y en la
cavidad anfral se forman canales hidricos mediados por proteinas denominadas
Acuaporinas (Austin, 1995). Al continuar el crecimiento folicular se comprime a las
células del estroma circundante formando la teca externa, una capsula fibrosa. La
secrecion de AMH se mantiene también muy activa como uno de los principales

productos resultantes de la expresion de las células de la granulosa.

El antro y su fluido facilitan la formacion del complejo llamado cumulus oophorus ©
discus proligerus, el cual es una estructura formada por células de la granulosa que
rodean al ovocito; después de la ovulaciéon esta estructura se conoce como corona
radiata. Su funcién radica en servir como vehiculo en el infercambio de nutrientes,

proteger al ovocito y coordinar su maduracion.

En las células de la granulosa se expresan receptores para (LH), prolactina (PRL) y
prostaglandinas (PG) y se establece un sistema de comunicacion infracelular con las
células adyacentes. Los receptores para LH se expresan en una relacion directamente
proporcional al nUmero de células de la granulosa existentes alcanzando su mdaximo

nivel en el estadio preovulatorio (Austin, 1995).
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En esta etapa del desarrollo folicular se requieren bajos niveles de gonadotfropinas
circulantes por lo que se denomina fase de crecimiento ténico. Aun con ello la

expresion de recetores a FSH sigue siendo primordial.

La siguiente fase de crecimiento es inducida por una descarga de LH, y se denomina
fase de crecimiento exponencial o dependiente de gonadotropinas. En ella los
receptores a FSH son imprescindibles y permiten la conversidon en un foliculo
preovulatorio o foliculo de Graaf, estadio al que solo llegan unos cuantos foliculos

mientras que el resto sufre atresia (Adashi, 1996; Pena, 2019).

Foliculo preovulatorio (antes Foliculo terciario o de Graaf)

En el foliculo preovulatorio las células de la granulosa se agrandan y comienzan a tener
inclusiones lipidicas mientras que las células de la teca se vascularizan. En esta etapa

sus dimensiones pueden llegar a los 20 mm.

Es hasta este momento cuando el ovocito primario reactiva su division meidtica,
inducido por el pico de LH, terminando asi la meiosis | y dando lugar a dos células hijas
haploides (23 cromosomas) de diferente tamano y cuyos cromosomas aun estan
duplicados (Audesirk et al., 2003; Sadler & Langman, 2016).

Una de estas células es el ovocito secundario, que recibe la mayor parte del
citoplasma durante la citocinesis mienfras que la ofra célula es el primer corpusculo

polar que prdcticamente no recibe nada (Adashi, 1996; Pena, 2019) (FIGURA 9).

El ovocito secundario entra ahora en meiosis Il. Sin embargo, la division vuelve a
detenerse ahora en metafase Il aproximadamente tres horas antes de la ovulaciéon. La
meiosis Il solo se completard si el ovocito queda fertilizado generdndose el segundo
corpusculo polar, de lo contrario, la célula degenera aproximadamente 24 horas
después de la ovulacion. El primer corpuUsculo polar puede experimentar una segunda

division (Simerly, 1995).
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Durante todo el proceso de foliculogénesis los foliculos han pasado de 50 um. a 20 mm.

de didmetro mientras que el ovocito ha pasado de 80 a 100 um.

FIGURA 9: Maduracién del ovocito. A: ovocito primario en primera division meiética.
B: ovocito secundario después de la reactivacion de la meiosis y primer corpusculo polar.
C: ovocito secundario en segunda division meidtica
Adaptado de Embriologia médica 139 ed. (p. 28) por Sadler, TW. 2016, Wolters Kluwer
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OVULACION. CICLOS MENSTRUAL, OVARICO Y
ENDOMETRIAL

Conjuntamente con la secrecidon de hormonas (esteroideas y proteicas), la ovulaciéon

es una de las funciones principales de los ovarios.

Los ovarios no son solo gldndulas estdticas que responden a la estimulacion de
hormonas enddgenas, sino que son capaces de modular la liberacidén de estas a través
de sus subunidades funcionales como lo son los foliculos, el estroma y el cuerpo Uteo
(Adashi, 1996; Johnson et al., 2004; Leung & Adashi, 2018).

El fendmeno ovulatorio incluye diversos eventos intraovdricos que tienen por objetivo la
liberacién de un évulo dentro de las tubas uterinas con la posibilidad de ser fertilizado.

Estos eventos forman un ciclo bioldgico denominado ciclo ovdrico.
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En el endometrio uterino se da también una serie de cambios progresivos que tienen
por finalidad preparar a este tejido para la recepcién del ovulo cuando este ha sido
fertilizado. Estos cambios suceden de forma paralela al desarrollo del ciclo ovdrico y
son los responsables de estimular el crecimiento y maduracion endometrial brindando

asi las condiciones necesarias para que pueda darse el fendmeno de la gestacion.
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En ausencia de gestacion se induce la interrupciéon del desarrollo endometrial lo que se
manifiesta con su autodestruccion y un posterior sangrado transvaginal, fendmeno
conocido como menstruacion, para dar inicio a un nuevo ciclo de desarrollo
endometrial. A todos estos eventos se les conoce como ciclo endometrial (Johnson
et al., 2004; Simerly, 1995; Tilly & Telfer, 2009).
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FASE SECRETORA

El ciclo ovdrico y el ciclo endometrial estdn superpuestos y en conjunto constituyen el

ciclo menstrual (Simerly, 1995; Tilly & Telfer, 2009).

Como ya se menciond anteriormente, la mayor parte de los foliculos que se
encuenfran en la corteza ovdrica interna corresponden a foliculos primordiales los
cuales una vez llegada la pubertad, y en tan solo algunos meses, se fransforman en

foliculos preantrales.

CICLO OVARICO
El ciclo ovdrico se compone por una serie de eventos progresivos que incluyen,
ademas del desarrollo de un évulo maduro, su liberacion (ovulacion) y un posterior
aporte hormonal de soporte que serd de amplia utilidad si el ovulo es fertilizado. Estos

eventos se dividen en tres fases: folicular, ovulatoria y IUtea (Pena, 2019).
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Fase folicular

La fase folicular es la primer etapa del ciclo ovdrico y en ella tiene lugar la eleccién
biolégica del foliculo cuyo dvulo serd liberado en el ciclo. Este proceso de eleccion es
en readlidad un proceso de desarrollo competitivo determinado por el grado de
madurez alcanzado por los foliculos que a su vez estd relacionado con la capacidad

de respuesta hormonal alcanzada.

El desarrollo folicular se alcanza en cuatro etapas denominadas como reclutamiento,

seleccion y dominancia temprana y tardia (FIGURA 10).

Reclutamiento folicular
Alrededor de 70 dias antes del inicio de un ciclo, un promedio de 20 foliculos

preantrales, entra en fase de reclutamiento de los cuales solo uno llegard a la etapa
ovulatoria a fravés de un proceso de seleccidn, dominancia y maduracién. Se
desconoce el mecanismo preciso por el cual un grupo de foliculos preantrales se
activa para crecer y formar una cohorte de la cual un solo foliculo serd seleccionado,

el lamado foliculo dominante.

Se ha postulado que factores angiogénicos condicionan que algunos foliculos
primordiales sean mejor irrigados que otros y esto sea lo que conlleve a su eleccion
para el reclutamiento (Pena, 2019). En esta etapa la FSH, que es innecesaria para el
desarrollo y maduracién folicular iniciales, se torna altamente determinante para el

reclutamiento (Durlinger et al., 2002; Tilly & Telfer, 2009).

Las células de la granulosa de los foliculos preantrales responden muy bien a la FSH lo
que favorece el crecimiento folicular y algunos otros signos como la fransformacion
celular de la granulosa de células aplanadas a cuboides o la estimulacion de su
actividad mitética que las lleva a dividirse e incrementar el nUmero de capas

concéntricas que rodean al ovocito y que forman al foliculo mismo.

La secrecidon de AMH también se intensifica y se encarga de inhibir al resto de los

foliculos primordiales para impedir un continuo reclutamiento (Durlinger et al., 2002).
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Con estos cambios el foliculo preantral se convierte en un foliculo antral.
Cronolégicamente el reclutamiento ocurre durante la fase final de un ciclo previo, esto

es, durante la llamada fase LUtea Tardia (Durlinger et al., 2002; Tilly & Telfer, 2009).

Seleccion folicular
Las células de la granulosa del foliculo antral se diferencian en dos zonas: las que

rodean la membrana basal del foliculo y las que rodean al cumulus oophorus del
ovocito. Con estos cambios también se dan cambios funcionales en el foliculo que
incluyen la capacidad de producir grandes cantfidades de estradiol (E2) vy
progesterona (P). Se expresa también una mayor cantidad de receptores para LH en
las células de la granulosa y con ello se adquiere la capacidad de liberacién del ovulo
ante el estimulo de la LH. La elevacion interciclica de la FSH determina que multiples
foliculos antrales entren a estadios preovulatorios y la expresidon de los receptores a FSH
en membrana se incremente con lo cual el foliculo seleccionado como el dominante
serd aquel que tenga la mayor cantidad de receptores, con respecto a los demas
foliculos de su cohorte, y con ello alcanzar los umbrales hormonales necesarios para
mantenerse ala cabeza en la carrera de crecimiento y escapar de la atfresia (Durlinger
et al., 2002). La seleccion folicular se da durante la primer semana de un nuevo ciclo

momento que coincide con el inicio del ciclo endometrial (FIGURA 10).

Dominancia folicular temprana
Ya en estadio preovulatorio, y con una mayor expresion de receptores membranales a

FSH, el foliculo dominante alcanza un umbral hormonal y su crecimiento es exponencial
sin importar que poco tiempo después la FSH disminuya y ocasione |la atresia del resto
de los foliculos de la cohorte menos desarrollados y con menos receptores. El foliculo
dominante ahora es capaz de producir estrégenos y desencadena la liberacion de la
LH por retroalimentacion positiva que por ahora ejerce sus efectos en las células
tecales, y condiciona el rescate del foliculo de la atresia contribuyendo a su
crecimiento y maduracion e induciendo finalmente la ovulacion (Durlinger et al., 2002;
Tilly & Telfer, 2009) (FIGURA 10).
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Dominancia folicular tardia
Los receptores para LH de la granulosa sensibilizan al foliculo a la accion de esta

hormona y se desencadena la expresion de genes que responden al cAMP (Adenosin
Mono Fosfato ciclico) y conducen a la rotura folicular y a la diferenciacién final de la
granulosa. La liberacién de varios mediadores proinflamatorios y agentes angiogénicos
inducen la supresion del crecimiento folicular, conducen a la rotura folicular y luteinizan
al foliculo iniciando la produccién de P, E2 e inhibina A (IA). Esto origina el llamado
cuerpo luteo después de la rotura folicular y la liberacidn del ovulo. Los foliculos menos
maduros y que no generaron receptores para LH no pueden por ello ovular ni
evolucionar a cuerpo IUteo, pero como el desarrollo folicular estd completo la accidn
de la LH en ellos es deletérea (Tilly & Telfer, 2009) (FIGURA 10).
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FIGURA 10: Fase Folicular del Ciclo Ovdrico. El desarrollo folicular desde la etapa
Preantral hasta la etapa Preovulatoria abarca un total de 85 dias.
Adaptado de Atencion integral de la infertilidad 39 ed. (p. 301) por Pérez Peiia, E. 20189,
Panamericana
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Fase ovulatoria

Esta fase reviste el evento mds importante en la funcién reproductiva femenina e inicia
entre 36 a 40 horas después de que inicia la elevacion de la LH. El cambio inicial mds

importante es la expansion del Cumulus oophorus.

El mecanismo por el cual el foliculo rompe en la superficie ovdrica no se conoce por
completo pero la secrecién de estrogenos, especificamente el 17p Estradiol, parece ser
clave pues es la senal que a su vez estimula la secrecidon de LH indispensable para la

ovulacion.

Antes de la ovulacion el foliculo preovulatorio se expande muy rdpidamente sugiriendo
un aumento de la presidn del liquido intra folicular. La rotura se produce en un drea de
la superficie ovdrica conocida como Estigma. Contrario a lo que se asumia, la
ovulacién no es un fendmeno explosivo sino una extrusion. Previomente se da una
reduccién de la presidn intra folicular y después un adelgazamiento de la pared
folicular con actividad proteolitica de varios agentes hormonales (Leung & Adashi,
2018; Pena, 2019).

Cuando la producciéon de estrogenos alcanza su pico méximo se da la elevacion de la
LH, transcurriendo entre ellas 14 horas aproximadamente. Una vez que se registra el
pico de LH pasaran entre 12 y 16 horas mds para que suceda la ovulacion (Adashi,
1996; Durlinger et al., 2002; Leung & Adashi, 2018).

Fase lUtea

Poco después de generada la ovulacion el foliculo roto y ahora vacio sufre diversos
cambios que incluyen proliferacién, regresion y vascularizacion que lo convierten en
una estructura glandular solida de uno a fres cm. de didmetro y de color amairillo que
se denomina cuerpo luteo.

Las células de la teca interna y de la granulosa sufren diversos cambios biogquimicos por

accion de la LH denominados en conjunto Luteinizacion.
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El cuerpo lUteo es ahora una estructura muy vascularizada que secreta esteroides,
estréogenos y andrégenos, pero principalmente progesterona (Adashi, 1996). Su vida
media es de aproximadamente 14 dias mientfras la mujer no se embarace. De no
suceder esto inicia la Luteolisis, ain desconocida en sus mecanismos. Los restos de
cuerpos lUteos en el ovario se transforman en tejido conectivo denso denominados

ahora como Corpus albicans.

CICLO ENDOMETRIAL

Fase proliferativa temprana

En la primer semana de un nuevo ciclo, y después de la perdida endometrial del ciclo
inmediato anterior, el tejido epitelial inicia una re-epitelizacién menstrual-posmenstrual
estimulada por el estradiol. El espesor es menor a dos milimetros, pero se re-establece
para el dia 5 del nuevo ciclo por proliferacion celular de las capas basales del
endometrio (FIGURA 11).

Fase proliferativa tardia

En la segunda semana del nuevo ciclo se da una secrecion epitelial muy abundante
debido a la accién combinada del estradiol y la progesterona. El endometrio se
engrosa por hiperplasia glandular. Cerca del momento de la ovulacion el endometrio

se torna mas alto y comienza a estratificarse (FIGURA 11).

Fase secretora

El considerable aumento de la progesterona por el cuerpo IUteo y parte de los
estrogenos provocan que la mucosa uterina entre en la fase progestacional o
secretora e inducen importantes cambios caracteristicos. La mucosa uterina aumenta
su espesor y el tejido glandular se agranda y es caracteristico el desarrollo de arterias

espiraladas.

33



De no existir un embarazo el endometrio sufre regresion y necrosis culminando con la
menstruacion y la regresion del cuerpo IUteo (Glass, 1995; Loke & King, 1995; Sadler &
Langman, 2016) (FIGURA 11).

FASE FASE FASE FASE
PROLIFERATIVA PROLIFERATIVA SECRETORA SECRETORA
TEMPRANA TARDIA TEMPRANA TARDIA

MENSTRUACION

FIGURA 11: Modificacion en estructura y altura del endometrio durante las distintas
fases del ciclo endometrial. La LH domina en la fase secretora y de no darse el
embarazo se presenta la menstruacion.

Adaptado de Human implantation (p. 78) por Loke, Y.W.. 1995, Cambridge University
Press
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REGULACION HORMONAL DEL SISTEMA REPRODUCTOR
FEMENINO

Existe una estrecha relacién entre el sistema reproductor femenino en su conjunto y el

sistema nervioso central, particularmente con el hipotdlamo vy la hip&fisis.

El hipotdlamo es una parte del sistema nervioso central, especificamente del
diencéfalo, que se sitUa por debajo del tdlamo y arriba del quiasma optico. Su
volumen es de aproximadamente cinco cms®y cumple con importantes funciones de
homeostasis entre las que destacan funciones de regulacion endocrina. Su estructura
se compone de neuronas secretoras que forman grupos denominados nucleos
hipotaldmicos y cuyos axones sirven de vias de comunicacion con la hipdfisis. En total
se reconocen 11 nuUcleos hipotaldmicos (Low, 2011). Produce por lo menos nueve
hormonas entre factores de liberacion (RH: releasing hormones), factores de inhibicién

(IF: inhibiting factors) u hormonas de inhibicion (IH: inhibiting hormones).

La hipdfisis, o pituitaria, es una gldndula de aproximadamente V2 gramo alojada en una
depresion osea del hueso esfenoides llamada silla turca que le brinda proteccién. Su
estructura se compone de dos I6bulos: uno anterior o adenohipdfisis y ofro posterior o

neurohipofisis.

En la adenohipdfisis es posible distinguir fres zonas: la pars tuberalis, 1a pars infermedia
que bdsicamente contiene a los melanotropos, secretores de Hormona Estimulante de
Melanocitos (MSH), vy la pars distalis que representa el 80% de la gldndula y que se
compone de células secretoras que se denominan segun la hormona que secretan:
somatofropas (GH Growth Hormone/Hormona del Crecimiento), lactotropas (PRL
Prolactin/Prolactina), corticotréopas (ACTH Adrenocorticotrophic Hormone/Hormona
Adrenocorticotrofica), tirotropas (TSH Thyroid Stimulating Hormone/Hormona Estimulante
de la Tiroides ) y gonadotropas (FSH y LH Follicle Stimulating Hormone/Hormona Foliculo

Estimulante y Luteinizing Hormone/Hormona Luteinizante) (FIGURA 12).

La irrigacion de la hipdfisis estd dada por la arteria hipofisaria superior e inferior

(Debieve et al., 2000; Le Tissier et al., 2018).
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En la regién de la pars tuberalis la arteria superior forma un plexo capilar que constituye
el llamado sistema porta-hipofisario el cual es fundamental para las funciones

secretoras de la adenohipdfisis.

En la neurohipdfisis también se distinguen tres zonas: la eminencia media, conectada
directamente con el hipotdlamo, el tallo infundibular, que junto con la pars tuberalis

forman el tallo hipofisario, y la pars nervosa.

A diferencia de la adenohipdfisis, |a neurohipdfisis no cumple con funciones de
secrecion. Las terminales axdnicas de las neuronas secretoras de los nucleos
paraventricular y supradptico desembocan en la pars nervosa y las neurohormonas
producidas por estos nlcleos, oxitocina y vasopresina, son almacenadas hasta su

liberacién en sangre frente a estimulos especificos (Debieve et al., 2000; Low, 2011).

La unidad formada por el hipotdlamo y la hipdfisis se conoce como sistema
hipotdlamo-hipofisario y la comunicacion entre esta unidad y sus dianas se da por

mecanismos de regulacion positiva y negativa de asa larga, corta y ultracorta.

La refroalimentacion negativa (RN) implica que la relacion entre la senal y la respuesta
es inversamente proporcional, a menor estimulo mayor produccion, a mayor estimulo
menor produccioén. En contraste, en la refroalimentacion positiva (RP) la relacion entre
la senal y la respuesta es directamente proporcional, a mayor estimulo mayor

produccion, a menor estimulo menor produccion.

El asa larga es la modalidad de retroalimentaciéon negativa que dan Ias hormonas
esteroides circulantes sobre la hipdfisis al ser ésta su gladndula inductora y al actuar

sobre sus receptores especificos en ella.

El asa corta es la retroalimentacion negativa que da la hipdfisis sobre el hipotdlamo
restringiendo la secrecion de las hormonas liberadoras y el asa ultracorta es la
retroalimentacion negativa que ejerce el hipotdlamo sobre si mismo para detener la
sintesis de las hormonas liberadoras (Brandan et al., 2011; Debieve et al., 2000; Grant &
Vale, 1974; Le Tissier et al., 2018) (FIGURA 12).
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FIGURA 12: Anatomia de la Hipdfisis. Destaca la estructura de ambos l6bulos
y la retroalimentacion negativa en sus 3 tipos de asas.
Adaptado de Hormonas hipotalamicas e hipofisarias (p. 8) por Brandan, NC. 2011, Facultad de
Medicina; Buenos Aires, Argentina

HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINAS (GNRH)

La hormona liberadora de gonadofropinas o GnRH (Gonadofropin Release Hormone)

es un decapéptido producido por el nicleo arcuato hipotaldmico que regula la

funcion gonadal mediante el estimulo en las células gonadofropas de la adenohipdfisis
para la sintesis y secrecion de las gonadotropinas FSH y LH.
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Los aminodcidos 1-6 y 10 son esenciales para la interaccidén con su receptor mientras
qgue los aminodcidos 2 y 3 son responsables de |la activacidon de los receptores
(Debieve et al., 2000; Holesh et al., 2021; Low, 2011; Ulloa-Aguirre & Timossi, 2000).

Modificaciones en la estructura quimica de la molécula han dado lugar a la creacién
de agonistas y antagonistas de GnRH con los cuales puede manipularse la regulaciéon
hormonal en la mujer en preparacién para algunos protocolos de estimulaciéon ovdrica

(Al-lnany et al., 2005; Sealfon et al., 1997).

Una vez producida por las neuronas del nicleo arcuato la GnRH es transportada por
sus axones hasta la eminencia media donde pasa a la circulacién por medio del
sistema porta hipofisario que a su vez la libera en capilares fenestrados de la
adenohipdfisis enfrando en contacto con sus receptores en los gonadotrépos.
Después de fijarse a su receptor se induce una secrecién bifdsica de FSH y LH. La
secrecion selectiva se da en funcidn de la frecuencia de los pulsos de liberacion de la
GnRH. Un pulso de alta frecuencia favorece la secrecion de LH, mientras que un pulso
de baja frecuencia incrementa la secreciéon de FSH (McCann et al., 2001; McLachlan
et al., 1987).

Esta secrecion se da mediante tres pasos:

1. Sintesis y almacenamiento de gonadotropinas en granulos de reserva del

aparato de Golgi de las células gonadotropas.

2. Paso de gonadotropinas de los grdnulos de reserva a grdnulos de

secrecion.

3. Lliberacion de gonadotropinas de los grdnulos de secrecion a la

circulacion sanguinea.

La secrecion de la GnRH no es contfinua pues fiene una vida media de entre dos a
ocho minutos que obliga a pulsos de secrecion a intervalos de 60 a 120 minutos. La
generacion de los pulsos ritmicos sucede en el nuUcleo supraquiasmdatico del
hipotdlamo. Su rango de secrecidn en cantidad, frecuencia y amplitud es de 1 ug. por
minuto durante 6 minutos cada 60 a 90 minutos en la mujer y cada 120 minutos en el

hombre.
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Sin embargo, las diferentes fases del ciclo ovdrico pueden generar variaciones en la
amplitud y la frecuencia de la secrecién (Al-lnany et al., 2005; McLachlan et al., 1987;
Sealfon et al., 1997).

La regulacion de la GnRH se da por esteroides sexuales a través de retroalimentacion
de asa larga; por las gonadotropinas hipofisarias a través de retroalimentacion de asa
corta y por su propia concentracion en el hipotdlamo mediante retroalimentacién de
asa ultracorta. Como las neuronas productoras de GnRH carecen de receptores a
esteroides, se considera que la regulacién ejercida por ellos se realiza a través de

multiples neurotransmisores (Sealfon et al., 1997).

GONADOTROPINAS HIPOFISARIAS (FSH/LH)

La adenohipdfisis secreta tres hormonas que son decisivas en el sistema reproductor
femenino: FSH, LH y PRL. La FSH y LH son producto de la misma poblacion celular en la
adenohipdfisis. Debido a la accion gonadal de estas hormonas y a su natfuraleza

trofica se les denomina conjuntamente como Gonadofrofinas o Gonadotropinas.

Tanto la FSH como la LH son moléculas de proteinas heterodimeras compuestas por dos
cuerpos de polipéptidos unidos entre si de forma no covalente por puentes sulfuricos y
que se conocen como cadena ay cadena P. Las cadenas a de ambas hormonas son
idénticas construidas por 92 aminodcidos. En contraste, la secuencia de aminodcidos
de las cadenas B son distintas para cada gonadofropina: 111 aminodcidos para la FSH
y 121 aminodcidos para la LH (FIGURA 13).

La cadena P confiere propiedades bioldgicas e inmunoldgicas Unicas a cada

hormona, asi como especificidad en la unién al receptor de cada gonadofropina.

Existe evidencia que afiirma que ambas cadenas son necesarias para establecer
contacto con sus receptores y desencadenar una respuesta bioldgica (Ulloa-Aguirre
et al., 1992; Ulloa-Aguirre, Maldonado, et al., 2001).
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FIGURA 13: Estructura de las cadenas Alfa y Beta en la LH y en la FSH.
Adaptado de Endocrine Regulation of Gonadotropin Glycosylation (p.
521) por Ulloa-Aguirre, A. 2001, Arch Med Res 32 (6)

Tanto en la cadena a como en la cadena B de la FSH existe una secuencia inicial de
24 y 18 aminodcidos respectivamente, que son responsables de generar la senalizacion
con el receptor. En la cadena a de la FSH humana estan ausentes 4 aminodcidos
correspondientes a las posiciones 6, 7, 8 y 9 que, si se presentan en la FSH de otras
especies, pero cuya ausencia no afecta de manera alguna a ninguno de los puentes

disulfuro de la molécula.

Cada cadena, ay B, presentan un aminodcido Asparagina (Asn) en cada uno de sus
extremos que sirve como sitio de unidn para oligosacdridos a través de uniones
covalentes (Ulloa-Aguirre & Timossi, 1998, 2000) (FIGURA 14).

A este proceso de unidon entre proteina y carbohidrato se le denomina Glicosilacion.
Los cuatro sitios de glicosilacion en la FSH son importantes componentes estructurales
de la hormona representando entre el 20 y el 30% de su masa (Combarnous, 1992;

Ulloa-Aguirre et al., 1992; Ulloa-Aguirre & Timossi, 2000) (FIGURA 15).

La glicosilacion es un proceso altamente complejo que tiene lugar en el aparato de

Golgi en un momento posterior a la fraducciéon de la sintesis proteica.
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FIGURA 14: Estructurade las cadenas a y 8 de la FSH humana. Los anillos negros indican
los extremos de anclaje de los puentes disulfuro en la molécula. Las estructuras similares
a antenas indican los sitios de union a oligosacdridos. Se pueden apreciar también las
posiciones de aminodcidos ausentes en la FSH humana con respecto a la FSH de otras
especies.

Adaptado de Biochemical and functional aspects of gonadotrophin-releasing hormone and
gonadotrophins (p. 53) por Ulloa-Aguirre, A. 2000; Reprod Biomed Online 1 (2)
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FIGURA 15: Estructura tridimensional de una molécula de FSH. Ambas
cadenas de proteinas poseen 2 sitios para union de oligosacdridos.
Adaptado de Role of glycosylation in function of follicle-stimulating
hormone (p. 210) por Ulloa-Aguirre, A. 1999, Endocrine 11
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Los oligosacdridos que se unen a la Asn en la dglicosilacion tienen una estructura
quimica comUn que comprende dos residuos de N-acetilglucosamina vy tres residuos de
manosa. Sin embargo, existe la intervencion de diferentes enzimas, que después de la
glicosilacién, catalizan un proceso secundario de maduracién en el que a cada
oligosacdrido pueden sumarse otros oligosacdridos como la manosa, galactosa,

fructuosa, glicosamina o galactosamina.

Esto hace que la mayor parte de los oligosacdridos adopte una estructura biantenaria,
pero es posible observar estructuras tri y tetra antenarias. A estas estructuras se agregan
canfidades variables de sulfatos o de dcido sidlico como residuos finales
denomindndose a este proceso Sidlilacion (Combarnous, 1992; Ulloa-Aguirre,
Maldonado, et al., 2001) (FIGURA 16).

CADENAS
PROTEICAS
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*  Sefal de transduccion
HETERODIMERAS
PORCION * Acoplamiento correcto
INTERNA DE a sitio de glicosilacion

OLIGOSACARIDO * Induccion de granulos
secretores

*  Transduccién

PORCIONES * Determina vida media
TERMINALES DE sérica de la hormona
SIALILACION * Determina diferentes

respuestas biologicas

ACIDO SIALICO 504

FIGURA 16: Estructura de la molécula de FSH posterior a la
Glicosilacion y la Sialilacion.
Adaptado de Gonadotropin preparations: past, present, and future perspectives
(p. S16) por ASRM 2008, Fertil Steril 90 (5)
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Los diferentes grados de glicosilacion y de sialilacion de la FSH dan lugar a variantes
moleculares de la hormona que se denominan Glicoformas o Isoformas de FSH (Ulloa-
Aguirre, Maldonado, et al., 2001).

La existencia de estas isoformas de FSH es muy relevante porque muestran una distinta
duracién en la accién hormonal, asi como una diferente estabilidad en el complejo
receptor-normona, pero quizd la caracteristica mds sobresaliente es que inducen

distintas respuestas biolégicas en las células gonadales.
La vida media de la FSH es de tres a cuatro horas y la de la LH es de 20 a 30 minutos.

En condiciones fisioldgicas ninguna se secreta individualmente y su actividad biolégica
se deftermina tanto por las proporciones relativas de ofras hormonas como por el

estado del efector (Ulloa-Aguirre et al., 1992).

Importancia de las isoformas de FSH

El grado de glicosilacion y de sialilacion en las moléculas de FSH son los responsables de
la generacion de las distintas isoformas de la hormona. Naturalmente, la FSH tiene de
una a fres terminales de dcido sidlico en su estructura. Las isoformas con mayor
cantfidad de residuos sidlicos son consideradas mds acidas y, por el contrario, las

isoformas con menor cantidad de residuos sidlicos se consideran mds bdsicas.

Esto tiene importantes implicaciones en el funcionamiento bioldgico de las diferentes
isoformas (Combarnous, 1992; Ulloa-Aguirre et al., 1992). Las isoformas acidas muestran
mayor estabilidad, poseen una vida media mds larga y tienen un mayor tiempo de
aclaracioén sérica, mientras que las isoformas bdsicas tienen una mayor afinidad y unidn
al receptor para FSH y poseen efectos proliferativos sobre las células de la granulosa
(Knobil, 1980; Ulloa-Aguirre, Maldonado, et al., 2001; Vitt et al., 1998) (FIGURA 17).
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FIGURA 17: Diferentes isoformas de FSH. Las propiedades son distintas
en funcioén de la cantidad de acido sidlico en la estructura.
Elaborado a partir de Isoforms of Human Recombinant Follicle-
Stimulating Hormone (p. 857-858) por Vitt, U.A. 1998, Biol Reprod 59

De forma natural la hipdfisis secreta una mezcla heterogénea de isoformas de FSH que
va cambiando a lo largo de un ciclo menstrual por accidon de la concentfracion sérica
del estradiol. Esta variacion obliga a que la actividad de Ia FSH en este mismo periodo
también sea cambiante (Ulloa-Aguirre et al., 1992, 2003; Ulloa-Aguirre, Timossi, et al.,

2001) (FIGURA 18).

Es sabido que las isoformas bdsicas inducen una mayor secrecion de estradiol en
comparacion con las isoformas dcidas y esto explicaria entonces la caida estrogénica
en la pre, peri y pos menopausia pues la secrecidn de FSH tiende a ser
predominantemente dcida en esta etapa (Combarnous, 1992; Ulloa-Aguirre et al.,
1992, 2003; Ulloa-Aguirre, Maldonado, et al., 2001).

44



4  Acidic FSH 4
isoforms '

c .
= l Basic FSH ?’;
® / | isoforms x
= ! @
S l o
& 'Y -
A o
= / S

<
2
< 2
a3 S
]
. e
\, - |
Estradiol

LS L LS 1 L 4 L L 4 L s LS L4 L 4 Ll 1

Follicular phase

FIGURA 18: Cambios en la proporcion de isoformas dcidas y basicas a lo
largo del ciclo menstrual.
Adaptado de Follicle-stimulating hormone: A review of form and
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La LH también experimenta glicosilacion y sus moléculas pueden portar uno o dos
residuos de dAcido sidlico. Al igual que en la FSH las unidades de carbohidratos que
glicosilan las moléculas son manosa, galactosa, fructuosa, glicosamina, galactosamina
y acido sidlico o neuraminico como carbohidratos finales. La vida media de la LH es de
20 a 30 minutos (McCann et al., 2001).

La LH es una hormona de equilibrio para diferentes procesos en el ciclo menstrual.
Mientras la FSH y el E2 promueven la expresion de receptores para FSH y LH, la LH y los

andrégenos inhiben la sintesis de esos receptores.

Todo debe suceder en momentos especificos del desarrollo folicular para favorecer el

desarrollo 6ptimo de solo un foliculo dentro de una cohorte mds numerosa.
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La FSH favorece el crecimiento y desarrollo de los foliculos en el ovario y facilita algunos
cambios bioquimicos como aumento en la captacién de oxigeno e induccién de la
sintesis proteica, pero todo ello sucede solo en presencia de la LH en concentraciones

muy especificas (Ulloa-Aguirre, Timossi, et al., 2001).

La LH es clave en la esteroidogénesis en las células del cuerpo lUteo, de la granulosa,
de la teca interna y del estroma y para lo cual se requiere una concentraciéon basal
muy especifica. Entre otras de sus funciones esta la conversidn del colesterol en
pregnenolona, una prohormona que da lugar a la progesterona. Induce también
hiperemia en el ovario, un aumento del flujo sanguineo que es critico para llevar
metabolitos esenciales a los érganos efectores. Participa en la reactivacion de la
meiosis del ovocito y en la adquisicién de la capacidad ovulatoria en el foliculo
(Niswender, 2003).

REGULACION ENDOCRINA DEL CICLO MENSTRUAL

Los mecanismos de retroalimentacion positiva y negativa para la regulacion de las
gonadofropinas son modulados por el estradiol, cuya fuente principal es el foliculo

ovdrico dominante (Knobil, 1980).

Este Ultimo ha expresado receptores para FSH durante su desarrollo en la membrana
de las células de la granulosa y receptores para LH en la membrana de las células de

la teca interna.

Debido a la contiglidad entre ambos tipos celulares existe un estrecho contacto y se
establecen vias de interaccidon quimica responsables de la producciéon del E2. A esta
inferaccion celular se le ha denominado Modelo de la doble célula (Chin, 2004;

Havelock et al., 2004; Niswender, 2003) (FIGURA 19).
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FIGURA 19: Modelo de la Doble Célula. La accion conjuntade la FSH y
la LH es la responsable de la aromatizacion del precursor androgénico
androstenediona para la produccion de estrégenos.
Adaptado de Atencion integral de la infertilidad 3¢ ed. (p. 303) por
Pérez Pefna, E. 2019, Panamericana

Las células de la teca interna no poseen o tienen niveles muy bajos de Aromatasas,
enzimas especificas para la conversion de andrégenos en estrogenos mediante un

proceso bioguimico denominado aromatizacion.

Las células de la granulosa por su parte no poseen la enzima 17-20 desmolasa que se
necesita para producir andrégenos a partir del colesterol. Todo lo anterior implica que
se requiere la participacion compensada de ambos tipos celulares para producir

localmente estrogenos (Eppig et al., 1997; Gosden et al., 2002).

En las células de la teca interna, la interaccion de la LH con su receptor induce la
conversion del ATP (Adenosin Tri Fosfato) en cAMP (Adenosin Mono Fosfato ciclico) el

cual estimula la secrecion de androstenediona sintetizada a partir del colesterol.
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La androstenediona difunde a fravés de la membrana basal del foliculo y entra en
contacto con las células de la granulosa. De forma paralela, en las células de la
granulosa, la interaccién de la FSH con su receptor y la posterior conversion del ATP en
cAMP, induce la actividad de las aromatasas y con ello la conversion de la
androstenediona en estrégenos. Los estrogenos asi formados se liberan en el liquido

folicular y en la circulacion general (Niswender, 2003) (FIGURA 19).

Fase folicular temprana. Dia 1 del ciclo menstrual.

Hacia el final de un ciclo previo en el cual no se dio el embarazo, la funcién del cuerpo
lUteo declina y con el cae la concentracién sérica de E2 mientras que la FSH comienza
a elevarse por RN aproximadamente dos dias antes de iniciar la menstruacion. En el
inicio del nuevo ciclo los niveles de E2 e |A son muy bajos y la FSH mantiene niveles mds
elevados que la LH. A pesar de lo anterior el desarrollo folicular inicial se da

independientemente de las gonadotropinas.

Posteriormente, la accidon conjunta de la LH y la FSH en el foliculo condicionan una
nueva elevacion autocrina del E2 (modelo de la doble célula) que presenta una
correlacion directa con el desarrollo del foliculo dominante y que representa la suma

de los foliculos en crecimiento.

Los efectores para FSH son las células de la granulosa mientras que para LH lo son las
células tecales. Por RP la elevacion del E2 induce también mayor elevacion de la LH
con alta frecuencia y baja amplitud por un periodo aproximado de cinco dias (Ferin,
1996; Rebar, 1995).

Fase folicular tardia. Dia 6 del ciclo menstrual.

Hacia la segunda mitad de la fase folicular, el E2 adquiere una gran importancia por
las diversas funciones que cumple. La estimulacion autocrina de los receptores para E2
en el foliculo favorece la sintesis de receptores adicionales permitiendo una mayor
sensibilidad estrogénica que conjuntamente a la FSH estimulardn la actividad mitdtica

de las células de la granulosa con el consiguiente crecimiento folicular.
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Posteriormente suprime la produccion de FSH a nivel central impidiendo con ello el
desarrollo del resto de los foliculos de la cohorte y favoreciendo la dominancia de solo
uno. El E2 también induce la expresidn de receptores para LH en las células de la
granulosa que bajo estimulo iniciardn la secrecién de progesterona. Adicionalmente,
estos receptores permiten al foliculo continuar su desarrollo cuando la FSH inicia su

decremento y le confieren la capacidad ovulatoria.

Por todo lo anterior, el foliculo con mayor expresidn de receptores FSH-LH, y por tanto
con mayor sensibilidad a estas hormonas con respecto al resto de su cohorte, serd el

que adquiera la dominancia y evite la atresia.

En esta etapa la PRL también influye en la secrecidon de progesterona necesitando
ciertos rangos criticos para dar una influencia positiva ya que niveles mds altos o mds
bajos inducen su supresidon. Conforme la fase folicular se acerca a su término los niveles
de FSH empiezan a declinar mientras que los de LH tienden a incrementarse. La
secrecion de estrogenos y andrégenos crece hasta alcanzar un pico mdximo que se
registra un dia antes del pico de la LH que se da por RP. En esta etapa el E2 también es
responsable de incrementar la bioactividad de la LH (Niswender, 2003; Speroff & Fritz,
2005).

A nivel periférico la androstenediona circulante es convertida en Estrona (El), el
segundo esteroide mdas importante en la mujer, y que contribuye a potencializar el
efecto del E2 y por consiguiente de la LH. A medida que se incrementa el E2 se registra
una caida de la FSH por RN. Ofras hormonas como la Inhibina A y la Folistating,
producidas por el foliculo ovdrico, potencializan la inhibicién de la FSH (Rebar, 1995;
Speroff & Fritz, 2005).

Fase ovulatoria. Dia 14 del ciclo menstrual.

El pico de E2 del foliculo dominante precede al pico de LH por 14-24 horas que a su vez
precede en 10-12 horas a la ovulacion. Muy poco antes de la ovulacion el E2 cae
subitamente y la FSH fiene aumentos discretos, mienfras que la progesterona empieza

a elevarse.
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La LH ademds de sus efectos esteroideos participa en la rotura folicular y en el reinicio

de la divisibn meidtica en el ovocito (Ferin, 1996; Rebar, 1995; Speroff & Fritz, 2005).

Fase lutea. Aproximadamente del dia 15 al 26 del ciclo menstrual.

El rasgo mds notable de esta fase es el incremento significativo de la progesterona
producida por el cuerpo lUteo que alcanza un pico mdéximo aproximadamente ocho

dias después del pico de LH.

En forma paralela se incrementan también el E2, la El, la IA y la 17-OHP (17-
hidroxiprogesterona) aunque en menor magnitud. Todos estos cambios endocrinos

significan la disminucion de la FSH y de la LH (Niswender, 2003).

Una vez llegado el pico de progesterona se da la llamada ventana de implantacién,
que dura aproximadamente tres dias, y representa el momento de mayor receptividad
del endometrio para recibir al blastocisto (Ferin, 1996). La LH tiene ahora pulsos de baja
frecuencia y alta amplitud, pero su tendencia es hacia la baja junto con la FSH y se
mantendrdn asi hasta el final de ciclo cudndo volverdn a elevarse para iniciar la nueva

fase folicular del siguiente ciclo.

Hacia el final de la fase IUteqa, y en ausencia de embarazo, el E2 y la progesterona
también disminuyen sus concentraciones debido a la declinacion funcional del cuerpo
lUteo (Niswender, 2003; Rebar, 1995).

Fase menstrual o de transicién luteo-folicular. Ultimos dias del ciclo.

Dos dias antes de la menstruacion la Inhibina A decae liberando el freno que impedia
la secrecion de FSH que comienza a elevarse estimula la produccion de Inhibina B (IB).
La LH también se ve liberada y cambia a pulsos de alta frecuencia y baja amplitud
(Ferin, 1996; Niswender, 2003). La regulacién endocrina del ciclo menstrual impacta
sobre el ciclo ovdarico y el ciclo menstrual e incluso sobre la temperatura corporal basal
(FIGURA 20).
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FIGURA 20: Ciclo Menstrual: Ciclo Ovdrico y Ciclo Endometrial.
Fluctuaciones hormonales normales durante el ciclo.
Adaptado de Reproductive endocrinology, surgery and technology (p. 110) por
Ferin, M.J. 1996, Lippincott-Raven Publishers
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INFERTILIDAD

DEFINICIONES DE INFERTILIDAD Y DATOS NACIONALES

Dada la extraordinaria complejidad de la fisiologia reproductiva femenina y la gran
cantidad de factores que deben funcionar de forma sincrénica, es sencillo entender
que cualquier alteracién en alguno de estos niveles conducird a dificultades

reproductivas dando lugar a una condicion de Infertilidad.

Los términos Infertiidad y Esterilidad comiUnmente son usados de forma indistinta
haciendo confusa su aplicacidn. La esterilidad se asocia a una connotacion irreversible
o absoluta, mientras que el término infertilidad se liga a una susceptibilidad de
correccion. De hecho, las clinicas de atencién particular y los diferentes programas de
asistencia, prefieren el uso de este término en la descripcidn de su labor precisamente

porque brindan opciones de tratamiento.

En el 2006, el comité de prdacticas de la Sociedad Americana de Medicina
Reproductiva (ASRM, American Society of Reproductive Medicine), consensuo la
definicion del término infertilidad que quedaria aceptada internacionalmente hasta el
dia de hoy y segun la cual Infertilidad “es la incapacidad de una pareja para lograr un
embarazo después de un ano de vida sexual activa sin el uso de ningun método
anticonceptivo” (Practice Committee of American Society for Reproductive Medicine,
2008).

Un acuerdo adicional establecié que el termino infertilidad quedaria asentado como el
Unico termino aplicable a una condicidn de incapacidad reproductiva eliminando el

de esterilidad.

En confra parte, fertilidad se definid como la capacidad de concebir en un
determinado lapso de tiempo mientras que fecundidad como la capacidad de
concebir en un determinado lapso de tiempo logrando ademds un producto vivo
(Gonzdlez & Serrano, 2010; Practice Committee of American Society for Reproductive
Medicine, 2008).
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Alrededor de una condicion de infertilidad existen otros aspectos relacionados que
conviene definir claramente con la finalidad de lograr una mejor categorizacion del
problema reproductivo y por ende de las opciones de manejo disponibles. Esto da
lugar a una sub clasificacion en infertilidad en la que se define como infertilidad
primaria a aguella condicidon en la que nunca se ha logrado un embarazo, infertilidad
secundaria a la incapacidad reproductiva que se presenta después de embarazos
previos, incluidos abortos espontdneos, e infertilidad idiopdtica o inexplicable a la
incapacidad reproductiva en la que no es posible determinar ninguna condicion

causal (Gonzdlez & Serrano, 2010).

La incidencia de la infertilidad va en aumento a nivel mundial con cifras que varian
entre el 15 y el 20% (Practice Committee of American Society for Reproductive

Medicine, Birmingham, Alabama, 2008; Vite Vargas et al., 2005).

En el caso de México existen varias limitaciones para conocer con precision la
incidencia global de la infertilidad en la poblacion en edad reproductiva, pero quizd la
mas significativa sea la indiferencia gubernamental para atender una problemdatica
considerada como suntuosa y que no representa un riesgo para la vida de quien la

padece (Vite Vargas et al., 2005).

Esto ha obligado a que la atencidon de la infertilidad sea predominantemente particular
y que las clinicas donde se maneja mantengan una actitud de hermetismo y escasez

en la informacion compartida de su casuistica y resultados reales.

Aungue en México existe un alto indice de crecimiento poblacional existen datos que
permiten suponer que 15% es una cifra muy proxima a la realidad y cuya prevalencia
aumenta por las tensiones y presiones del mundo moderno en el aspecto ambiental,

social y personal (Santos-Gonzdlez, 2003).

En las sociedades modernas la participacion plena y equitativa de las mujeres en todos
los dmbitos sociales, incluido el académico, ha dado lugar a la postergacion de la
maternidad hasta edades mds avanzadas después de culminadas metas personales,

académicas, econdmicas o sociales.
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Desgraciadamente, esto da lugar a una de las causas de infertilidad mas

frecuentemente observada: la edad (Gonzdlez & Serrano, 2010).

En la mujer la fertilidad es mdxima durante una pequena ventana de tiempo que se da
entfre los 24 y los 26 anos de edad después de la cual empieza a declinar de forma
gradual a partir de los 30 anos, acentudndose a los 35 y siendo muy notoria a partir de
los 37 anos de edad. Una tercera parte de las mujeres con 30 anos 0 mdas cursan con
infertilidad y esta proporcion sube al 50% si se rebasan los 40 anos de edad. La causa
que se observa con mayor frecuencia son fallos en la ovulacidén o en la viabilidad de
los &vulos, trastorno conocido como factor ovdrico, y que tiene una relacion

directamente inversa entre la edad y la reserva ovdarica de la mujer (Pena, 2019).

Aunado a lo anterior estd demostrado que entre 10 y 15 anos previos a la menopausia
existe una pérdida acelerada de ovulos y en México los datos epidemiolégicos
disponibles indican que la menopausia se presenta en una edad promedio de 47 a 49
anos (Santos-Gonzdlez, 2003; Vite Vargas et al., 2005). Con la edad también aumenta
la incidencia de abortos espontdneos: 10% a los 30 anos o mas, 34% entre los 35 y 40

anos y 75% arriba de los 40 anos (Verhoeve et al., 2006).

Estdn reconocidas ofras multiples causas de infertilidad en la mujer que, a diferencia de
la edad que afecta a un claro sector de la poblacion, pueden presentarse en
cualquier grupo etario. Ademds del factor ovdarico, que implica que por diversas
condiciones existe una alteracion en la produccion de un ovulo con la capacidad de
ser fecundado, pueden existir alteraciones en la permeabilidad de las tubas uterinas lo
que obstaculizard el encuentro de los gametos al no existir un paso libre. A esta
condiciéon se le conoce como factor fubo peritoneal. Si las alteraciones estan en el
Utero, alteraciones anatémicas o funcionales, se frata de un factor uterino, pero si las
condiciones vaginales no son las adecuadas por procesos inflamatorios, infecciosos o

neopldsicos estamos frente a un factor cervico-vaginal.

No son raras las afectaciones a nivel central que incluso pueden ser la causa
subyacente de un fallo ovdrico o de la funcidn endometrial. Esto constituye el factor

neuroendocrino (Pena, 2019).
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En el caso del varén hoy se reconoce que la mitad de las causales de infertilidad en
una pareja residen en el hombre lo que se denomina factor masculino. Sin embargo, la
infertilidad en el hombre estd muy concentrada solo en la calidad seminal lo cual
incluye factores de volumen, densidad, viabilidad, movilidad y morfologia espermatica
(Organization, 2010).

Es reconocido que en los Ultimos 50 anos el conteo espermdtico en el hombre ha
disminuido (Gonzdlez & Serrano, 2010). Ofras causas de infertlidad que afectan a
mujeres y hombres por igual son el uso indiscriminado de antficonceptivos, la mayor
incidencia de enfermedades venéreas, automedicacion, obesidad, dietas demasiado
restrictivas, rutinas de ejercicio extenuante, exposicibn a tdéxicos ambientales
(pesticidas, solventes, plomo, gases, pinturas, radiacién, etc.) o drogadiccidén en

cualquiera de sus variantes (Pena, 2019).

Cada una de las causas de infertilidad tiene un abordaje y un tratamiento especificos
que busca solucionar el impedimento e incrementar las posibilidades de lograr un
embarazo y ya que el derecho a la vida es uno de los principios bdsicos del ser
humano, la ciencia actual cuenta con diversas técnicas para asistir en la reproduccion
de una pareja aquejada por infertilidad. Estas técnicas se conocen de forma global

como Técnicas en Reproduccion Asistida.

TECNICAS EN REPRODUCCION ASISTIDA

Las técnicas en reproducciéon asistida (TRA) constituyen todos los procedimientos que
facilitan la interaccion entre los gametos masculino y femenino para favorecer la
oporfunidad de fertilizacion e incrementar la posibilidad de un embarazo (Gonzdlez &
Serrano, 2010).

Las TRA son procedimientos llevados a cabo por médicos ginecdlogos y un laboratorio
de manipulacién de gametos que idealmente debe ser manejado por un bidlogo
formado en biologia reproductiva y con destreza en la manipulacién de tejidos y

células.
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Hoy en dia se dispone de diversas modalidades de TRA, mds o menos complejas, en

funcion de la causa de infertilidad que se presente.

Esto da lugar a tres categorias: técnicas de baja, moderada y alta complejidad, pero
independientemente de cual sea la técnica utilizada, todas tienen en comun la
necesidad de sobre estimular endocrinamente al ovario, un procedimiento
denominado hiperestimulaciéon ovarica controlada (HOC), con la finalidad no solo de
asegurar el crecimiento y desarrollo del foliculo y del ovocito sino también de
incrementar las probabilidades de éxito en la consecucidon de un embarazo al
incrementar el nUmero de évulos potencialmente fecundables por ciclo (Diaz, 2007;
Gonzdlez & Serrano, 2010; Kably Ambe et al., 2012).

Técnicas de baja complejidad

Las técnicas de baja complejidad estdn indicadas cuando la causa de infertilidad es
un factor cervico-vaginal o un factor masculino. Son Utiles también en situaciones de

bajo rendimiento sexual masculino (edad o incapacidad eréctil).

La base de estas técnicas consiste en aumentar la concentracion de gametos en las
tubas uterinas e incrementar las posibilidades de fertilizacion e implantacion (Pena,
2019).

De forma inicial, las técnicas de baja complejidad requieren de HOC para obtener
mas de un ovulo maduro capaz de ser fecundado. No requieren de procedimientos
quirdrgicos ni de hospitalizaciones y pueden ser realizadas en un consultorio e incluso
en el domicilio de la pareja por lo que solo intervienen el médico fratante y el

laboratorio de gametos (Kably Ambe et al., 2012).

Por ser técnicas de baja complejidad el objetivo de la HOC es obtener no mds de dos
o tres dvulos maduros y después de las aplicaciones hormonales se da seguimiento por

ultrasonido y mediciones hormonales periddicas al crecimiento y desarrollo folicular.
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En funcion del momento previsto de la ovulacidon se puede optar por diferentes

técnicas:

Coito programado
Esta es la modalidad mds simple dentro de las TRA. No se requiere de la manipulaciéon

externa de gametos solo de la induccidn hormonal para posteriormente programar

una relaciéon sexual en los dias periovulatorios, los llamados dias fértiles (Pena, 2019).

Inseminacion intrauterina (liU)
Entre cuatro y cinco horas previas a la ovulacién se debe obtener una muestra de

semen por masturbacion que puede ser de la pareja de la mujer en fratamiento,
semen homologo (IAH: Inseminacion Artificial Homdloga), o de donador, semen
heterdlogo o de donante (IAD: Inseminacidn Artificial de Donador). En la IAH el semen
debe ser obtenido después de un periodo de abstinencia de enfre fres a siete dias y
debe procesarse antes de ser utilizada con el objetivo de mejorar las caracteristicas

seminales e incrementar las posibilidades de fertilizacion (Kably Ambe et al., 2012).

Inicialmente se toma una pequena muestra del eyaculado total y se realiza una
Espermatobioscopia o Seminograma el cual es un andlisis que consta de la evaluacion
de pardmetros fisicos y caracteristicas microscopicas que en conjunto brindan un

panorama de |la calidad y la viabilidad seminal.

Fisicamente se evalua el volumen del eyaculado, su color, consistencia, olor, pH,
viscosidad y tiempo de licuefaccion, es decir, el tiempo que tarda en degradarse el
codgulo seminal. Microscopicamente, se evalta la densidad espermdatica por mililitro,
la vitalidad (proporcidon de espermatozoides vivos), su morfologia, su patrén de

movilidad, la presencia o no de aglutinacion y la presencia o no de bacterias.

La espermatobioscopia es un estudio que no solo permite categorizar la calidad del
semen pues los parédmetros que evalla le dan también cierto potencial diagndstico al

identificar si existe o no algun factor masculino.
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El fipo especifico se define segun los criterios de la OMS (Kably Ambe et al., 2012;

Organization, 2010):

e Normozoospermia: eyaculado normal sin alteraciones mayores
e Hipospermia: bajo volumen de eyaculado (-1.5 ml.)
e Oligozoospermia: concentraciéon espermatica < 20 x 108 /ml.
e Teratozoospermia: < 30 millones de espermatozoides normales
e Astenozoospermia: < 50% de espermatozoides con progresion lineal
< 25% de espermatozoides con progresion lineal répida
e Azoospermia: ausencia de eyaculado

e Oligoastenoteratozoospermia: alteracion en los tres niveles

En baja complejidad solo el semen con normozoospermia, hipospermia u
oligozoospermia es factible de ser procesado exitosamente. El resto de las categorias

puede obligar a pasar de baja a moderada o alta complejidad.

El resto del eyaculado debe ser “lavado” para lo cual se emplea una técnica
denominada swim-up (Berg et al., 1997; Organization, 2010). Esta técnica requiere del
uso de diversos medios de cultivo que permitan la sobrevida de los espermatozoides.
Uno de los medios de cultivo mds utilizado es el Human Tubal Fluid (HTF), que segun lo
indica su nombre, asemeja el medio ambiente de las tubas uterinas. La muestra de
semen se reconstituye en el medio de cultivo seleccionado en un tubo de ensayo para
después centrifugarlo y separar a las células del plasma seminal. Esto se repite una vez
mdas de tal forma que se eliminan detritus, espermatozoides inmoviles, muertos,
anormales incapaces de fertilizar, proteinas antigénicas y leucocitos que son
potenciales liberadores de especies reactivas de oxigeno las cuales actian

negativamente sobre los espermatozoides normales.
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Con la interaccidén que se da enfre los espermatozoides y el medio de cultivo al
desplazarse por la centrifugacion se imita la interaccidon natural que experimenta la
membrana celular del espermatozoide con los fluidos uterinos al desplazarse por sus

paredes para alcanzar al évulo.

Estd plenamente demostrado que esta interacciéon genera cambios funcionales que
les permiten adquirir su capacidad fecundativa mediante una hiperpolarizacion de sus

membranas celulares e incremento del calcio intracelular.

La adquisicibn de estos cambios se conoce en conjunto como capacitacion
espermdtica e incluyen la modificacion del patrdn de moviidad que pasa de ser
errdtico a progresivo y oscilante, asi como modificaciones en la membrana acrosomal
del espermatozoide lo que le confiere la capacidad de fusion con el ovulo y la

posterior reaccién acrosomal y liberacion enzimdtica (Vilanueva Diaz et al., 1989).

Concluida la centrifugacion, se retira el medio de cultivo del tubo de ensayo y se
deposita una nueva cantidad sobre el paguete celular resultante. El tubo se coloca

inclinado a 45° en una incubadora a 37° C por 30 minutos.

La solucidon final muestra una alta densidad espermdatica con espermatozoides de alta
movilidad progresiva y de morfologia normal segun los criterios de la OMS
(Organization, 2010) y de ella son tomados aproximadamente 0.5 ml. que se depositan

en la cavidad uterina mediante un catéter atoxico de fransferencia embrionaria.

En la IAD el semen a utilizar proviene de criopreservacion por lo que antes de realizar
todo el procesamiento antes descrito debe seguirse un protocolo especifico de

descongelacion y recuperacion celular (Pena, 2019).

Perfusion espermatica tubaria (PET)
Se frata de una lIlU modificada en la cual la inseminacion se hace con un mayor

volumen de solucion espermdtica, previamente capacitada, que se deposita en las

tubas uterinas y no dentro en la cavidad uterina.
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Con esta modificacién el objetivo que se persigue es ubicar en mayor proximidad a los

espermatozoides con respecto al ovulo.

Es una técnica infrecuente, pero poco invasiva y exitosa (Pena, 2019).

Técnicas de moderada complejidad

Las técnicas de moderada complejidad estédn indicadas cuando se presentan uno o

mdads de los factores restantes de infertilidad.

Su grado de complejidad se debe a que se utilizan técnicas quirdrgicas invasivas o
instrumentales con tecnologia avanzada que tienen por objetivo incrementar
significativamente la posibilidad de fertilizacion e implantacion (Gonzdlez & Serrano,
2010; Pena, 2019).

A diferencia de la baja complejidad, estas técnicas requieren de la manipulaciéon
externa de ambos gametos y son readlizadas por grupos multidisciplinarios que se
dividen enfre un quiréfano y el laboratorio de gametos. Pueden participar el
ginecdlogo tratante, un ginecdlogo de apoyo, un anestesidlogo, un ultrasonografista y

personal de enfermeria y asistencia.

En el laboratorio de gametos puede ser necesaria la presencia de dos bidlogos. La
HOC también es fundamental, pero su objetivo cambia al necesitarse entre seis y diez
ovulos maduros por ciclo (Pena, 2019). El seguimiento al crecimiento y desarrollo
folicular se hace igualmente por ultrasonido y mediciones hormonales, pero una vez
alcanzado el desarrollo optimo, los évulos son extraidos por aspiracidn mediante
puncion ovdarica readlizada a través de una técnica quirirgica de minima invasion

llamada laparoscopia que es guiada por ultrasonido.

El aspirado ovdrico es enviado al laboratorio de gametos donde el bidlogo se encarga
de identificar a los dvulos, retirar el exceso de células del estroma y de la granulosa y
acondicionarlos en medios de cultivo lo que implica colocarlos en cajas de Petri
individuales con medio de cultivo estéril a 37°C de temperatura y con una humedad
relativa del 95% (Pena, 2019).
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La preparacion del semen sigue idénticas indicaciones que las descritas en baja
complejidad y solo ante la presencia de algun factor masculino especifico puede ser
necesario algun procesamiento adicional. La decision de la pareja por elegir el sexo

del producto también condiciona procesos adicionales sobre el semen.

Con los espermatozoides ya capacitados y recuperados y los dvulos mantenidos en
condiciones de cultivo ya es posible optar por alguna técnica de moderada

complejidad:

Transferencia Intratubaria de gametos (GIFT)
Los ovulos y los espermatozoides se unen minutos antes de la fransferencia con el

objetivo de que pueda darse la unidn del espermatozoide a la zona pelicida del
ovulo. Posteriormente se hace la transferencia al interior de una o de ambas tubas
uterinas para permitir condiciones de fertilizacion prdcticamente idénticas al proceso
natural. Esta técnica estd indicada para mujeres que cursan con endometriosis, factor
cervico-vaginal, algun grado de factor masculino o infertilidad inexplicable o
idiopdtica (Pena, 2019).

Transferencia de precigofos en estado de pronucleo (PROST)
La inseminacion se redliza in vitro considerando este como el dia 0 en el que da inicio

la cronologia del desarrollo embrionario. La inseminacion se realiza con la ayuda de
una micro pipeta depositando de 10 a 20 ul. de espermatozoides capacitados en
cada una de las cajas de Petri. Las cajas son regresadas a la incubadora y se
mantienen bajo vigilancia en espera de la fertilizacion y el desarrollo posterior. En el dia
1, enfre 16 y 18 hrs. posteriores a la inseminacion, se evalua la existencia de fertilizacion
la cual se valida como exitosa cuando en la observacion microscopica de los dvulos es

posible observar la presencia de ambos pronucleos (Milki et al., 2000) (FIGURA 21).

En este estadio se procede a realizar la transferencia embrionaria, antes de que inicien

las divisiones celulares (Milki et al., 2000; Pena, 2019).
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FIGURA 21: Estado de Pronucleos. Puede determinarse
una condicion diploide por la nitida presencia de ambos
prontcleos al centro. En la periferia se observan los
cuerpos polares resultantes de las divisiones meidticas
del ovocito.

Adaptado a partir de Three is a crowd with blastocyst
transfer (p. 16) por Milki, AA. 2000, Fertil Steril 73 (3)

Transferencia Intratubaria de cigotos (ZIFT)
Es solo una variante de PROST donde la transferencia se realiza una vez verificada la

fertilizacion in vitro. Tanto PROST como ZIFT plantean como objetivo proporcionar
condiciones de divisibn celular naturales al cigoto que impulsen una correcta
implantacién. Sin embargo, la evidencia disponible a este respecto es escasa. Son
modalidades actualmente infrecuentes en las TRA, aunque sus tasas de embarazo son
muy similares. Tanto PROST como ZIFT estdn indicadas en presencia de factores cervico-
vaginales, factor masculino o infertilidad idiopdtica (Gonzdlez & Serrano, 2010; Milki
et al., 2000; Pena, 2019).

Fertilizacion In Vitro y transferencia embrionaria (FIV&TE)
Esta técnica es por mucho la mas utilizada dentro de la moderada complejidad. Fue

creada en 1978 y desde entonces se ha perfeccionado de manera constante. A la
fecha se calcula que mds de cinco millones de ninos han nacido bajo esta técnica.
Este procedimiento genera mucho conocimiento bdsico Ufil en la formacion del

personal involucrado.

La inseminacion se realiza in vitro en el dia 0 y se verifica la fertilizacioén en el dia 1.
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Si la fertilizacién es exitosa, en cada uno de los dias subsecuentes, y hasta el momento
de la fransferencia embrionaria a la madre, es necesario evaluar la calidad del

desarrollo embrionario.

Esto se hace en apego a los criterios de la ASEBIR (Asociacion para el Estudio de la
Biologia de la Reproduccion) debido a la relacién directa que tienen estos pardmetros
con las tasas de implantacién y nacidos vivos (Kably Ambe et al., 2012; Milki et al., 2000;
Pons et al., 2014) (FIGURA 22).

En el dia 2, de 20 a 24 hrs. después, el embridn comienza a realizar sus primeras
divisiones y ya es posible observar de dos a cuatro blastdbmeras las cuales se dividen

hasta un fotal de seis u ocho en el dia 3.

Para el dia 4 el embridon pasa al estadio de Mdrula con nueve o diez blastdmeras que
comienzan a compactarse para dar lugar al Blastocele, la primera cavidad que
aparece en el embridén, mientras continian dividiéndose de tal manera que para los
dias 5y 6 el embridon alcanza el estadio de Blastocisto. Si las condiciones morfoldgicas
son éptimas, lo que incluye la distincidn del blastocele, zona pelUcida, masa celular
interna (MCI) y trofoectodermo (TE), es posible programar la transferencia embrionaria
(Milki et al., 2000).

FIGURA 22: Calidad embrionaria segun los criterios del ASEBIR. A: embrion
de calidad excelente con mdaxima capacidad de implantacion. B: embrion
de buena calidad con buena capacidad de implantacion. C: embrion de
calidad regular con menor capacidad de implantacion. D: embrion de mala
calidad con baja capacidad de implantacion.

Adaptado de Criterios ASEBIR de valoracion morfolégica de oocitos,
embriones tempranos y blastocistos humanos (p. 59-60) por ASEBIR 2015,
ASEBIR
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La transferencia de embriones en estadio de blastocisto tiene la ventaja de transferir
embriones mejor seleccionados, favorecer una mayor sincronia entre el embrion vy el
ambiente uterino y por tanto una menor contractibilidad uterina al momento de la
transferencia (Fanchin et al., 2001; Milki et al., 2000). La transferencia en blastocisto
también tiene reportadas mayores tasas de embarazo y nacidos vivos que las

observadas en estadios previos (Milki et al., 2000; Pena, 2019).

Las tasas de embarazo y nacido vivo con FIV&TE son aproximadamente del 40 al 60%
en menores de 35 anos, pero se reducen del 27 al 36% de los 35 alos 37 anos y del 20 al
26% a los 40 anos. Después de esta edad la tasa de éxito baja y se ubica entre el 10y el
13 % (Bartoov et al., 2002; Berkovitz et al., 2006).

Técnicas de alta complejidad

En un inicio la Fertilizacion In Vitro fue disenada para mujeres con oviductos danados
ireversiblemente, pero en la actualidad sus alcances se han extendido «

practicamente todas las causas de infertilidad.

Sin embargo, algunos de los factores de infertilidad, sobre todo los masculinos, pueden
llegar a grados muy severos donde la calidad espermdtica tiene indices muy pobres
que conlleva a muy malos resultados. Debido a lo anterior, se hizo necesario el
desarrollo de técnicas de micro manipulacion de gametos con la finalidad de facilitar
el acceso del espermatozoide ala zona pelUcida y penetrar el ovocito. Mds aun, estas
técnicas permiten también trabajar con tan solo algunos espermatozoides.
Adicionalmente se han desarrollado técnicas de evaluacion para la carga genética

de los gametos o del embridon (Pena, 2019).

La HOC guarda similitud a los principios de las técnicas de moderada complejidad y se
mantiene el objetivo de recuperaciéon de seis a diez évulos maduros. En confraste, la
muestra de semen requiere procesarse de manera distinta pues dada la severidad en
el factor espermdtico de estos casos es necesario asegurar una recuperacion celular

minima.
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La separacion espermdtica se realiza mediante medios de diferentes densidades que
forman en el tubo de ensayo gradientes de distintas concentraciones a través de los

cuadles los espermatozoides son centrifugados durante 15 a 20 minutos a 300g.

La distinta densidad de los gradientes forma interfases en las cuales van separdndose
los espermatozoides en funcién de su tamano, y en consecuencia de su morfologia.
Incluso en muestras de baja densidad espermdtica es posible obtener una éptima

recuperacion celular con la cual se pueden realizar estas técnicas (Pena, 2019).

Inyeccidn intracitopldsmica de espermatozoides (ICSI)
Esta técnica estd indicada en grados muy severos de factor masculino como

oligozoospermia y teratozoospermia severas e incluso en casos de azoospermia por
retencion espermdtica epididimal o azoospermia por obstruccidn post-infecciosa, post-
quirdrgica, post-fraumdtica o post-vasectomia. Parejas para quienes su Unica opcidn
era la inseminacién por donador, ahora tienen excelentes posibilidades de lograr un

embarazo con esta alternativa.

Un laboratorio de gametos competente para ICSI necesita contar con un
micromanipulador con placas de calefaccion, equipo de videograbaciéon y una mesa
anti vibracion. La ICSI requiere de la denudacion de las células de la granulosa del
ovocito con el fin de lograr una inyeccidn mads precisa, ademds de que es posible

hacer una evaluacidon mds certera de la madurez ovular.

Una vez denudados los ovocitos se determina normalidad, madurez y calidad y se
incuban por 20 minutos. Los espermatozoides se suspenden en Polivinilpirrolidona (PVP)
al 10% que por su alta viscosidad limita la movilidad del espermatozoide facilitando la

aspiracion con la micropipeta (Pena, 2019).

La inmovilizaciéon espermdtica es crucial porque desestabiliza la membrana plasmatica
y favorece la liberacion del factor citosdlico del espermatozoide indispensable para la
activacién ovular, la descondensacion del niucleo espermdtico y la formacion del

pronucleo masculino (Devroey & Van Steirtfeghem, 2004).
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La aspiracidn se hace por la cola del espermatozoide con una micropipeta de
inyeccion que contiene PVP. El dvulo se sujeta con una pipeta de sujeciéon verificando

que el cuerpo polar quede ubicado en la posicion 6 o 12 del reloj para evitar danarlo.

La inyeccién se hace en placas que contienen gotas de PVP cubiertas de aceite
mineral en las cuales son colocados évulos y espermatozoides. La aguja microinyectora
se ubica en la zona ecuatorial del ovocito que corresponderia a las 3 del reloj y en esta
posicion se realiza la puncidn de la zona pelicida y la membrana plasmdtica. Se aspira
una minima cantidad de citoplasma solo para verificar la penetracién exitosa y se
libera al espermatozoide junto con el citoplasma aspirado. Se retira suavemente la
microaguja y se observa la restauracion de la membrana plasmdatica (Pena, 2019)
(FIGURA 23).

FIGURA 23: Técnica de la ICSI. A. Fijacion del ovocito con la pipeta de sujecion.
B. Introduccion de la microaguja. C. Inyeccion del espermatozoide en el citoplasma
ovular. D. Ovocito inyectado
Adaptado de Atencion integral de la infertilidad 3¢ ed. (p. 531) por Pérez Pefia, E.
2019, Panamericana
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El ovocito se libera y se regresa a condiciones de cultivo donde permanecerd mientras
se sigue el protocolo antes descrito de verificacion de fertilizaciéon, vigilancia y
valoracion de calidad. Sila fertilizacion y, por ende, las divisiones celulares son exitosas,

se procede a la fransferencia embrionaria.

Los resultados que ofrece la ICSI son ligeramente mejores a los que ofrece la FIV&TE con
la diferencia de ser una técnica mds costosa por el uso de la tecnologia que requiere.
La ventaja real de este procedimiento es que ofrece buenos resultados donde |la FIV

fracasa y en casos de factor masculino severo (Pena, 2019).

Inyeccidn intracitopldsmica de espermatozoides seleccionados
morfoldgicamente (IMSSI)

La realizacion de la IMSSI requiere de una técnica complementaria denominada
MSOME (Motile Sperm Organellar Morphology Examination) con la cual es posible
identificar en los espermatozoides caracteristicas no visibles en microscopios
convencionales. El objeto de mayor interés es el nicleo espermatico el cual debe ser
oval, simétrico y de bordes lisos con cromatina nuclear homogénea y sin mds de una

vacuola que no debe ocupar mas del 4% del drea nuclear (Bartoov et al., 2002).

Bajo estos criterios se hace la seleccion morfoldgica del mejor espermatozoide y se
sigue la metodologia de ICSI. Estudios recientes indican que las tasas de embarazo y
de implantacion son mejores con IMSSI que con ICSI llevandolas de 30 a 66% (Anfinori
et al., 2008; Berkovitz et al., 2006; Vanderzwalmen et al., 2008).

HIPERESTIMULACION OVARICA CONTROLADA (HOC)

Como es evidente, los gametos tanto masculino como femenino, constituyen la base
de éxito de las TRA y no solo por su necesaria disponibilidad sino también por su calidad
y viabilidad. Sin embargo, mientras el semen se obfiene en la gran mayoria de los casos
de acuerdo a su produccion natural, los ovulos deben ser obtenidos en mayor

cantidad pues cada ovulo recuperado es en si mismo una oportunidad de éxito.
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La HOC es la metodologia para obtener mds de un évulo maduro por ciclo y que
técnicamente consiste en la manipulacién endocrina del ovario de forma exégena vy
controlada y que busca super producir évulos viables con la capacidad de ser

fecundados (Pena, 2019).

La HOC debe su nombre a la utilizacidn de dosis hormonales incrementadas con
respecto a un ciclo ovdrico natural aplicadas en dias y dosis especificas. La HOC es en

realidad una imitacién controlada del ciclo ovdrico natural a mayor escala.

La HOC tuvo sus inicios en la década de los 70s, pero al no ser metodologias
plenamente establecidas existian demasiados fracasos en la tasa de embarazos.
Posteriormente los dvulos se obtenian de ovarios no estimulados y de esta manera se

logrd obtener un primer nacimiento en 1978 (Edwards et al., 1980).

Sin embargo, los embarazos continuaban siendo muy pobres por lo que se decidid
retomar la estimulacion exdgena estableciendo protocolos bien definidos susceptibles
en todo momento de confrol. La HOC se aplica en mujeres ovulatorias y anovulatorias
con la intencidon de obtener entre dos y tres ovulos para procedimientos de baja
complejidad y de seis a diez en procedimientos de moderada y alta complejidad
(Pena, 2019).

El objetivo de la HOC no solo procura un mayor niUmero de ovulos sino también su
madurez y calidad ademdas de fomentar un endometrio receptivo. Cada protocolo de
estimulacion ovdrica se individualiza para obtener la mejor respuesta ovdarica posible y
evitar al mdximo el Sindrome de Hiperestimulacion Ovdarica (SHO) y los embarazos

multiples. El SHO es la principal y mds temida complicacion de la HOC.

Se trata de una complicacién endocrina en la que ciertas sustancias vasoactivas
incrementan la permeabilidad vascular con la consecuente filtfracion de un fluido rico
en proteinas del liquido infravascular al espacio extravascular ocasionando
hemoconcentracion e hipovolemia y con ello desequilibrio hidroelectrolitico. La
gravedad del cuadro radica en que si la mujer no recibe atencién pronta y adecuada

se presenta acumulacion hidrica abdominal, denominada Ascitis.
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Esta complicacion puede progresar hacia el térax denomindndose por ello Hidrotdrax
que potencialmente puede complicarse con alteraciones en la coagulacion,

insuficiencia renal, insuficiencia hepdatica, respiratoria e incluso falla orgdnica multiple.

Es una complicacion de alta morbilidad y potencialmente mortal considerada en las
TRA como iatrogénica (dano indeseado en la salud del individuo, causado o
provocado, como efecto secundario inevitable, por un acto médico legitimo y

avalado) (Garcia Garduza, 2015; Gonzdlez & Serrano, 2010).

En la actualidad, ademds de las hormonas utilizadas, hay otros fadrmacos a los que
también se recurre para manipular de forma mds precisa el ciclo ovdrico. Las dosis que
se utilizan son las minimas que permiten obtener resultados efectivos (Gonzdlez &
Serrano, 2010; Pena, 2019).

Esto ha generado una amplia versatilidad de esquemas de estimulacion existiendo
prdacticamente uno que se apega a cada necesidad segun la causa de infertilidad y la
técnica seleccionada para fratarla. Los esquemas de estimulacidén se conocen
técnicamente como Protocolos de Estimulacion Ovdarica y pueden ser fijos o flexibles,
con preparaciones de depdsito o de aplicacion diaria, cortos o largos y en ellos se

pueden ufilizar las siguientes opciones farmacoldgicas:

Agonistas de la GnRH

Los agonistas de la GnRH son farmacos isdbmeros de la GnRH hipotaldmica cuya
estructura quimica presenta modificaciones puntuales en ciertos aminodcidos que le
confieren distintas propiedades. Una de estas propiedades es un mayor tiempo de
union al receptor especifico lo que genera una estimulacion mds intensa sobre dicho

receptor.

El resultado es una mayor secrecion endocrina de GnRH con respecto a la secrecion
fisioldgica normal tras cada pulso. Esta cantidad mds elevada de GnRH en sangre
induce en consecuencia una mayor secrecion de FSH y LH por parte de la hipofisis. El

incremento es hasta un 34% mayor con respecto a la secreciéon normal.
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Al generarse cantfidades tan elevadas de FSH y LH en sangre se induce una RN mds
infensa en un intento por regular estas altas concentraciones, regulacién que es
lograda con la supresidon del funcionamiento de los gonadotrépos hipofisarios. A este
evento se le denomina supresion hipofisaria. La supresion que se alcanza es casi total 14

dias posteriores al inicio del tratamiento cuando FSH y LH decaen por completo.

A esta serie de eventos sucesivos, de incremento, regulacion y supresion, se les conoce
en conjunto como efecto flare up o llamarada en alusidén a la sensacidn quemante
que por la elevacion de la testosterona experimentaban los hombres tratados con

estos fdrmacos que inicialmente se indicaron en el cdncer de prostata (Lepor, 2005).

La supresion gonadotrépica deja al eje hipotdlamo-hipdfisis libre para ser manipulado
exdgenamente con dosis especificas de cada hormona por periodos especificos de
tiempo. Una de las ventajas mds importantes de la supresidon es que se logran evitar
picos prematuros de LH responsables de luteinizacion prematura, falla en el soporte

lUteo y la cancelacion de hasta el 30% de los ciclos.

Existe evidencia que indica que la supresidon gonadotropica ha permitido el incremento
al doble de las tasas de embarazo debido quizd a un control hormonal mds preciso
(Hughes et al., 1992).

Antagonistas de la GnRH

Los antagonistas de la GnRH son una nueva clase terapéutica de isémeros de la GnRH
cuya caracteristica distintiva es el cambio de ciertos aminodcidos en posiciones muy
especificas de la molécula nativa lo cual le confiere a la nueva molécula propiedades

farmacodindmicas Unicas (FIGURA 24).

Entre tales propiedades la mdas destacable, y que es parte medular en su mecanismo
de accion, es la capacidad de los antagonistas para interactuar con su receptor sin
generar respuesta bioldgica alguna. La unidn de un antagonista con el receptor a

GnRH se hace por competencia con la GnRH enddgena.
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Oftras propiedades de los antagonistas incluyen mayor tiempo de unién al receptor asi

como mayor afinidad por el mismo (Crawford et al., 2011, 2018).
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FIGURA 24: Secuencia de aminodcidos comparada entre los antagonistas de la
GnRH y la GnRH humana
Adaptado de A phase Il extension trial with a 1-arm crossover from leuprolide to
degarelix (p. 891) por Crawford D. et.al. 2011; J Urol 186 (3)

Debido a la interaccion inerte de los antagonistas sobre el receptor a GnRH, el efecto
flare up descrito anteriormente con los agonistas no se expresa, es decir, estos
fGrmacos no ejercen incrementos hormonales. Su funcion es lograda por el blogueo
posicional sobre el receptor impidiendo que el estimulo de la GnRH enddgena se
ejerza. El resultado es una supresion hipofisaria inmediata, desde el comienzo de la
administraciéon del farmaco, lo que lleva a la disminucion de la FSH y LH enddgenas
casi a niveles nulos. Esta es la razén por la que las gonadotropinas deben ser
agregadas simultdneamente al antagonista al iniciar el protocolo de estimulacion

(Cirne et al., 2021; Crawford et al., 2018).

La répida supresion hipofisaria permite que los protocolos sean mds breves con una
dosificacion mdas baja pues, al no generarse una supresion tan prolongada como en el
caso de los agonistas, se necesitan menores dosis de FSH y la recuperacion de la LH
enddgena es mdas rdpida lo cual probablemente altere en menor medida la fase [Utea

(Kably Ambe et al., 2012; Pena, 2019).
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Gonadotropinas hipofisarias (FSH/LH)

Las gonadotropinas FSH y LH son fundamentales en la HOC pues son el sustento del
desarrollo folicular y la maduracién ovular y han sido una parte critica en la evolucién

de los protocolos de estimulacion.

Inicialmente las gonadotropinas fueron obtenidas a partir de muestras de orina pues
estaba demostrado el aclaramiento sérico de las hormonas por via renal, pero poco
después se optd por la orina posmenopdusica humana como una fuente mads
conveniente. Debido a este origen las FSH/LH obtenidas se denominan en conjunto

Menotropinas (HMG Human Menopausal Gonadotropins).

Las menofropinas fueron preparaciones hormonales indispensables en los inicios de la
HOC. Sin embargo, uno de sus aspectos débiles es que presentaban una relacién
FSH/LH fija lo que dificultaba estructurar protocolos de estimulacién individualizados de
acuerdo a necesidades especificas. La variabilidad en la consistencia de un lote a otro
fue también un problema comUn aunado a la existencia de impurezas, pero la
creciente expansion de la reproduccion asistida a nivel mundial, y en consecuencia el
incremento en la demanda de estas preparaciones hormonales, condujo al
perfeccionamiento de las técnicas de aislamiento y purificaciéon aprovechando el
surgimiento de nuevas técnicas inmunoldgicas basadas en el uso de anticuerpos poli y
monoclonales que permitieron obtener preparaciones altamente purificadas (Smitz
et al., 2016).

Gracias a estos avances es que hoy en dia las menotropinas se mantienen vigentes
como opciones viables denfro de los protocolos de estimulacion (Gonzdlez & Serrano,
2010). El posterior surgimiento de la tecnologia recombinante permitic dejar la
dependencia urinaria, y ofrecid preparaciones con actividad hormonal altamente

especificay con contaminacion minima.

La tecnologia recombinante fue sin duda un hito en la ciencia reproductiva por las
multiples ventajas ofrecidas sobre aquellas de origen urinario como pureza, seguridad,
resultados consistentes, mayor bioactividad y capacidad de produccion ilimitada con

excelentes estdndares de calidad.
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Los protocolos de estimulacion pueden ser individualizados éptimamente pues la
tecnologia recombinante ha permitido generar preparaciones aisladas de LH que se
agregan separadamente a la FSH y que genéricamente se denominan como rLH o
rFSH (recombinant LH/FSH).

Es innegable que el origen recombinante llevo a una clara mejoria en las tasas de
embarazo, pero se infrodujo también un incremento en la presentacion del SHO. De
forma general, las diferentes clinicas de reproduccion asistida internacionales reportan

una incidencia de este sindrome de entre el 1y el 10% (Aboulghar & Mansour, 2003).

En México las cifras de incidencia del SHO suelen ser poco consistentes porque al ser
una métrica negativa en la prdactica de las clinicas existe reticencia a compartir la
casuistica real, o bien, existe un subregistro de la incidencia real. Las instituciones
puUblicas, por su parte, al tener minimas unidades a nivel nacional que brinden esta
atencion ofrecen una muestra poblacional poco representativa por lo que tampoco es

concluyente.

La incidencia del SHO es una de las mds importantes dreas de mejora que tienen en la
actualidad las TRA.

Gonadotropina coriénica humana / Coriogonadotropina (hCG)

La hCG es una compleja hormona glicoproteica compuesta por 2 cadenas de
proteinas, denominadas cadena a y P, que se unen por enlaces no covalentes y que
forma parte del grupo de las llamadas hormonas glicoproteicas donde estdn incluidas
la FSH, LH y la TSH (Thyroid Stimulating Hormone). Se sintetiza principalmente por tejidos
embrionarios, especificamente por el tejido trofobldstico, pero también por las
vellosidades coriales de la placenta por lo que durante el embarazo su secreciéon se

incrementa en relaciéon al crecimiento placentario (Sadler & Langman, 2016).

En contfraste con las cadenas a de las hormonas glicoproteicas, las cuales tienen
estructuras idénticas de 92 aminodcidos, las cadenas B de todas ellas difieren en su

estructura proteica siendo esta la razdn de sus diferentes propiedades bioldgicas.
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Sin embargo, la cadena B de la hCG y de la LH son estructuralmente similares
mostrando en sus 121 aminodcidos un 80 % de homologia que en la hCG se
complementa con una extension de 24 aminodcidos en el carbono terminal que no

posee la cadena B de la LH (Ulloa-Aguirre et al., 1992; Ulloa-Aguirre, Timossi, et al., 2001).

Tal grado de similitud permite que la via de accién de la hCG sea a través del receptor
para LH y que tenga una actividad muy similar a esta en el cuerpo lUteo, el trofoblasto

y en los tejidos uterinos (Cole, 2012).

En algunas mujeres, tras la supresion del eje hipotdlamo-hipofisario con agonistas o
antagonistas, puede registrarse ausencia o picos inadecuados de LH que culminan en
una falla ovulatoria o en una fase lUtea corta. En otros casos los picos de LH se tornan
prematuros y también estdn demostradas alteraciones hormonales que tienden a la
hipersecrecién de LH. Por todo lo anterior, confiar en la participacién de la LH

enddgena en la estimulacién ovdrica puede ser un error no permisible.

Esta es la razdn por la cual la hCG puede usarse conjuntamente a la FSH para inducir
actividad LH en HOC representando una excelente alternativa en casos de
secreciones iregulares de LH. Ademds, estd demostrado que este esquema de
estimulacion ovdarica permite un desarrollo folicular mas sincrénico con el consecuente

incremento en la calidad ovular (Gonzdlez & Serrano, 2010).

Su utilidad también es evidente en supresidn acentuada de LH y por supuesto en la

rotura folicular previa a la ovulacion (Cole, 2012; Kably Ambe et al., 2012; Pena, 2019).

RETOS ACTUALES EN REPRODUCCION ASISTIDA

Aunqgue la infertilidad no es causa de ninguna molestia fisica ni es una condicidon que
ponga en peligro la vida de quien la padece, si es un problema muy serio para
aqguellos individuos o parejas que sienten un deseo legitimo por engendrar. Es una
situacion que puede incluso comprometer metas de vida, causar un notable estrés
emocional, frustracién personal y que puede conducir a rupturas familiares (Esparza-
Pérez, 2017).
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Lejos de lo que la sobre poblacion mundial pudiera sugerir, la reproduccién humana es
una facultad compleja, que estd sujeta a numerosos e infrincados mecanismos que

deben funcionar sincréonicamente para dar lugar a un nuevo ser.

El estudio y comprension de la biologia reproductiva abrid¢ un nuevo campo del
conocimiento con avances vertiginosos durante los Ultimos 30 anos que representan

soluciones factibles para quienes sufren infertilidad y anhelan una opcidn correctiva.

El entendimiento de la fisiologia ovdarica y el consecuente desarrollo de la HOC permitié
que hoy en dia la reproduccién asistida haya logrado embarazos y nacidos vivos para
estas parejas, pero estos logros han traido aparejadas otras dificultades que
representan los retos actuales en esta drea (Esparza-Pérez, 2017; Gonzdlez-Santos, 2020;
Lopez-Ortiz, 2014).

Como se menciond anteriormente, el SHO es la complicacidon mds temida por sus
efectos potencialmente mortales, asi como la generacién de embarazos multiples, no
solo por los riesgos fisioldgicos para la madre y los fetos, sino también por el reto

econdmico que significa para los padres.

El destino de los dvulos 0 embriones que puedan llegar a ser excedentes no estd claro
ni obligado pues no existe una legislacion que regule efectivamente estas practicas y

condicione a decision alguna.

Algunos cenfros optan por la vitrificacion (técnica de congelacion ultrarrdpida que
mantiene inalterados los évulos hasta su utilizacion) o la congelaciéon para mantenerlos
en un banco de évulos hasta su posterior uso por la mujer productora o por una mujer
distinfa cediéndolos a programas de donacion. Otros cenfros los destinan a
investigacion cuando la mujer productora renuncia a sus derechos sobre ellos. En otros

casos los ovulos simplemente son abandonados (Pena, 2019).

Es por todo lo anterior que una de las necesidades mds apremiantes en reproduccion
asistida es lograr una estimulacion ovdrica aiun mds precisa dentro de un rango de

respuesta predecible y con minimos riesgos secundarios.
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Si bien es reconocido que ambas gonadotropinas, FSH y LH, son necesarias en la
maduracion folicular, es mayor la relevancia de la FSH por el papel decisivo que juega
en la dominancia folicular y por ende en la produccién ovular, eventos que requieren
altas cantidades de FSH. Estd demostrado que la LH se requiere en cantidades muy

bajas que existen incluso bajo supresion farmacoldgica de la hipofisis.

Por ello, la pieza clave en una estimulacion éptima lo es indudablemente la FSH y a ello
obedece la generaciéon de una continua investigacién que busca perfeccionar las

preparaciones comerciales de FSH.

Existen varios objetivos que deben observarse en aras de crear protocolos mds precisos
enfocados a la obtencién de un nUmero de dvulos mds predecible y manejable con
individualizacion de las dosis en base a pardmetros individuales (Esparza-Pérez, 2017;
Kably Ambe et al., 2012; Lopez-Ortiz, 2014):

% Refinamiento en la obtencidon de preparaciones de FSH orientadas a un mayor

apego a la fisiologia humana
% Condiciones de producciéon basadas en lineas celulares humanas

% Menor variacion lote alote y minima contaminacién proteica

7
0‘0

Mayor efectividad a menores dosis minimizando el riesgo de SHO
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LA FSH Y SU MANEJO EXOGENO

Hacia el final de la década de los anos 50 y principios de los 60°s tuvieron inicio los
primeros intentos para aislar y purificar la FSH humana (hFSH) a partir de extractos
pituitarios y/o muestras de orina utilizando enzimas digestivas y algunas técnicas de
electroforesis y cromatografia. Sin embargo, estas técnicas eran muy costosas y aun no
permitian obtener preparaciones hormonales suficientemente purificadas (Donini et al.,
1966; Lunenfeld, 2004).

El desarrollo de nuevas técnicas inmunoldgicas basadas en el uso de anticuerpos para
lograr el aislamiento de una proteina especifica permiti® obtener preparaciones
hormonales mds purificadas tomando como fuente la orina de mujeres
posmenopdusicas. Este tipo de orina se obtiene por donacidén internacional de mujeres
menopausicas o posmenopdusicas entre los 40 y 45 anos de edad. Se prefiere orina de
esta etapa debido a que la reduccidn en los niveles séricos del estradiol, y la pérdida
del feed-back negativo relacionado a la fransicidn menopdusica, permiten una mayor
acumulacion sérica de FSH que ademds predomina en isoformas acidas. Las razones
bioldégicas para este predominio son completamente desconocidas, pero se ha
postulado que quizd se trate de un intento de la unidad hipotdlamo-hipdfisis por re-

estimular a un ovario hipo responsivo (Anobile et al., 1998; Thomas et al., 2009).

En 1966 el trabajo de Donini y colaboradores describe el uso de cromatografia de
infercambio idnico sobre una muestra de menotropinas humanas para separar LH
anclada a anticuerpos hCG de las fracciones de FSH obteniendo una preparacion

purificada de FSH con baja actividad LH.

El posterior refinamiento de estas técnicas de purificaciéon inmunoldgica asociadas a
cromatografia incluyo el uso de anticuerpos policlonales murinos con afinidad a LH
como método para su remocidon en muestras de orina posmenopdusica obteniendo
una preparacion de FSH altamente purificada con actividad LH casi despreciable
(Donini et al., 1966; Goa & Wagstaff, 1998).
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Estas preparaciones surgieron al inicio de la década de los 80°s y se empezaron d
comercializar como la primera preparacion de FSH urinaria purificada para uso clinico
y que por tanto seria categorizada como FSH Urinaria o Urofolitropina; uFSH (urinary FSH)
(FIGURA 25).

HP-uFSH
1" generacion

HP-uFSH
2° generacion

l

| PURIFIED
uFSH

rFSH ‘ Corifolifropina
Foliropinay B _ =

FIGURA 25: Cronologia en la sintesis de la FSH.
Adaptado de Follicle-stimulating hormone: A review of form and
function in the treatment of infertility (p. 4) por Smitz, J. 2015, Reprod Sci 1 (11)

Desafortunadamente, la actividad FSH obtenida en el producto final mostraba
constante variabilidad entre lotes debido en gran medida al origen enormemente
heterogéneo de las fracciones FSH. A esto se sumd una novedosa preocupacion por
una factible contaminacién por priones (Donini et al., 1966; Lunenfeld, 2004; Practice
Committee of American Society for Reproductive Medicine, Birmingham, Alabama,
2008).

Al inicio de la década de los 90°s, y con mayores avances en inmunologia, los métodos
de purificacién hormonal migran al uso de anticuerpos monoclonales especificos para
FSH con la cromatografia como método de separacion. La FSH aislada de esta manera
mostro una actividad altamente especifica, con muy baja actividad LH y con minima
contaminacion proteica. Las preparaciones obtenidas con esta modalidad se
categorizaron como FSH Urinarias Altamente Purificadas; HP-uFSH (Highly Purified-urinary
FSH) y dieron lugar a una nueva comerciadlizacion (Goa & Wagstaff, 1998; Leao &

Esteves, 2014).
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En esta misma década la tecnologia recombinante surgida anos atrds, y denominada
ADN recombinante por su naturaleza, basada en la combinaciéon de fragmentos
especificos de ADN que después son colocados en un determinado vector para su
expresion en una célula huésped, une sus avances al hallazgo reciente de la
identificacion de los genes que codifican las cadenas a y B de esta hormona dando
origen a preparaciones aun de mayor especificidad y pureza la cual es alcanzada al
pasar el producto final por seis fases de ultrdfiltracidon y cromatografia por
inmunoafinidad con el uso de anficuerpos monoclonales y algunas fases finales de
filtracion adicional para la remocién de proteinas animales remanentes (Smitz et al.,
2016).

El producto terminal es una FSH recombinante de muy alta pureza y actividad FSH

altamente especifica con actividad LH < 2% (Shoham & Insler, 1998; Smitz et al., 2016).

Estos productos se categorizaron como FSH recombinantes Altamente Purificadas; HP-
rFSH (Highly Purified-recombinant FSH). Las células huésped usadas en la produccion de
estas hormonas son células eucariontes animales no humanas que especificamente
derivan del ovario del hdmster chino, Cricetulus barabensis, y que se denominan como
células CHO.

En el mercado internacional actual existen dos fipos de preparaciones de FSH
recombinante que se conocen genéricamente como Folitropina a y Folitropina B. La
nomenclatura de estos productos no tiene nada que ver con las subunidades a y B de
la molécula de FSH y se refiere simplemente al orden cronolégico de comercializacion.

Ambas se producen en células CHO.

En el 2010 las opciones de FSH recombinantes se ampliaron cuando concluyd la
investigacion y desarrollo de una nueva preparacion de FSH producida con tecnologia
recombinante que fusiona a las cadenas a de la FSH cadenas B de hCG formando una
molécula hibrida y que se denominé como Corifolitropina Alfa (FIGURA 23). Esta
molécula muestra alta especificidad por el receptor, pero a diferencia del resto de
rFSH, exhibe mayor estabilidad y potencia lo que se traduce en una mayor vida media

plasmdtica.
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Esta vida media mejorada permite sustituir las aplicaciones de los primeros siete dias en
los protocolos de estimulaciéon por una sola aplicacion (Howles, 1996; Shoham & Insler,
1998).

Las rFSH estdn dominando cada vez mds en los protocolos de estimulacién ovdrica.
No obstante, las preparaciones de origen urinario aun prevalecen en el mercado
gracias a metodologias de purificacion mdas refinadas que les dan un mayor grado de
pureza que los obtenidos anos atrds, pero aun persiste la preocupacién por factible

contaminacién y las variaciones de la actividad biolégica entre lotes.

DIFERENCIAS BIOLOGICAS ENTRE FSH URINARIA Y RECOMBINANTE

Aun cuando el origen de las formulaciones de FSH puede ser diferente, ya sea de orina
posmenopdusica o de tecnologia recombinante, la estructura proteica de ambos tipos
de moléculas es idéntica. Sin embargo, es posible encontrar diferencias en lo que
respecta alos procesos de glicosilacion y sialilacion de las moléculas finales (Shoham &
Insler, 1998; Wely et al., 2011).

Las preparaciones derivadas de orina posmenopdusica se obtienen a partir de una FSH
producida naturaimente por la hipdfisis, que es aislada y purificada de la orina, por lo
que conservan los patrones de glicosilacion de un perfi humano, aunque muestran un

predominio de las isoformas dcidas.

Este predominio de isoformas dcidas de FSH se debe a que todas las isoformas
producidas en la hipdfisis entran a la circulacion general antes de ser excretadas en la
orina por lo que las isoformas de vida media mds corta, las isoformas bdsicas, son
metabolizadas de forma previa al aislamiento y purificacién a partir de la orina. Esto,
aunado a la reduccién de los niveles séricos de estrogenos durante la menopausia,
conduce a una mayor acumulacion de isoformas mas sializadas y con vida media mds
larga durante esta etapa. Todo esto explica la preponderancia de isoformas dcidas en
la UFSH (Howles, 1996; Smitz et al., 2016).
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En contraste, la FSH producida por tecnologia recombinante puede presentar
variaciones en sus patrones de glicosilacion vy sialilacion con respecto a la FSH humana
debido a que las células CHO, tipo celular predeterminado en la produccion de
hormonas recombinantes, muestran patrones de glicosilacion distintos en su aparato
de Golgi con respecto a los patrones que se expresan por los gonadotrépos humanos.
Estas diferencias en los patrones franscripcionales conlleva a que el equilibrio de las
diferentes isoformas de FSH en el producto final también pueda ser distinto (Wely et al.,
2011).

La sintesis proteica en una célula CHO incluye acido N-glicolylneuraminico (Neu5Gc)
como residuo sidlico y galactosa alfa 1-3 galactosa glicano como uno de los
oligosacdridos agregados en la glicosilaciéon los cuales no se encuentran en la sintesis
humana y estdn asociadas con reacciones inmunoldgicas que incluyen anafilaxia,
hipersensibilidad o inflamacién, esta Ultima como una respuesta de inmunidad

inespecifica ligada a algunas otras enfermedades.

Adicionalmente, las células CHO carecen de la alfa 2-6 sialyltransferasa, enzima
necesaria en los patrones de glicosilacion humana. Esto fiene una importancia muy
relevante para la funcion de las gonadotropinas porque las cadenas de oligosacaridos
agregados en sus estructuras durante la glicosilacion pueden tener un impacto
sustancial en diversos aspectos de su actividad bioldgica incluido el anclaje a

receptores, senales de fransduccion o en su estabilidad molecular (Smitz et al., 2016).

En forma comparativa, la administracion de HP-uFSH, en la cual existe actividad
conjunta de FSH y LH, es posible observar niveles séricos de FSH altamente consistentes
hasta el dia 6 del protocolo de estimulacion, mientras que con la administracion de
rFSH son mas variables lo cual parece sugerir que las isoformas urinarias son Mas
estables y de una vida media mds larga (Bosch et al., 2008; Frydman et al., 2000;
Practice Committee of American Society for Reproductive Medicine, Birmingham,
Alabama, 2008).

En contraste con las isoformas dcidas de vida media larga, las isoformas bdsicas tienen

una vida media corta.
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Diversos resultados experimentales (incremento in vitro de la produccion estrogénica
y/o incremento en |la actividad del activador tisular del plasminogeno) sugieren que
también poseen una mayor potencia bioldgica sobre su receptor (Anobile et al., 1998;
Smitz et al., 2016).

Todos estos hechos permiten facilmente entender que no existe una clara inclinacion
hacia el uso preferente de un fipo u ofro de FSH, de hecho, diversos trabajos han
concluido que el balance de la eficacia entre gonadotropinas urinarias y
recombinantes es muy similar, aunque estdn aceptadas las diferencias en los patrones
de glicosilacion con un posible impacto en sus actividades bioldgicas (Frias Iniesta,
2008; Goa & Wagstaff, 1998; Hedon et al., 1995; Smitz et al., 2016; Wely et al., 2011).

Sin embargo, existe un aspecto que aun genera controversia y que ha sido decisivo
para el creciente dominio del uso clinico de las hormonas recombinantes y es la

seguridad de las preparaciones.

En los anos 80’s se dio a conocer de forma mundial el brote de la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob (ECJ) como una enfermedad neuroldégica asociada a ciertas
moléculas de proteinas como factores causales denominadas Priones (PrP). La
comunidad cientifica internacional comenzd a adoptar medidas precautorias en
relaciéon a este hallazgo por el temor de que existiese transmision de PrP a fravés de la
orina y fue la verdadera razén de fondo que obligo a la mejora en los métodos de
purificacion de las menotropinas, mdas aun cuando la Encefalitis Espongiforme Bovina,
surgida en esta misma década en el Reino Unido, demostré que podia ser una variable

que podia afectar al humano (Frias Iniesta, 2008).

Aungue no existen datos concluyentes que permitan asegurar la posibilidad de
contagio de estas particulas a través de la orina, la inquietud ha permanecido vy

comenzd a ser una limitante para su uso clinico.

Aunado a ello, la creciente demanda por la asistencia reproductiva condujo en su
momento a una demanda también creciente de las preparaciones hormonales

urinarias y por lo tanto la necesidad de donantes urinarias también se incrementé.
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En un inicio la demanda mundial de gonadotropinas urinarias se lograba abastecer
con la obtencion de 120,000 Its. de orina donados por entre 600 y 1000 mujeres.
Posteriormente, el incremento en la demanda requirié la donacién de 600,000 mujeres

a principios de este siglo (Howles, 1996).

Esto necesito de la incorporacion de mds paises como China, Corea, Argentina o la
India a las estrategias de recoleccion internacional por lo que generar una trazabilidad
en la obtencién de las muestras que garantizara su seguridad fue cada vez mds
complejo (Frias Iniesta, 2008). Debido a estas dificultades cada afo existen marcadas
variaciones en las cantidades de menotropinas disponibles en el mercado mundial,

México incluido.

La evolucién histérica en el desarrollo de las gonadotropinas ha permitido avanzar en
varios aspectos relevantes tales como el incremento significativo en la pureza de las
preparaciones, en su actividad especifica y en la homogeneidad de los lotes, asi como
en la reducciéon del contenido de proteinas contaminantes, en el riesgo de fransmision

de infecciones y en la frecuencia de eventos adversos (Shavit et al., 2016).

En conclusion, aspectos tales como la seguridad de las preparaciones, la minima
variaciéon lote a lote, el grado de pureza, la produccidon de preparaciones
individualizadas de FSH y LH vy la disponibilidad garantizada en el mercado gracias a
procesos de produccion estandarizados y validados internacionalmente, hacen que el
uso de la rFSH mantenga un marcado predominio en los protocolos de estimulacion y
que las lineas de investigacion a futuro tengan un enfoque muy dirigido sobre la
tecnologia recombinante con el objetivo cenfral de mejorar las dosificaciones, la

seguridad y la tasa de embarazos.
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GENERALIDADES DEL ADN RECOMBINANTE

El descubrimiento de la estructura del ADN por James Watson y Francis Crick en la
Universidad de Cambridge, Inglaterra, en 1953 fue sin duda el estimulo que requeria la
investigacion molecular para iniciar el desarrollo de técnicas en ingenieria genética

que para 1966 permitieron conocer un cédigo genético completo.

Hacia el final de los 60°s dos descubrimientos mds serian piedras angulares para las
técnicas de manipulacion genética: el descubrimiento de una enzima llamada ADN
ligasa, que permite unir dos fragmentos separados de ADN, y otra enzima de escision,
denominada enzima o endonucleasa de restriccion, que permite cortar una secuencia
precisa de ADN. Estas herramientas permitirian unir dos secuencias especificas de ADN
que normalmente no se encuenfran juntas, p.e. en organismos diferentes, dando

origen al concepto de ADN recombinante (Howles, 1996; Shoham & Insler, 1998).

Cuando una molécula de ADN recombinante es introducida en un organismo se
produce una modificacién genética en su genoma debido a la adicién de una nueva
secuencia de genes. Esto condiciona la expresion de nuevos factores bioldgicos, 1os
que codifica la nueva secuencia. Las proteinas nuevas que ahora son expresadas a
partir del ADN recombinante reciben la denominaciéon de proteinas recombinantes
(Garrido Pertierra et al., 2009).

Gracias al uso de las técnicas del ADN recombinante y de ingenieria genética se ha
expandido el entendimiento de la estructura, organizacion y expresion de los genes y
se han posibilitado amplias aplicaciones en la actividad humana a muy diversos

niveles.

En el campo de la medicing, la tecnologia del ADN recombinante, ha permitido el
desarrollo de nuevas metodologias de diagndstico y deteccion para varias
enfermedades genéticas como la hemofilia, asi como el desarrollo de terapias
producidas a escala industrial para el manejo de enfermedades metabdlicas como la

hipercolesterolemia, la osteoporosis o la diabetes.

El arroz dorado, que biosintetiza caroteno, asi como los cultivos resistentes a herbicidas

o insectos, son también producto del ADN recombinante.
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TECNOLOGIA EN LA OBTENCION DEL ADN RECOMBINANTE

El ADN recombinante es producto de diferentes técnicas que son necesarias para la

manipulacion del material genético.

El proceso para obtener una molécula recombinante puede dividirse de forma muy
general en cuatro pasos principales: aislamiento, recombinacion, fransformacion o

transfeccion y clonacién/amplificacion (Howles, 1996) (FIGURA 26).

RECOMBINACION

TRANSFORMACION

FIGURA 26: Ingenieria genética de la recombinacion
Adaptado de Genetic engineering of human FSH (p. 179) por Howles, C.M. 1996,
Hum Reprod 2 (2)

Aislamiento del ADN

La generacidon de una proteina recombinante requiere de forma inicial y mandatoria la
identificacion del gen que la codifica en el ADN nativo. Una vez que es idenfificado y
secuenciado el ADN se purifica de otros componentes celulares como proteinas, lipidos
o carbohidratos y se somete a fragmentacion mediante enzimas de restriccion para
aislar los fragmentos que confienen el gen buscado. Las enzimas de restriccion son
proteinas comunes en las bacterias que cumplen con una funcidn de defensa al

destruir el ADN de los bacteriofagos que pueden invadirlas (Howles, 1996).
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Son enzimas con la capacidad de reconocer y romper la doble cadena del ADN en
sitios especificos que presentan simetria inversa entre si en una longitud determinada, lo
cual se denomina Secuencia Palindromica. Los cortes que estas enzimas ejercen son
de dos tipos: uno que corta ambas cadenas de forma escalonada dejando extremos
“adhesivos” o “cohesivos” y ofro que corta de forma lineal en un mismo punto dejando
extremos romos (Garrido Pertierra et al., 2009) (FIGURA 27).

Los fragmentos resultantes de ADN se separan usualmente por electroforesis en geles
de poliacriiamida o agarosa. La identificaciéon de la banda de ADN que contiene el
gen de interés se suele realizar por Hibridacion, una técnica que también es aplicable
para separar moléculas de ARN vy proteinas. El paso siguiente es obtener el gen

funcional que codifica la proteina buscada (Mulligan, 1993).

El método para aislar a este gen funcional consiste en utilizar el ARN mensajero (mARN)
que expresa. Este mARN se transcribe de forma inversa con la ayuda de una enzima
llamada Transcriptasa Reversa y se obtiene el sesgmento de ADN que le dio origen. A
esta pieza se le conoce como ADN complementario (CADN). Posteriormente, con la
participacion de otra enzima, la ADN polimerasa, es formada la cadena adicional
para estructurar la doble hélice y entonces incorporarla a un determinado Vector de
expresion (recombinacién) con la ayuda de una ADN ligasa (Howles, 1996; Mulligan,
1993).

Reconocimiento

ENZIMA de |os sitios de TERMINACIONES
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FIGURA 27: Cortes de restriccion.
Adaptado de Tecnologia de AND recombinante 3¢ ed. (p. 334)
por Garrido, A. 2006, Tébar
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Recombinacién del ADN

Una vez que se obtiene el ADN en doble hélice del gen funcional de la proteina
buscada se debe proceder a su incorporacion en algin tipo de vector. A este proceso
se le denomina Recombinacion por la unidon de dos fragmentos de ADN de origenes

distintos.

Un vector es un medio de transporte para llevar genes exdgenos al interior de una
célula huésped. Existen diferentes tipos de vectores: pldsmidos, bacteriéfagos y
cosmidos. Los pldsmidos son moléculas de ADN de doble cadena circular extra
cromosomal presentes comiunmente en las bacterias y con la capacidad de replicarse
independientemente del ADN bacteriano. No son imprescindibles para la vida de |as
bacterias y mientras algunas pueden no contener alguno ofras pueden portar hasta 20.
Los bacteriéfagos o fagos son virus que infectan a las bacterias y que como cualquier
otro virus llevan una existencia intracelular obligada. La mayoria posee una molécula
de ADN y pueden presentar dos estados funcionales: un estado virulento o un estado
atemperado. En el estado virulento el virus se replica, ocasiona lisis de la célula
huésped vy libera a sus réplicas mientras que en el estado atemperado el virus se instala
en el cromosoma bacteriano y se replica con el sin ocasionar alteracion alguna a la
bacteria (Garrido Pertierra et al., 2009; Mulligan, 1993).

Este estado es el requerido para que un bacteriéfago pueda ser considerado como un
vector idoneo. Los cosmidos son una combinacion de los dos anteriores, es decir, un
pldsmido con segmentos agregados del genoma de un bacteriéfago que conserva la
capacidad replicativa del plasmido y que posee varios sitios de restriccion donde se

puede insertar ADN exdgeno (Mulligan, 1993).

La eleccidon del tfipo de vector mds conveniente para recombinacion genética
depende del tamano del fragmento de ADN que se insertard pues mientras un
plasmido puede soportar insertos de 8 a 10 kb un bacteriéfago hace lo propio con 10 a
20 kb y un césmido con 35 a 45 kb. El vector seleccionado es tratado con enzimas de
restriccion de corte escalonado permitiendo que sus extremos “adhesivos” se unan con
los extremos de los fragmentos del ADN aislado mediante ADN ligasas (Garrido Pertierra

et al., 2009).
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El vector resultante es el vector recombinante que serd transfectado a una
determinada célula huésped para el proceso de clonacion y amplificacion (Garrido
Pertierra et al., 2009) (FIGURA 28).
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FIGURA 28: Creacion de un vector plasmidico
Adaptado de Tecnologia de AND recombinante 39 ed.
(p. 342) por Garrido, A. 2006, Tébar

Transformacion por transfeccion
Las células huésped pueden ser células procariontes o eucariontes y la eleccion de

una u ofra depende del propdsito de la secuencia genética aislada. Se ha calculado
que las células procariontes poseen una informacion genética modesta de
aproximadamente 6000 genes lo cual las hace muy manejables y les permite una

rapida duplicaciéon en tan solo 20 minutos (Garrido Pertierra et al., 2009; Howles, 1996).
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Sin embargo, las células procariontes no poseen los sistemas necesarios para la
maduracién de algunas proteinas, p.e. la glicosilacion vy sialilacion de la FSH, por lo que
la proteina producida puede no estar correctamente sintetizada y carecer de

actividad biolégica (Contreras Huamanyauri, 2019; Howles, 1996).

La sintesis de proteinas humanas requiere de la eliminaciéon pos traduccional de la
Metionina (Met), aminodcido que da la senal al ribosoma para iniciar la sintesis
proteica y que por tanto estd incorporado en primera posicidn en todas las proteinas
de origen humano. Las células procariontes carecen de esta capacidad. Aunado a
todo lo anterior, las proteinas sintetizadas en una célula procarionte son excretadas en
la periferia celular (periplasma) y no al medio de cultivo lo que obliga a mayores
manipulaciones para aislar la proteina. Por todas estas desventajas la sintesis de

proteinas complejas no es viable en células procariontes (Shoham & Insler, 1998).

En confraste, las células eucariontes si poseen la maquinaria celular necesaria que les
brinda a las moléculas sintetizadas sus formas precisas y los procesos secundarios de
maduracién o complementacion que necesiten para mantener su funcionalidad, su
inocuidad y su actividad bioldgica por lo que son capaces de producir proteinas
complejas (FIGURA 29).

EVENTOS CELLILA
POS THANSCRIPCIDNALES PROCARIONTE  EUCARIONTE rFSH
Maduracidn proteica 5l Sl 5/
Secrecion NO 5l \‘/
Remocién de Metionina SI/ND 1| V/
Puentes disulfura Sl 1| V/
Glicosilacian MO 5l V/
Fosfaorilacidn SI/NO 5l
Armidacidn NO 1|
Carboxilacion MO 5l
Heterodimerizacion sl 5l

FIGURA 29: Diferencias entre células procariontes y eucariontes
frente a las necesidades en la sintesis de rFSH
Adaptado de Genetic engineering of human FSH (p. 182) por Howles,
C.M. 1996, Hum Reprod 2 (2)
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Esto permite cumplir con el objetivo de la ingenieria genética de obtener proteinas con

las caracteristicas exactas de las proteinas humanas (Howles, 1996).

Dentro de las células eucariontes las células de los mamiferos son las que cumplen con

todas estas condiciones haciéndolas las mds aptas para la sintesis de proteinas.

Clonacion/Amplificacion
Las primeras moléculas recombinantes que se crearon utilizaron pldsmidos como

vectores de expresidon que posteriormente fueron transfectados en células bacterianas
en 1973. Interesantemente, se observd que en la autonomia de los pladsmidos para
replicarse se conservaba intacta la informacién genética portada y esto marco el
surgimiento de las técnicas de clonacidn molecular y genética que hoy en dia
constituyen las herramientas indispensables para la multiplicaciéon de secuencias

genéticas especificas (Garrido Pertierra et al., 2009).

La clonacidén genética es la generacion de copias idénticas de una defterminada
molécula de ADN. Después de la transfeccion del vector en la célula huésped el ADN
inserfado comenzara a clonarse por la capacidad de auto replicacion de los
pldsmidos y los plasmidos descendientes, a su vez, serdn fransmitidos a otras células por

la propia multiplicacion de estas.

La poblacion celular creada por la multiplicaciéon de las células transformadas se
traduce en mies de copias de esta molécula de ADN vy esto amplifica

exponencialmente el gen del que se pretende obtener una proteina.

Esto constituye la base a partir de la cual puede lograrse la produccidon de una

proteina a gran escala (Contreras Huamanyauri, 2019; Shoham & Insler, 1998).

Uno de los mayores alcances de la clonacion genética es la posibilidad de replicar el
genoma entero de un organismo, o bien, dividilo en fragmentos y replicar cada uno

de ellos.
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Usualmente la bacteria Escherichia coli es una de las células huésped por eleccidn y en
una poblacién de ellas es posible fransfectar cada uno de los fragmentos del ADN del
organismo nativo mediante un pldsmido o un bacteriéfago de tal manera que todas
las bacterias en su conjunto con su coleccién de vectores portan el ADN completo del
organismo de origen. La posterior multiplicacion de la bacteria respeta todos los genes
del fragmento de ADN integrado, incluso las secuencias de no codificacion (infrones) y

las secuencias repetidas (Howles, 1996).

De esta manera es posible crear “bancos” de informacion genética del genoma
entero de un organismo a partir de los cuales pueden obtenerse fracciones mds
especificas de ADN, p.e. fracciones que codifiquen determinadas proteinas. Esto ha

dado origen al concepto de las Bibliotecas Gendmicas (Mulligan, 1993).

Actualmente existen Bibliotecas Hipofisarias conformadas por las colecciones del cADN
(Bibliotecas cADN) de los genes que codifican algunas de las hormonas de esta
gldndula y de las cuales ya existen productos recombinantes comerciales: GH
Genotonorm®, Humatrop®; TSH Thyrogen®; LH Luveris®; FSH Gonal F®, Puregon®. De
forma general, se considera que la sintesis de gonadotropinas, FSH, LH y hCG, es la
sintesis de proteinas mds compleja realizada hasta el dia de hoy con tecnologia

recombinante (Howles, 1996).

PRODUCCION HORMONAL. SINTESIS DE UNA FSH RECOMBINANTE

Los genes para las cadenas a y B de la FSH fueron localizados en 1987 en los
cromosomas 6 y 11 respectivamente del genoma humano y con esta informacion se
inicié la produccion de las primeras preparaciones de rFSH incorporando la informacion
genética que se considerd necesaria para la codificacion de las cadenas en vectores
separados que posteriormente se transfectaron en fibroblastos de ratéon. Las
preparaciones resultantes mostraron una especificidad FSH muy baja lo que obligo a
reformar los métodos de aislamiento genético para garantizar la identificacion de los

genes completos ay B (Howles, 1996).
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En la reestructuracion de la metodologia de aislamiento del ADN se eligid un
bacteriéfago como vector y la fransfeccion se hizo en Escherichia coli para la
clonacion y amplificacion. A partir de estos clones se construyé una biblioteca
gendmica permanente para FSH con la cual se logré la identificacion y secuenciacion
del gen a mostrando una estructura constituida por cuatro regiones de codificacion
funcional, llamadas Exones, interrumpidas por tres regiones de no codificacion
denominadas Infrones. La secuenciacion del gen B mostro una estructura formada por

tres exones interrumpidos por dos infrones (Hedon et al., 1995; Howles, 1996).

Con la informacién especifica y completa de ambas cadenas fue posible construir

bibliotecas permanentes del correspondiente cADN (Howles, 1996; Mulligan, 1993).

Los Intrones son piezas extras de ADN contenidas en los genes de los mamiferos que no
forman parte de la proteina a codificar, pero que se conservan en el pre ARN
mensajero (pre-mARN) para después ser escindidos del mARN maduro antes de
abandonar el ndcleo y ser traducido como una proteina (Garrido Pertierra et al., 2009)
(FIGURA 30).
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FIGURA 30: Estructura y expresion de un gen eucariota de mamifero en
pre-mARN y escision de sus intrones en el mARN.
Adaptado de Genetic engineering of human FSH (p. 177) por Howles, C.M.
1996, Hum Reprod 2 (2)
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Si bien el papel de los infrones en los genes aun permanece sin dilucidarse por
completo, estd demostrado que pueden influenciar la franscripcidn del mARN debido
a su asociacion con ofras fracciones de franscripcion extra génica en el ADN,
denominadas Potenciadores ADN, que indirectamente potencializan el inicio de la
transcripciéon del gen. Esto da lugar a los también llamados Potenciadores en el mARN
(eARN, enhancer ARN) (Garrido Pertierra et al., 2009).

Algunos otros factores externos como los esteroides gonadales o la GnRH también
pueden influenciar la tasa de degradacién del mARN. Todos estos factores quizd
pueden explicar la alta tasa de expresidn de las cadenas a, comparado a las tasas de

expresion de las cadenas B, que existe en los gonadotrépos hipofisarios.

Debido a todo lo anterior, se decidi®é recombinar los genes completos (exones e
infrones) en vectores separados especialmente disenados con algunos genes de
amplificacién que pueden ser regulados por agregados externos en el medio de
cultivo. En el caso del gen a se hizo una vinculacién a los genes de la enzima
Dihidrofolato reductasa (DHFR) la cual es necesaria para la sintesis de purinas como

precursores de acidos nucleicos (Fominaya, 2016; Howles, 1996) (FIGURA 31).

DHFR

Expression vector

FIGURA 31: Produccion de rFSH en células CHO.
Adaptado de Genetic engineering of human FSH (p. 180) por
Howles, C.M. 1996, Hum Reprod 2 (2)
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Una vez creados, ambos vectores fueron co-transfectados en células de ovario de
hdamster chino (CHO; Cricetulus barabensis) las cuales son usadas extensamente en
ingenieria genética para la produccion de ofras proteinas complejas tales como la

erifropoyetina (Butler & Spearman, 2014; Mulligan, 1993; Shoham & Insler, 1998).

La elecciéon de las células CHO para la sintesis de FSH obedece a varias razones. Estas
células permiten una produccion masiva de proteinas recombinantes pudiendo
alcanzar entre tres y diez grs. de masa por cada litro de medio de cultivo, ademds de
gue su clonacion es muy sencilla. Pero quizd la razén de mayor peso fras su eleccion es

su deficiencia en DHFR.

Los medios de cultivo para células de mamifero suelen ser adicionados con algunos
factores que estimulan la amplificacion de sus vectores y que pueden ser la Metionina
(MET), la Sulfoximina (MSX) o el Metofrexato (MTX). Este Ultimo es un inhibidor por
competencia de la DHFR, de tal forma que cuando células carentes de DHFR, pero
portadoras de un vector con este gen, son cultivadas en medios de cultivo
adicionados con MTX, generan resistencia al factor y propician un proceso de
seleccion de clonas competentes creando lineas recombinantes estables en menor
tiempo. Silas concentraciones de MTX son incrementadas paulatinamente en el medio
de cultfivo, se incentiva, ademds, la amplificacion del gen para DHFR (Garrido Pertierra
et al., 2009; Howles, 1996).

Las células CHO transformadas demostraron ser genéticamente estables y con un nivel
adecuado de productividad de rFSH, pero incluso dentro de todas las lineas celulares
desarrolladas, se hizo una seleccion secundaria de las poblaciones celulares con
mayor capacidad para ofrecer una secrecion de FSH mas alta y estable y con ellas se
establecié una linea celular basal de productividad denominada Banco Celular
Maestro (BCM). EI BCM se constituye por numerosos viales que contienen células
totalmente caracterizadas en términos de estabilidad genética y estructura, con

potencialidades idénticas y que son criopreservadas hasta su utilizacion.

A partir de un vial Unico del BCM es posible correr todo un proceso de producciéon de
rFSH tomando antes una adlicuota que se deposita en un nuevo vial para su re-

expansion y que se devuelve a criopreservacion.
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Al vial inicial se le denomino Banco Celular de Produccién (BCP). Ambos, BCM y BCP,
son confinuamente evaluados para certificar esterilidad, ausencia de mycoplasma y
contaminantes virales en apego a la normativa de la FDA (Federal Drugs
Administration) (Garrido Pertierra, 2009; Mulligan, 1993; Shoham & Insler, 1998).

El proceso de produccioén de rFSH a gran escala se dividid en dos fases:

s ACONDICIONAMIENTO DE LA CLONA CELULAR: El vial seleccionado como BCP
fue transferido a un Bioreactor equipado con los pardmetros precisos de cultivo
(temperatura, saturacién de oxigeno, humedad) asi como con el medio de
cultivo apropiado. Gradualmente la poblacidon celular comienzo a expandirse
conjuntamente con la produccién de rFSH que se recuperd en pequenas
cantidades para su caracterizacion. La expansion celular se mantuvo en
observacion para garantizar que se alcanzara el numero celular suficiente para
el bioreactor, y una vez alcanzada la densidad requerida, se agregd medio de
cultivo adicional para mantener la estimulacion del crecimiento celular. Cada
clona celular marca el lapso de tiempo particular que requiere para exhibir su
productividad, y después de este fiempo, el medio de cultivo es cambiado

gradualmente y recolectado para su posterior purificacion.

< PURIFICACION DE LA rFSH: La purificacion de la rFSH obtenida del medio de
cultivo se dividido en seis fases, dos de ultrafiltracion inicial y final y cinco mds de
cromatografia por inmunoafinidad siendo esta ultima la fase principal de
purificacion con la utilizacion de anticuerpos monoclonales murinos anti-FSH.
Cada fase de purificacion se evalud rigurosamente para asegurar la
consistencia del producto final (Garrido Pertfierra et al., 2009; Howles, 1996)
(FIGURAS 32).

La secuencia completa de los aminodcidos de las cadenas a y B de la rFSH final, asi
como la secuencia del ADN, se determinaron idénticas a las secuencias naturales,
tanto urinarias como hipofisarias. Estudios de espectrometria de masas concluyeron
que las masas moleculares de las cadenas a y B fueron de 14 y 17 kDa

respectivamente (Howles, 1996).
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CRECIMIENTO, MADURACION Y SINTESIS PROTEICA

BOWS

BIOREACTOR

FIGURA 32: Cadena de trabajo en la produccion de una rFSH
Adaptado de Tecnologia de AND recombinante 39 ed. (p. 347)
por Garrido, A. 2006, Tébar

En 1990 tuvo lugar la primera produccion masiva para uso clinico de una rFSH en Suiza

y en marzo de 1991 se utilizaron las primeras dosis clinicas.

En mayo de 1992 se reportaron en la revista Lancet los primeros embarazos de mujeres

bajo tratamiento con FIV&TE en Suiza y Bélgica.

En 1993 se sometid el registro a nivel internacional y en 1994 se obtuvo la autorizacion

para su uso a nivel mundial (Garrido Pertierra et al., 2009; Howles, 1996).
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CREACION DE UNA FSH RECOMBINANTE DE ORIGEN HUMANO

Hoy en dia la aplicacién de la reproducciéon asistida muestra una amplia versatilidad
con diferentes opciones en sus técnicas y tratamientos para el abordaje de la pareja
infértil. Ciertamente esta es una de sus grandes ventajas, pues al ser la infertilidad una
patologia tan multifactorial, la reproduccion asistida prdcticamente puede ofrecer una
alternativa para casi todos los casos. Sin embargo, como se menciond anteriormente,
la reproduccion asistida aun tiene varios retos sin resolver en las diferentes facetas de
sus procedimientos y quizd, dentro de estas, los retos que demandan mayor atencion
por su morbi-mortalidad son los inherentes a la HOC, el SHO y el embarazo multiple
(Lopez-Ortiz, 2014).

Se ha postulado que la amplia heterogeneidad de isoformas de FSH que se obtienen
en los modelos de produccién recombinante actual, en células no humanas, puede ser
uno de los potenciales factores causales en la incidencia del SHO por las respuestas
ovdricas tan variables que se pueden inducir, algunas de intensidad extrema, al
tratarse de isoformas no humanas (Bosch et al., 2015; Frias Iniesta, 2008; Smitz et al.,
2016).

Esta es la justificacion central fras la investigacidn de esquemas de produccion
hormonal basados en lineas celulares humanas que bdsicamente entran en la cadena
de produccion recombinante como las células huésped en las que son transfectados
los vectores para FSH y en las que se lleva a cabo la sintesis proteica bajo la maqguinaria
celular humana y con los patrones de maduracion proteica (glicosilacion-sialilacion)
humanos (Butler & Spearman, 2014) (FIGURA 33).

La linea celular humana elegida en la produccién de FSH se denomina PER.C6. Estas
células derivan de células refinales de embriones humanos de 18 semanas abortados
espontfdneamente en 1985 y que se desarrollaron y prepararon como lineas celulares
de cultivo por fransfeccion de la region E1 del adenovirus tipo 5 lo que les confiere un
fenotipo inmortal debido a que su expresion ejerce inhibicidn sobre ciertos reguladores
del ciclo celular e inhibe también la apoptosis (Koechling et al., 2017; Mercier S.M.,
2016).
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Expresion en células no

FSH de origen humano humanas. Células CHO

Patrones de glicosilacion
distintos a la FSH humana

Expresion en células
humanas. Células PER.C6

FSH de origen humano

Patrones de glicosilacion
idénticos a la FSH humana

FIGURA 33: Procesos de produccion recombinante comparados.
A. Proceso en células no humanas
B. Proceso en células humanas
Tomado de REACH Module 3 Follitropin delta E-learning (p. 33) por Ferring
Pharmaceuticals, 2017

En un inicio se utilizaron como lineas celulares de produccidén de vectores virales usados
en vacunas de terapia génica y mas tarde se optimizaron como lineas celulares de

produccion industrial a gran escala de proteinas terapéuticas como inmunoglobulinas

y hormonas (Ross et al., 2012).

Las células PER.C6 ofrecen un rendimiento superior a otfras células animales, no
requieren de genes de amplificacion para producir clonas estables con altos niveles de

expresion profeica y un numero bajo de copias es suficiente para sostener una

produccion de proteinas estable y eficiente (Koechling et al., 2017).
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Una de las cualidades que las hace células de cultivo muy valiosas es que se adecuan
a las modificaciones pos-transcripcionales humanas o que permite que las estructuras
agregadas de oligosacdridos no tengan potencial inmunogénico. Las células PER.Cé
son facimente fransfectables y tienen un alto perfil de seguridad por su origen bien
definido y por sus protocolos de transformacién en los que virus y priones han sido

completamente excluidos (Butler & Spearman, 2014).

Su crecimiento puede darse de forma éptima en medios de cultivo libres de suero y de
cualquier ofra proteina de origen animal lo que facilita su cultivo a gran escala en
bioreactores (Coco-Martin & Harmsen, 2008; Mercier S.M., 2016; Ross et al., 2012).

La tasa de produccion hormonal de las células PER.Cé muestra un mayor rendimiento
comparado a las células CHO. La obtencidon de 10 kg. de proteina purificada se
obtiene tan solo en una corrida de produccién con 500 L de medio de cultivo en la
linea PER.Cé, mientras que las células CHO necesitan 11 corridas para equiparar esta
produccién en el mismo volumen de medio (Coco-Martin & Harmsen, 2008) (FIGURA
34).

Se han desarrollado BMC de PER.Cé sobre los que se corren extensas pruebas de
seguridad para la deteccion de agentes virales humanos, bovinos o porcinos,
mycoplasma o adenovirus. Todas estas caracteristicas hacen de la linea PER.C6 una
célula de produccidén hormonal mucho mds conveniente que la célula CHO (Coco-
Martin & Harmsen, 2008).

Las secuencias de aminodcidos en la molécula de FSH recombinante humana (rhFSH)
es idéntica a las secuencias de la FSH humana nativa y su contenido de dcido sidlico
es mas alto comparado con la rFSH obtenida por células CHO lo cual concuerda de

forma muy cercana con el patrén de sialilacion humano (Bosch et al., 2008, 2015).

En el 2014 concluyd la investigacion y el desarrollo de la primer FSH recombinante de
origen 100% humano que, por el momento de su comercializacion, después de la
generacion a y B, se denominé como Folitropina Delta y con ella se elimind la mezcla

de especies en el producto bioldgico final.
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CAPACIDAD PRODUCTIVA COMPARADA|

CHO  PER.C6
PRODUCTIVIDAD 15 15
{pg/cel/dia)
DENSIDAD CELULAR MAXIMA 10 100
(X10% por mL)
PROTEINA (mg/dL) 150 1500
RENDIMIENTO 05 05
PROTEINA EN MASA(g) 10,000 10,000
PROTEINA CRUDA (g) 20,000 20,000
VOLUMEN DE CULTIVO (L} 133,333 13,333
50 L CORRIDAS 107 9
100 L CORRIDAS 53 4
250 L CORRIDAS 21 -
500 L CORRIDAS 11 1

FIGURA 34: Capacidad productiva comparada entre células CHO y células PER.C6
Adaptado de A Review of Therapeutic Protein Expression By Mammalian Cells (p. 33)
por Coco-Martin, J.M. 2008, Bio Pro Inter 3

La folitropina delta representa para la reproduccidon asistida la hormona de
estimulacion ideal que, comparada con la folitropina a en administracion de dosis
bioequivalentes, permite una concentracion sérica de FSH mdas alta en cualquier
momento de medicidon con una vida media mds larga y una menor tasa de
aclaramiento renal debida a las diferencias en la glicosilacion enfre ambos productos
que genera una mayor proporcion de estructuras tetra antenarias en la folitropina
delta (Olsson et al., 2014; Ulloa-Aguirre & Timossi, 2000).

Con la folitropina delta la senalizaciéon endocrina sobre el ovario es por primera vez
idéntica a la fisiologia humana, pero esto solo es una parte de la estrategia de
perfeccionamiento de las técnicas de estimulacion ovdarica para alcanzar la reduccion

en la incidencia del SHO y del embarazo multiple.
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La parte restante es el diseno de una dosificacion menos variable que impacte de

manera precisa sobre la reserva ovdrica disponible.

DOSIFICACION DE UNA FSH RECOMBINANTE DE ORIGEN HUMANO

Tras la administracién de la FSH existen tres probables respuestas ovdricas denominadas
hipo respuesta (respuesta inferior a lo esperado), normo respuesta (respuesta dentro de
lo esperado) e hiper respuesta (respuesta que sobre pasa lo esperado). Cada tipo de
respuesta es concordante con la calidad de la reserva ovdrica, baja, normal o alta
respectivamente. De forma ideal, la respuesta deseable tras un protocolo de
estimulacion ovdrica, es la normo respuesta porque dentro de sus limites inferior y
superior es posible la obtencidn de un niUmero adecuado de évulos con un minimo
riesgo de incidencia de SHO. En la hipo respuesta el nUmero de &évulos obtenidos
puede ser deficiente, mientras que en la hiper respuesta existe un alto riesgo de
incidencia de SHO (La Marca & Sunkara, 2014).

No existe un consenso cuantitativo sobre cudl debe ser la respuesta ovdarica en la
normo respuesta. Se ha sugerido que las mujeres que producen entre cuatro a nueve
oOvulos por ciclo de estimulacion deberian ser categorizadas como respuestas
suboptimas, mientras que |os resultados de varios frabajos sugieren que la ventana de
la normo respuesta debe ir desde 6 hasta 15 dvulos recuperados (Blumenfeld, 2015;
Chambers et al., 2011; Chen et al., 2015; Devroey & Van Steirteghem, 2004; Drakopoulos
etal., 2016; Jiet al., 2013; La Marca & Sunkara, 2014; Polyzos & Sunkara, 2015; Stanger &
Yovich, 2013).

A pesar de lo anterior, las mejores tasas de embarazo se han alcanzado en aquellas
mujeres que produjeron entre 9 y 14 dvulos, de acuerdo al andlisis de 400,135 ciclos de

tratamiento (Sunkara et al., 2011).

Debido al peso de esta evidencia el rango de 9 a 14 évulos se estandarizd como la
normo respuesta ovdrica a obtener en un protocolo de estimulacién con el menor

riesgo de SHO.
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Desafortunadamente, el rango de normo respuesta de cada mujer es tan individual
como lo es su reserva ovdarica por lo que resulta altamente pretencioso suponer que un
mismo esquema de dosificacion hormonal pueda ser igualmente efectivo o inefectivo

en una poblacién heterogénea.

Un fendmeno bien establecido en la HOC, es la amplia variedad de respuestas
endocrinas que pueden dar diferentes mujeres a una misma dosis de FSH y que no
siempre caen en el rango 6ptimo de la normo respuesta debido a las marcadas
diferencias individuales en la reserva ovdrica de cada una de ellas (Arce et al., 2016;
Bosch et al., 2015; Seifer & Tal, 2016) (FIGURA 35).

DOSIS UNICA EN TODOS LOS CASOS

220 ovocitos

15 -19 ovocitos

H
Q

8 - 14 ovocitos
RANGO OPTIMO

Proporcion de individuos (%)
N
(=)

4 - 7 ovocitos
< 3 ovocitos

5 10 15 20 25 30

AMH (pmol/L)

35 40 45

FIGURA 35: Respuesta ovdrica ante una misma dosis de FSH a
diferentes individuos. Existen amplias variaciones en funcién
de la reserva ovdrica y la AMH.

Adaptado de Anti-Mullerian Hormone (p. 339) por Seifer, DB.
2016, Nova Science Publishers Inc.

102



La variabilidad de muchas de estas respuestas puede incluso generar respuestas
extremas e inesperadas que tienen implicaciones en la eficacia y la seguridad de los

fratamientos.

Un andlisis retrospectivo de 650,000 tratamientos de reproduccion asistida demostrd
que las tasas de nacidos vivos estaban relacionadas negativamente con la
variabilidad de la respuesta a la estimulacion de las gonadotropinas y al nUmero de
ovocitos recuperados (Baker et al., 2015) (FIGURA 36).

A dosis totales mds elevadas de gonadotropinas la recuperaciéon de ovocitos es menor

al igual que la tasa de nacidos vivos.
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FIGURA 36: Relacién negativa entre la tasa de nacido vivo y las dosis de
gonadotropinas administradas. Notese que el numero de ovocitos
recuperados también resulta afectado.

Adaptado de Gonadotropin dose is negatively correlated with live birth rate:
analysis of more than 650,000 assisted reproductive technology cycles (p. 1147)
por Baker, VL. 2015; Fertil Steril 104 (5)
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Los protocolos de estimulacion actuales son generalizantes y las dosis hormonales estdn
protocolizadas por lo que diferentes mujeres suelen tener las mismas dosis de FSH en sus
tratamientos sin la aplicacién de algun pardmetro que indique la suficiencia o la

insuficiencia hormonal.

En ofras palabras, los protocolos actuales, dificimente ejercen una estimulacion que
acierte en un rango 6ptimo de normo respuesta. Esto lleva a mantener una vigilancia
expectante de la respuesta obtenida para hacer las modificaciones que se requieran
en la dosis de FSH. De generarse una respuesta extrema, que posterior a los ajustes que
pudieran hacerse no cambie su curso, se puede llegar a la cancelacion del ciclo con
el consecuente impacto econdmico y esta es una circunstancia que se presenta de
forma frecuente. Todos estos datos refrendan la necesidad de administrar dosis mdas
especificas, con un menor rango de variabilidad que permita en consecuencia una

mayor predictibilidad sobre la respuesta ovdrica (FIGURA 37).
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FIGURA 37: Un enfoque personalizado disminuye la variabilidad en la
respuesta ovdrica haciéndola mas predecible.
Adaptado de Gonadotropin dose is negatively correlated with live birth rate:
analysis of more than 650,000 assisted reproductive technology cycles (p. 1150)
por Baker, VL. 2015; Fertil Steril 104 (5)
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La predictibilidad individual es el primer paso hacia una atencidon personalizada en
biologia reproductiva porque permitiria establecer dosis individualizadas de FSH para
cada mujer y esto tiene una importancia crucial porque la personalizacion de los
protocolos de estimulacion ovdrica, sumada a una rhFSH con una senalizacidn
humanizada, conduciria a la reduccidn sustancial de la incidencia del SHO, asi como

del embarazo multiple (Bosch et al., 2015; Fauser, 2017).

Establecer un enfoque personalizado requiere de la consideracion de datos
moleculares y bioldgicos mds precisos y que en consecuencia permitan tener a la
persona correcta con el tratamiento correcto a la dosis correcta en el momento
correcto. Para este fin, el uso de determinados Biomarcadores ha resultado de amplia
utilidad. Un Biomarcador se puede definir como una caracteristica bioldgica, fisioldégica
o bioguimica mesurable, propia y distintiva de un individuo, y que permite identificar

procesos o brinda certeza sobre un aspecto particular (Strimbu & Tavel, 2010).

Existen diferentes tipos de Biomarcadores: de diagndstico, de prondstico, predictivos o
farmacodindmicos. En Biologia Reproductiva se prefiere el uso de Biomarcadores de
tipo Predictivo porque brindan gran utilidad al establecer las probabilidades de que
una determinada respuesta se presente a un fratamiento dado, o bien, para valorar
eficacia o toxicidad de un tratamiento especifico. Su uso permite tomar decisiones

clinicas (Pokorska-Bocci et al., 2014; Strimbu & Tavel, 2010).

El Biomarcador Predictivo mas Util en protocolos de estimulacion ovdrica es, sin duda

alguna, la Hormona Antimdulleriana (AMH AntiMUllerian Hormone).

La AMH es una glicoproteina dimérica que pertenece a la superfamilia de los Factores
de Crecimiento Transformador Beta o TGF-. En la etapa fetal es producida por las

células de Sertoli que a su vez provienen del epitelio superficial de la gonada primitiva.

Es una hormona determinante en la diferenciacion sexual pues actiua sobre los
conductos paramesonéfricos de Mdlller y obliga a su involucién favoreciendo el
desarrollo de los conductos mesonéfricos de Wolff de los cuales derivardn los genitales

masculinos.
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En ausencia de la AMH los conductos que involucionan son los de Wolff mientras que

los conductos de MUller prevalecen dando lugar a los genitales femeninos internos.

Después del nacimiento, la AMH comienza a incrementarse progresivamente y alcanza
su cenit adlrededor de los 20 anos de edad. Durante la ninez y la pubertad de la mujer la
AMH es producida por las células de la granulosa de los foliculos ovdaricos preantrales y
antrales y se secreta a la circulacion en cantidades suficientemente altas para ser
detectadas. A partir de entonces, y hasta la llegada de la menopausia, la AMH va

declinando gradualmente (Hudson et al., 1990; Sadler & Langman, 2016).

Este comportamiento estd directamente relacionado con el proceso de foliculogénesis
que inicia en la pubertad y con el cual el pool de foliculos primordiales congénitos, o
reserva ovdarica, va decrementando a lo largo de los anos. Con cada ciclo ovdrico una
porcion de foliculos primordiales inicia su desarrollo a foliculos preantrales y antrales y
una cantidad determinada de AMH es secretada a la sangre. Con el paso del tiempo
se reduce la reserva ovdrica lo que se traduce en la reduccidn concomitante de los
foliculos disponibles para madurar secretores de AMH y de su calidad. La llegada de la
menopausia No es sino la senal de una reserva ovdrica exhausta donde la secrecidon de

AMH es minima o inexistente (Hudson et al., 1990).

Es por todo lo anterior que la AMH es un excelente biomarcador predictivo del

potencial reproductivo de una mujer en un momento dado.

En el 2006 los trabajos de Howles y Todorovic describieron el andlisis de los factores que
pueden influir sobre la respuesta obtenida a la estimulaciéon hormonal identificando al
indice de masa corporal, el nivel basal de FSH, la edad y la cantidad de foliculos
menores a 11Tmm. como las variables mds importantes para el diseno de un algoritmo
que permitiera el cdlculo de la dosis de inicio de la folitropina a (Howles, 1996; Popovic-

Todorovic et al., 2003).

Mds tarde, en 2016 durante la fase dos de la investigacion de la folitropina delta,
Nyboe Andersen et.al., publican los resultados de su trabajo en el que analizan de
forma comparada las dosis individualizadas vs. las dosis convencionales de folitropina a

y folitropina delta.
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La dosificacion se basd en el algoritmo previamente disenado, pero incluyendo la
influencia del valor clinico de la AMH y del peso corporal para la folitropina delta dada
la relacién negativa que la masa corporal muestra en la farmacodinamia de algunos
parédmetros como el volumen folicular total y los niveles de estradiol, Inhibina A e

Inhibina B (Nyboe Andersen et al., 2017).

Concluyen que las dosis de folitropina delta, individualizadas de esta manera, no son
inferiores en su efectividad a las dosis de folitropina a y queda asentada la utilidad de

la AMH y del peso corporal en la individualizacién de las dosis de folitropina delta.

En 2016 Arce aplica estos hallazgos para individualizar las dosis de folitropina delta en
una poblacidn bajo fratamiento de reproduccidén asistida y las relaciona con el tipo de
respuesta ovdrica obtenida. Interesantemente, sus resultados confirman que la
individualizacion de la dosis de folitropina delta permite alcanzar de forma efectiva el
rango propuesto de 9 a 14 dvulos como respuesta optima en la mayoria de las mujeres
bajo fratamiento minimizando significativamente la hipo e hiper respuesta y con ello la

incidencia de SHO y el embarazo multiple (Arce et al., 2016) (FIGURA 38).
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FIGURA 38: Respuesta ovdrica a cada dosis individualizada.
Las respuestas se estabilizan y son mas homogéneas.
Adaptado de Anti-Mullerian Hormone (p. 344) por Seifer, DB.
2016, Nova Science Publishers Inc.
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Con estos resultados queda demostrada la amplia utilidad de la AMH en la
personalizacién de la dosis de una rhFSH y en el logro de los objetivos de reducir la
variabilidad entre dosis, incrementando su especificidad y permitiendo con ello una

mayor predictibilidad sobre la respuesta ovdarica obtenida.

En resumen, la dosificacion de la folitropina delta se obtiene mediante la alimentacién
de un algoritmo patentado con el valor clinico de la AMH vy el valor nominal del peso
corporal de la mujer bajo tratamiento. El valor obtenido es la dosis que deberd ser
aplicada en su protocolo de estimulacién y que al ser tan especifica, Unica y personal
no requiere de ajustes haciéndola practicamente una dosis fija durante todos los dias

de su aplicacién.

De esta manera, la aplicacién de una rhFSH con una dosificacién personalizada
basada en el valor de la AMH, representa una novedosa alternativa en los protocolos
de estimulacidén ovdrica que por primera vez mimetiza de forma muy cercana los

procesos fisioldgicos humanos.

EFECTOS DE UNA FSH RECOMBINANTE DE ORIGEN HUMANO

La produccion de la folitropina delta a partir de células humanas (PER.Cé) es la razéon
fundamental de sus diferencias bioldgicas con respecto a todas las demdas
preparaciones sintéticas de FSH disponibles en la actualidad y que se pueden resumir
en la expresion de patrones de dlicosilacion y sialilacion afines a los patrones de
maduracién proteica humana. Estas diferencias generan una senalizaciéon distinta

sobre el receptor con efectos biologicos tambien distintos (Sandstrém et al., 2013).

Tras su administracion, la folitropina delta presenta un mayor tiempo de exposicion en
sangre debido a la reduccién de las tasas de eliminacion renal y hepdtica por la
predominancia de isoformas acidas y la estructura fridimensional tetra antenaria de la
molécula. El predominio de isoformas acidas guarda una similitud sumamente cercana
con lo observado en la fisiologia humana donde también existe predominio de

isoformas acidas en la fase folicular temprana y en la fase lUtea tardia.
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Ambas fases son determinantes en el desarrollo folicular (Olsson et al., 2014; Ulloo-
Aguirre et al., 1992).

La afinidad y el grado de unién que muestra la folitropina delta por su receptor parece
ser muy similar a lo que exhiben otras folitropinas, pero los efectos biolégicos difieren
quizd por la induccidén de una senal también diferente. Estos aspectos combinados
generan un perfil farmacolégico Unico para la folitropina delta que ha mostrado tener
una relacioén positiva con la reserva ovdrica lo que explica la necesidad de determinar
la AMH en la mujer para el establecimiento de la dosis a administrar (Arce et al., 2016;
De Mora & Fauser, 2017; Koechling et al., 2017; Sandstrom et al., 2013).

De esta manerqa, la dosis establecida estimula el desarrollo folicular, pero siempre
dentro de un limite aparentemente marcado por la AMH. Esto significa que, incluso con
un incremento de dosis de la folitropina delta, el niUmero de évulos obtenidos no
muestra cambios o que sugiere |la existencia de un probable umbral de respuesta para

la folitropina delta que se postula estd relacionado al perfil farmacoldgico.

El estimulo que la folitropina delta ejerce sobre el desarrollo folicular conduce a la
obtencién de un niUmero 6ptimo de dvulos con un volumen promedio mayor al que se
alcanza con ofras folitropinas. Notablemente, se ha observado que el niUmero de
ovulos desarrollados no guarda ninguna relacion con la calidad de los blastocistos que
pueden desarrollarse. Esto probablemente significa que la calidad y tamano promedio
de los 6vulos desarrollados es lo que se relaciona a la calidad de los blastocistos

independientemente del niUmero que se genere (Arce et al., 2016).

La administracion de folitropina delta también tiene efectos positivos sobre varios
pardmetros endocrinos. Los niveles séricos de Inhibina A y B se incrementan, asi como

los niveles de estradiol (Olsson et al., 2014; Sandstrém et al., 2013).

De acuerdo a los datos de Steward y cols., quienes analizaron la relacion entre el
numero de ovulos recuperados y la tasa de SHO y nacidos vivos en 256,381 casos, la
personalizacion de la dosis de folitropina delta con base en el nivel de la AMH permitio
que el 40% de las mujeres bajo fratamiento respondieran denfro del rango 6ptimo de 9

a 14 évulos obteniendo en promedio 11 évulos viables.
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Adicionalmente, sus resultados demostraron que la obtencién de un nUmero superior a
15 6vulos con folitropina delta conduce a incrementos significativos en la incidencia de
SHO porlo que el margen de respuesta que brinda es clinicamente mds conveniente al

resto de las folitropinas (Steward et al., 2014).

EXPERIENCIA COMPARADA DEL USO DE UNA FSH RECOMBINANTE
EN SUS DIFERENTES TIPOS

Revisar la experiencia acumulada en mds de medio siglo de uso de preparaciones
hormonales nos remite inevitablemente a una extensa revision bibliogrdfica de los
multiples estudios que han evaluado los protocolos de estimulacién ovdarica a nivel

mundial y que en buena medida reflejan la experiencia clinica con estos productos.

En México, y a pesar del crecimiento exponencial que ha tenido la asistencia clinica en
reproduccién desde 1988, obtener un panorama sobre la experiencia y los resultados
logrados se vuelve una tarea compleja dado el hermetismo que prdcticamente todas

las clinicas guardan sobre sus prdcticas y resultados (Vite Vargas et al., 2005).

El uso de las preparaciones recombinantes de FSH dio inicio practicamente desde su
salida al mercado en la década de los 90°s y después de 10 anos de experiencia
clinica fue posible tener una primera vision comparada entre la eficacia y seguridad
de estos fratamientos. Quedo claro entonces que el conocimiento profundo de los
aspectos bioquimicos, funcionales y estructurales de las gonadotropinas era necesario
para su uso clinico racional particularmente en la atencién a la infertilidad (Koechling
et al., 2017).

El uso de la tecnologia recombinante permitié el desarrollo acelerado de andlogos

hormonales con amplios potenciales terapéuticos.

En el ano 2001 una revision Cochrane comparo las tasas de embarazo y seguridad
entfre las gonadotropinas urinarias y recombinantes en la estimulaciéon ovdrica para
ciclos de FIV&TE e ICSI. Esta revision analizé los resultados de 18 estudios aleatorizados

que en conjunto incluyeron 3421 mujeres.
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Las tasas de transferencia embrionaria y embarazo en curso fueron mds favorables
para la rFSH que para la uFSH con un incremento relativo del 14%, mientras que la

incidencia del SHO fue comparable entre ambas preparaciones (Daya, 2002).

Existen numerosos frabajos publicados que comparan el numero de &vulos
recuperados, asi como las tasas de embriones transferidos, embarazo en curso y los
perfiles de seguridad en relacién a la incidencia del SHO entre uFSH y rFSH. En varios de
estos trabajos los resultados obtenidos se muestran muy comparables y de no
inferioridad enfre ambas preparaciones de FSH, mienfras que en ofros estudios los
resulfados muestran tasas mds favorables para la rFSH en alguno de los aspectos
analizados o en todos, pero en ningun caso existe evidencia de inferioridad de la rFSH
con respecto a la uFSH (Frias Iniesta, 2008; Hedon et al., 1995; Smitz et al., 2016; Wely
etal., 2011).

En el ano 2011 una nueva revision Cochrane, que incluyo los datos de 42 estudios
controlados y aleatorizados de 9600 parejas en total, analizé los resultados obtenidos
en tasas de embarazo y perfiles de seguridad con el uso tanto de uFSH como rFSH en

los protocolos de estimulacion ovdrica para ciclos de FIV e ICSI (Wely et al., 2011).

Esta revisidon cuenta con un alto grado de evidencia de acuerdo a los Criterios GRADE
(Grading of Recommendations Assessment, Development and Evaluation). Los estudios
fueron agrupados para analizarse de acuerdo a la folitropina empleada en los
protocolos de induccién, uFSH o rFSH. Las tasas de nacidos vivos y de embarazos en
curso fueron muy similares entre ambos grupos, asi como la tasa de embarazo clinico.
No existen diferencias significativas enfre ambos tratamientos en el nUmero de ovocitos
recuperados individualmente o en el niUmero de embriones que son capaces de
implantar. Los resultados del perfil de seguridad, sobre todo la incidencia se SHO,

también fueron muy similares.

Durante la década pasada fueron publicados estudios adicionales que mantienen el
interés por comparar los perfiles de eficacia y seguridad de las preparaciones urinarias

frente alas preparaciones recombinantes, tanto a como B.
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Estos estudios guardan un enfoque mayormente comercial debido a la produccion de
nuevas marcas sobre todo de tipo recombinante (Balen et al., 2007; Berger et al., 1999;
Bergh et al., 1997; Daya, 2002; Dickey et al., 2002; Out et al., 1995).

Los resultados son concordantes con lo anteriormente descrito, es decir, no existen
diferencias significativas entre un tipo de preparaciéon y ofro. Sin embargo, el
surgimiento de una preparaciéon de FSH con un origen 100% humano abrié nuevas
expectativas en los protocolos de estimulacidén de reproduccién asistida lo que dio

lugar a una nueva generacion de estudios comparativos.

La folitropina delta emerge al mercado internacional en medio de un gran
escepticismo sobre su distinta estructura molecular asociada a una senalizacion
endocrina apegada a la fisiologia humana y sobre sus efectos bioldgicos diferenciales
ligados a su origen. En pocos anos de experiencia clinica internacional desde el inicio
de su comercializacion, se ha logrado confirmar que la necesidad de la medicion de la

AMH para la definicién de una dosis de administracion estaba justificada.

Cerca del 50% de las mujeres que fueron tratadas con folitropina delta tuvieron una
respuesta ovdrica considerada como optima permitiendo el desarrollo de 11 évulos en
promedio y se observd también una minimizacion importante en el riesgo del SHO
(Bissonnette et al., 2021; Bosch et al., 2015; Koechling et al., 2017; Liss et al., 2017).

Comparativamente a las demdas folitropinas, este tipo de respuesta ofrece mayor
conveniencia clinica pues cumple con los objetivos comprometidos de ofrecer un
numero manejable de ovulos y reducir el riesgo de SHO. Los perfiles endocrinos
también se han visto mejorados con el uso de la folitfropina delta con un incremento en
los niveles séricos de estradiol, Inhibina A, Inhibina B y progesterona que generan un
microambiente endocrino propicio que favorece la implantacidon del embridn

(Bissonnette et al., 2021; Bosch et al., 2015).

Sin embargo, a pesar de todas estas diferencias con respecto al resto de las folitropinas
disponibles en el mercado, las tasas de embarazo y nacidos vivos son muy

comparables entre todas ellos.
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Con la experiencia clinica hasta hoy acumulada se cree que el verdadero beneficio
de la folitropina delta radica en permitir que mujeres con respuestas sub optimas, ya
sea hipo o hiper respondedoras, puedan orientar su respuesta ovdrica hacia el rango
optimo gracias a una dosificacion personalizada de una FSH de origen humano,
condicién que anteriormente no era posible dadas las dosificaciones hormonales tan

estandarizadas que inducen respuestas tan ampliomente variables.
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ANALISIS COSTO-BENEFICIO DE UNA FSH
RECOMBIANTE

En México, la atencion de la pareja infértil, casi de forma absoluta, ha quedado en
manos de instituciones de cardcter privado. El sistema de salud en México solo ha
fomentado el desarrollo y la investigacion en biologia reproductiva humana en unos
poCcos cenfros a nivel nacional, que se ven permanentemente rebasados ante una
demanda por sus servicios cada vez mds creciente. Es por esto que aquellas parejas
afectadas por infertilidad se ven en la necesidad de recurrir a servicios privados con un
costo generalmente elevado, pero que también depende del grado de severidad de

la infertilidad y de la causa subyacente.

En México es dificil hacer un andlisis sobre los costos reales de los diferentes
tratamientos de reproduccion asistida por el alto hermetismo que guardan las clinicas a
este respecto, asi como por diferentes planes de crédito o “paqguetes” que suelen
ofertar y que pulverizan los costos reales entre los intereses. Incluso los costos pueden

tener variaciones significativas entre clinicas.

Uno de los tratamientos técnicamente mas simples, como un coito programado puede
ascender a $30,000 pesos entre consultas, estudios y medicamentos. A partir de aqui los
costos se vuelven ascendentes. La inseminaciéon infrauterina con semen homologo
puede ascender a $50,000 pesos, pero si es realizada con semen heterdlogo puede
incrementarse hasta los $65,000 pesos. Técnicas de moderada complejidad como el
FIV&TE pueden costar cerca de $150,000 pesos, mientras que técnicas de dalta
complejidad como el ICSI pueden cotizarse en $350,000 pesos. Algunos procedimientos
o condiciones adicionales pueden conftribuir a un alza en los costos tales como la
seleccion del sexo, IMSI, oligospermia severa o Diagndstico Genético Preimplantatorio.
Aunque los protocolos de estimulacion ovarica hoy en dia son mdas variados en cuanto
a los tiempos de aplicacion, el tipo de fdrmacos que se requiere se mantiene mds o
menos constante con la necesidad de un agonista o un antagonista, preparaciones de
FSH, LH, hCG y progesterona para soporte lUteo. Esto puede tener un costo de entre
$30, 000 y $40, 000 pesos adicionales.
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Sin embargo, sila causa de infertilidad es mds compleja o se presenta factor masculino
y femenino combinado, los costos tienen aun ofro incremento significativo. Aunado a
lo anterior, estd plenamente aceptado que posibilidades del 35% de éxito en los
procedimientos son apenas alcanzables después de fres ciclos de tratamiento, es
decir, después de tres intentos con sus correspondientes costos (Gonzdlez & Serrano,
2010; Kably Ambe et al., 2012; Pena, 2019).

De acuerdo a datos de la OCDE (Organizacion para la Cooperacién y Desarrollo
Econdmico), en México el 19% de la poblacion es de clase alta mientras que un 45%
pertenece a la clase media donde los problemas de infertilidad tienen un impacto

importante (Salvatori & Manfredi, 2019).

Con todos estos datos, es facil entender el impacto econdmico que un tratamiento de
reproduccién asistida representa para una pareja, pero es mds abrumante su
apreciacién cuando las estadisticas afirman que se requieren tres intentos para lograr
35% de posibilidades de embarazo y mds aun cuando |os ciclos deben ser cancelados

por alguna razén que ponga en riesgo la vida de la madre.

Un ciclo de fratamiento puede cancelarse por diversas razones, pero aquellas que son
inherentes al manejo realizado sobre la pareja pueden ser la obtencidon de un numero
muy elevado de évulos (existen casos reportados de 30 ovulos desarrollados) lo que
propicia un alto riesgo de embarazo multiple, manejo inadecuado del semen, que
puede desproveer de espermatozoides con los cuales fecundar, incapacidad lUtea y
por supuesto por la presencia de signos tempranos de SHO, el cual puede incluso ser

de consecuencias mortales.

A excepcion del manejo del semen, que es un proceso operador-dependiente, el resto

de las causales se relaciona con el manejo hormonal.

Dentro de las ventajas diferenciales que la folitropina delta ofrece, la predictibilidad de
la respuesta ovdrica es una de ellas. Predecir esta respuesta implica tener la
capacidad de generar una cantfidad de ovulos suficientes para realizar el
procedimiento dejando muy pocos évulos o ninguno en la disyuntiva de transferirlos,

donarlos, congelarlos o incluso abandonarlos.
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Asimismo, al incorporar el valor de la AMH en el establecimiento de la dosificaciéon es

posible prever alguna respuesta extrema que pueda conducir a SHO.

Dado que la folitropina delta maneja una dosificacién individualizada con base en el
valor de la AMH, su efecto se mantendrd dentro del rango optimo fisiolégico que la
AMH marque para cada mujer. Algunos estudios que han evaluado la incidencia del
SHO con la folitropina delta confirman que el riesgo se minimiza cuando se compara

con el resto de las folitropinas (Koechling et al., 2017; Nyboe Andersen et al., 2017).

Por todo lo anterior, la inclusion de una folitropina que pueda reducir los riesgos de
cancelacion del ciclo por respuestas excesivas puede ser altamente conveniente para

médicos tratantes y para las parejas bajo tratamiento.
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COMENTARIOS Y CONCLUSIONES

Una de las premisas en reproduccion asistida es mantener un apego lo mds cercano
posible a la fisiologia humana en un intento por imitar los micro ambientes que
naturalmente favorecen el desarrollo embrionario. Sin duda alguna, el factor mas
determinante en estos micro ambientes, es el papel de la FSH, por su funcidn tan

relevante en el desarrollo y maduracion folicular.

Analizando la amplia variedad de preparaciones de FSH disponibles en el mercado
hoy en dia es posible apreciar amplias ventajas de la FSH recombinante sobre la FSH
urinaria debido en gran medida a su mayor grado de pureza, su actividad especifica y
la mayor homogeneidad entre lotes. La experiencia clinica a nivel mundial dice que
fodas son eficaces, pero nunca las menofropinas, solas o combinadas, han
demostrado ser mds eficaces que las recombinantes y esto es lo que permite su

extenso dominio comercial.

El reciente desarrollo de lineas celulares de cultivo con un origen totalmente humano
representa una novedosa alternativa en la atencidén de necesidades no satisfechas en
la reproducciéon asistida fales como una estimulacidn mdas cercana a la fisiologia

humana y la induccidon de respuestas mds predecibles con minimos riesgos.

Este objetivo parece cumplirse pues como se anadlizd en este frabajo, los diferentes
patrones de glicosilacion vy siallacion que otorga una célula de cultivo de origen
humano, parecen brindar ventajas bioldgicas Unicas que son determinantes en la
senalizacién sobre sus receptores y cuyos efectos bioldgicos apenas comienzan a

entenderse a profundidad.

Con estas caracteristicas, la folitropina delta ofrece un control mdas preciso en la
estimulacion ovdarica exdgena donde una relacion dosis-respuesta positiva permite que
con su administracion se desarrolle un niUmero 6ptimo de évulos competentes, un

mejor perfil endocrino de soporte y todo ello con la minimizacion del riesgo del SHO.
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Debido al corto tiempo de comercializacién que hoy en dia tiene la folitropina delta,
afirmar que su uso puede evitar la cancelacidn de ciclos por respuestas ovdaricas
extremas, puede ser aventurado, pero sin duda una mayor predictibilidad en la
respuesta a la estimulacidon es de amplia utilidad para estos procedimientos vy
seguramente de mucho interés para las parejas tratadas por lo que invertir en su

manejo puede ser una decision rentable.

Es cierto que alun quedan rasgos de la potencialidad de la folitropina delta por
demostrar y serd en los anos siguientes que la investigacion en este campo refrende o

refute sus ventajas frente a los esquemas convencionales.
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