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Objetivo: Evaluar las condiciones de madurez ovular y desarrolio embrionario

a partir de la concentracion sérica e intrafolicular de lepina.

Tipo de estudio: Estudio prospectivo y observacional

Material y método: Se incluyeron un total de 30 ciclos de estimulacion ovérica
controlada para procedimientos de FIV / ICS{, en donde se realiz6 1a medicién
sérica y de contenido intrafolicular de la concentracién de leptina en foliculos
individuales durante la captura ovular para relacionar con sus caracteristicas de

madurez.

Resultados: Durante un ciclo de estimulacién ovarica controlada de 30
pacientes, subdivididas en dos grupos de edades, menores y mayores de 35
anos, se encontré que no existen diferencias expresadas en los valores
basales de FSH, LH e IMC por disefio de estudio, pero existe una relacion
directamente proporcional entre los valores altos de estradiol sérico y la
cantidad de o6vulos fertiizados en pacientes < 35 afios los cuales se
correlacionan con una menor concentraciéon de leptina en el dia 3 del ciclo y dia

de aplicacion de hGC con una P= 0.04 y 0.05 respectivamente.

Conclusidn: Pacientes lievadas a ciclos de estimulacion ovarica mayores de
35 afios de edad, presentan concentraciones mas elevadas de leptina sérica e
intrafolicular relacionadas con una concentracién baja de estradiol. En donde
esta condicién de contraregulacion intrafolicular es expresada por un menor
numero de ovulos fertilizados y una disminucién en la calidad ovocitaria,
requiriendo posiblemente de mayor cantidad de gonadotropinas para su

estimulacién.

Palabras claves: Leptina, liquido folicular, FIV, ICSI.
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INTRODUCCION

La foliculogenesis constituye la base fundamental en la actividad ovarica,
teniendo como propésito la produccion de esteroides ovaricos y la consecuente
maduracién ovocitaria. Tanto las células de la teca como de la granulosa
permiten llevar a cabo la actividad esteroidogénica y la sintesis de factores de
crecimiento. La produccion de estradiol es el resultado integral en la activacién
de enzimas esteroidogénicas a través de vias de trascripcién para genes
especificos. La proliferacién de células de la teca, granulosa y la influencia de
factores peptidico estimuladores o inhibidores presentan una relaciéon estrecha
tanto local como sistémica con sus correspondientes proteinas de union. El
efecto estrogénico depende en buena medida de la concentracién de-estos
esteroides, la densidad de sus receptores, asi como, de la afinidad y actividad

en la cinetica del complejo hormona-receptor.

Es evidente que ciertos moduladores no-esteroidogénicos para la liberacién de
gonadotropinas son producidos en el ovario, en donde algunos de elios, juegan
un papel crucial en la funcién reproductiva. La foliculogénesis ovarica, esta
sustentada por la interaccidon endocrino-paracrino 'para la maduracion
ovocitaria, en la cudl exista un adecuado desempefio de los mecanismos
intracelulares entre células de la teca, granulosa y factores
metabdlico/regulatorio que se encuentran presentes en él liquido folicular. Este
sistema de regulacién intrafolicular esta compuesto por diversas sustancias las
cuales incluyen factores de crecimiento, citoquinas, neuropéptidos y moléculas
vasoreguladoras. La homeostasis folicular permite el desarrollo de 6vulos
sanos, fertilizables con una adecuada luteinizacién y que dependen de una
relacion estricta entre las moléculas de regulacién y proteinas de orden

angiogénico.

E! concepto de competencia ovular bajo el entorno en la arquitectura vascular
perifolicular ha sido previamente descrito en la transferencia de embriones
provenientes de foliculos en forma individual (Van Blerkom ef al, 1997).

Algunos de estos factores producidos dentro del liquido folicular y secretados a



la circulaci6n sistémica pueden potencialmente, servir como factor predictivo de
mayor precision en el desarrolio ovular y embrionario. El andlisis bioquimico del
contenido metabdlico intrafolicular (presencia de productos bio-metabélicos,
disolucién en el contenido de O,/CO,, ph, factores de crecimiento y proteinas
reguladoras) han mostrado que el comportamiento de las células de la
granulosa y el flujo vascular perifolicular tienen una relaciéon estrecha en la
calidad ovocitaria, en los mecanismos de fertilizacion y en el subsiguiente
desarrollo embrionario (Van Blerkom 1998; Nargund et al., 1996; Huey et al.,
1999). Los indices de resistencia con la utilizacion de ultrasonografia Doppler
han servido como marcadores de crecimiento folicular cuando se relacionan los
factores de resistencia e impedancia en el flujo vascular, relacionados
directamente con diversos factores angiogénicos. Ciertas caracteristicas de
flujo vascular y de capilaridad perifolicular han sido descritas en foliculos
antrales evaluados en forma individual y en ciclos estimulados en fertilizaciéon
In- Vitro. (Nargund et al., 1996; Van Blerkom et al., 1997).

Huey y colaboradores (1999) analizaron en forma prospectiva la vascularidad
en foliculos ovaricos individuales y su componente microambiental para evaluar
su capacidad de desarrollo ovocitario. Estos autores observaron que los indices
Doppler (indice de resistencia, indice de pulsatilidad, y relacion sistole/diastole)
muestran una correlacién negativa en el proceso de division celular dentro de
las primeras 72 horas posteriores a la fertilizacion. E! tiempo para la activacion
del genoma embrionario en el hombre es relevante, en donde la estructura
‘morfolégica y las caracteristicas fisiolégicas en embriones fertilizados estan
relacionadas al grado de vascularizacion folicular. Del mismo modo cambios en
los patrones de sintesis de polipéptidos durante el estado preimplantacional en
el desarrollo humano ocurrirdn entre los estadios de cuatro- y ocho- células los

cuales seran dependientes del gen de trascripcion peptidica.

El desarrollo folicular ovarico en ciclos de induccion de la ovulaciéon, muestra
una expresion unica caracterizada por diferencias cualitativas y cuarttitativas
tanto de hormonas esteriodeas (Hartshorne et al., 1989), proteinas (Nargund et
al, 1996), y en el conteniido de oxigeno disuelto (Van Blerkom et al., 1997). La

capacidad esteroidogénica de las células de la granulosa y del cimulos



capacidad esteroidogénica de las células de la granulosa y del cumulos
oophorus, incluyen una secrecién de diversos factores de crecimiento.
Recientemente, se han identificado ciertos factores relacionados a las
condiciones de hipoxia y competencia ovular los cuales son producidos por las

células de la granulosa.

Uno de estos reguladores es el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF), quien se encarga de promover la expansién celular endotelial y
formacion vascular (Kamat et al.,, 1995; Van Blerkom et al., 1997), por otro lado,
se ha observado que la leptina, actia como una proteina moduladora
involucrada en diversas actividades metabdlicas y de orden reproductivo
(Chehab et al., 1996; Cioffi et al., 1997). Aunque la funcién de los genes de
activacion de la leptina folicular no ha sido determinada, la esteroidogénesis
ovarica (Chehab et al, 1997) y la preparaciéon del endometrio para la
implantacién ha sido sugerida anteriormente (Coiffi et al., 1997).

Caracteristicas bioquimicas de la Leptina

La leptina es un polipéptido no-glicosilado de 146 aminoacidos, producido por
‘el gen de activacion ob, y la cual fue descrito en 1994 (Zhang et al., 1994). La
forma precursora de la leptina contiene 167 aminoacidos, siendo activada por
la insercion del aminoacido 21 en su cadena estructural. La leptina se
encuentra en la circulacién como una hormona proteica de 16 kDa, la cuél es
secretada predominantemente por el tejido adiposo participando en la
regulacién del peso corporal y en la ingesta de alimentos. Existiendo una
relacién entre la concentracion plasmatica de leptina y el adecuado estado
nutricional para la funcion reproductiva (Ogawa et al., 1995).

Multiples investigaciones han demostrado |a participacion de dicha hormona en
la patologia de diferentes enfermedades entre las que se encuentra la
obesidad, anorexia nerviosa, diabetes Mellitus, sindrome de ovario poliquistico,
enfermedades inmunes adquiridas, cancer, sindrome Cushing y deficiencia de
hormona del crecimiento (Fruhbeck et al., 1998). Se ha observado que la

concentracién de leptina unida a proteinas transportadoras esta en relacion



cantidad de tejido adiposo presentan una tendencia para la resistencia a la
leptina libre circulante (Hoggard et al., 1998).

Es de mencionarse la relacién existente entre la expresion del gen ob como
familia de la citoquinas y la hipdfisis anterior. Estos mecanismos han sido
relacionados desde el punto de vista reproductivo con los procesos de
ovulacion de las células de la teca, granulosa y en la subsiguiente maduracion
ovocitaria y procesos de fertilizacién (Cunninghan et al., 1999).

Sistemas de retroalimentacion para la expresion de Leptina

Existen multiples efectos de la leptina en la ingesta de alimentos y en el control
de energia, siendo mediados estos por la liberacién de neurotransmisores a
nivel de sistema nervioso central (SNC). Se ha observado una correlacion
negativa de adrenalina plasmatica con la concentracién sérica de leptina, sin
embargo al utilizar inhibidores especificos de la sintesis de catecolamina (i.e.,
o-OH-paratiroxina), no ha sido posible correlacionar este fenémeno en forma
concreta.

Glucocorticoides e insulina participan en la regulacién del metabolismo de la
leptina, con accién a largo plazo sobre el omento y tejido adiposo sub-
abdominal. Por el contrario mantiene una correlaciéon inversa con el cortisol
(Antczak et al., 1997).

La leptina actua como regulador de la funcién hipotalamo-hipéfisis-ovario,
siendo esta un indicador metabdlico, del eje reproductivo en primates, donde la
leptina incrementa la concentracion plasmatica de LH y FSH; asi como la
amplitud y la frecuencia de los pulsos de LH. Las pacientes con amenorrea
hipotaldmica, estan caracterizadas por concentraciones plasmaticas bajas de
leptina comparadas con los controles (Licinio ef al., 1998). La administracién de
FSH induce incrementos paralelos de concentracion en suero de estrogenos y

leptina (Mannucci et al.,, 1998; Messinis ef al., 1998).



Senalizacién de los procesos reproductivos a través de la leptina

Una hipotesis interesante, es que la leptina actua como sefial periférica en el
estado nutricional que se requiere para la funcion reproductiva, ya que bajas
concentraciones plasmaticas de esta indican estados inadecuados de nutricion,
en donde las condiciones energéticas durante el embarazo se hacen presentes
pudiendo prevenir embarazos no deseados, los cuales requieren de demandas
energéticas adicionales para soportar el crecimiento del feto. Sin embargo la
leptina no es un marcador sensible del estado nutricional (Korbonits et al.,
1997).

Por otra parte, la obesidad se caracteriza por el incremento en la concentracion
de leptina, una idea atractiva es que la obesidad podria ser un estado de
resistencia a la misma, cuando esta se encuentra libre en el plasma, pero la
evidencia para esta hipétesis esta limitada (Butzow et al., 1999). En algunos
casos la deficiencia congénita de leptina ha sido reportada, como la sintesis
baja de leptina (Strobel et al, 1998) o mutaciones en el sitio de union al
receptor de leptina (Clément et a/., 1998).

Diversos estudios han demostrado que la leptina tiene fluctuacion fisioldgica
durante el ciclo menstrual y estas concentraciones son significativamente mas
bajas en la fase folicular temprana, donde la concentracién de leptina no esta
influenciada directamente por la actividad de estréogenos y progesterona
(Gonzélez et al., 2000).

En adicién, dentro de los efectos de Ia leptina en pacientes obesas, esta
asociada a incrementos en la produccién de andrégenos ovaricos con una
contribucion en la patogénesis del sindrome de ovario poliquistico, encontrando
concentraciones elevadas de leptina en pacientes con anovulacién y dicho
sindrome, lo que sugiere que valores elevados pueden contribuir a la
infertilidad en estas pacientes por la co-interaccién de los efectos
sensibilizantes del factor de crecimiento de la insulina-l (IGF-I) en foliculos

dominantes. (Zachow et al., 1997).
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Algunos datos sugieren que la produccién de leptina puede estar influenciada
por el estado ovarico funcional. Durante la fecundacion in Vitro (FIV) altos
niveles de leptina asociados con adiposidad estan relacionados con una
reduccién en la respuesta ovarica. Entonces altas concentraciones de leptina
plasmatica reducen la respuesta ovarica a gonadotropinas lo que lleva a un
aumento en su dosis para lograr una adecuada estimulaciéon ovarica (Unkila-
Kallio et al., 2001).

Son pocos los estudios que relacionan la capacidad del foliculo ovarico con la
actividad y expresion de la leptina dentro del liquido folicular. El presente
estudio pretende en forma prospectiva evaluar la dinamica de los ciclos de
estimulacién ovarica y fertilizacion in-Vitro con la respuesta en la expresion

intrafolicular de leptina y su posible papel como marcador de desarrollo ovarico.
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Hipétesis Alternativa

La concentracién aumentada (sérica y folicular) de Ia leptina es marcador de

calidad ovocitaria y desarrollo embrionario disminuido.

Hipotesis Nula

La expresion en la concentracion folicular de leptina no muestra una relacion

directa ni con calidad ovular ni con desarrollo embrionario.
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Objetivo general

1. Evaluar la relacién en la concentracion intra-folicular de leptina y su
expresion en los parametros de desarrollo ovocitario en ciclos de
hiperestimulacién ovarica en pacientes con alta y baja respuesta a la

estimulacion ovarica.

Objetivos especificos.

1.1 Identificar la presencia o no de la leptina tanto en su expresion sérica
como dentro del liquido folicular.

1.2 Determinar el papel de la leptina como indicador de respuesta ovular en
ciclos de hiperestimulacién ovular.

1.3 Relacionar la expresién de marcadores conocidos de reserva ovarica
(FSH, LH, estradiol, etc.) con la concentracién del complejo leptina y el
desarrolio évulo / embrionario.

1.4 |dentificar las caracteristicas de madurez ovular (M/l, MI, Pl) y su
relacién con la distribucion de leptina.

1.5 Evaluar la expresién de leptina en pacientes con alta y baja respuesta a

la estimulacién ovarica controlada.
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Material y Método

Un estudio prospectivo, observacional y aleatorizado fue llevado a cabo en
una institucion de investigaciéon de tercer nivel dentro de la ciudad de
México. Un total de 30 ciclos de fertilizacién In-Vitro (FIV) fueron incluidos

dentro del estudio de acuerdo a los criterios establecidos de inclusion.
Criterios de seleccion y aleatorizaciéon

Pacientes entre 22 y 39 aflos fueron incluidas dentro del estudio. Los
pardmetros de reserva ovarica fueron evaluados de acuerdo a la
determinacion sérica basal en un ciclo no-estimulado (dia 3/5 del ciclo) de
hormona foliculo estimulante (FSH), hormonal luteinizante (LH) y estradiol
(E2). Pacientes con una FSH >10 un/mL por estudio de quimioluminiscencia
fueron excluidas del analisis. En adicion, pacientes con una relacién FSH:
LH de uno o mayor (sugestivo de sindrome de ovario poliquistico) fueron
también eliminados. Por consiguiente, se seleccioné una ' poblacién
homogénea de pacientes identificadas por su perfil endocrino basal.

Las pacientes fueron asignadas de acuerdo a su edad (predictivo de
respuesta ovular) en dos grupos; pacientes < 35 afios (grupo ) y pacientes

>35 afios (grupo ), lo cual se realizé en forma aleatorizada.
Protocolo de induccioén de la ovulacion

Todas las pacientes fueron suprimidas con agonistas de la hormona
liberadora de gonadotrofinas (aGnRH) (lucrin®, laboratorios abbot, ciudad
de México). Utilizando el protocolo largo de fase lutea media para la
supresién hipotalamo-hipofisiaria. La GnRH fue iniciada en la fase lutea
media previo al ciclo estimulado a una dosis de 0.5mg / dia y reduciendo a
0.25mg / dia al iniciar el primer dia del ciclo menstrual, el cual se continu¢
hasta la administracion de gonadotropina corionica humana (hCG). Las
pacientes recibieron FSH recombinante (Gonal-F®, laboratorios Serono de
Meéxico, ciudad de Mexico), a partir del tercer dia del ciclo menstrual con
una dosis de 300Ul La dosis del medicamento fue ajustada en forma
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individual para cada una de las pacientes utilizando el protocolo de
disminucién escalonada de la dosis (step-down). Cuando se observaron un
minimo de tres foliculos > 18mm a través de seguimiento folicular, se
administraron 250 mcg de hCG recombinante. Los ciclos fueron cancelados
cuando fueron reclutados menos de tres foliculos en el octavo dia del ciclo
estimulado o si la concentraciéon de estradiol sérica se incrementaba en

forma inapropiada.

La aspiracion folicular se llevé a cabo 34 a 36 horas posterior a la
administracion de hCG. Unicamente se analizé el resultado de ovocitos
preovulatorios maduros (metafase | y Il) durante el tiempo de aspiracion. El
proceso de inseminacion dentro del laboratorio se lleva a cabo dependiendo
de la indicacion establecida para cada caso, estandar o a través de
fertilizacion in-Vitro con inyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide
(ICSl).

El desarrollo embrionario se lleva a cabo utilizando un medio de cuitivo (P1)
hasta obtener de 6 a 8 células previas a la transferencia embrionaria. Un
promedio de tres embriones fue transferido a la cavidad uterina. Todas las
pacientes recibieron suplemento de fase Iitea con progesterona
micronizada (600 mg intravaginal diariamente). Se realiz6 cuantificacion de
la fraccién beta de hormona gonadotropina corionica 12 dias posteriores a
la transferencia embrionaria. El embarazo clinico fue definido como la
presencia de saco gestacional por ultrasonido dentro de las cinco a siete

semanas de gestacion.

Determinacién y medicion en la concentracion de leptina

Principios de la prueba

1. Primera reacciér; la muestra de ratén leptina esta relacionada
simultdneamente al anticuerpo de conejo anti-raton leptina y la 1gG anti-
raton leptina de guinea del cerdo, que son colocados en un microplato

adicionando antisuero a cada uno. Subsecuentemente, el anticuerpo de
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leptina anti-ratén de conejo/leptina, raton/complejo IgG anti-ratén leptina
de guinea de cerdo son inmovilizado en cada ensayo.

2. Lavado: aquellos materiales que no presentaron ligandos de unién
fueron removidos a través de lavado.

3. Segunda reaccién: interaccion entre enzimas de peroxidacién (horse
radish peroxidase (POD) con la expresion de |gG de los anticuerpos
secundarios de guinea de cerdo e IgG anti-ratén leptina de guinea de
cerdo del complejo inmovilizado en el ensayo.

4. Lavado: El excedente del conjugado de POD es removido por cada
lavado.

5. Reaccion enzimatica: La relacién de POD-conjugado en el microplato es
detectada por 3, 3", 5, 5'-tetrametilbenzodine ({TMB) solucién sustrato.
Medicién de la absorbancia.

Evaluacion de los resultados: La concentracion de leptina ratén es
determinada por la curva estdndar obtenida por delineacion de la
absorbancia contra la concentracion correspondiente de leptina ratén

estandar.
Protocolo de prueba

1. Todas las leptinas normales deben ser incluidas en cada prueba.

2. Cada muestra debe ser ensayada en duplicado para asegurar la
confidencia en los valores obtenidos.

3. La exactitud de la prueba es predominantemente dependiente de la
precision de la pipeta.

4. Para prevenir el secado, las muestras y los reagentes deben ser
proporcionados r4pidamente. El tiempo para cada plato no debe de
exceder 10 minutos.

5. Mantener la misma secuencia en todos los procedimientos.

6. La eliminacion completa del contenido es esencial para el buen
desempefio.

7. Siguiendo el procedimiento de lavado en orden minimiza el ultimo

termino.
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Procesamiento de la muestra
Preparacién de la muestra

Plasma: Colectar la muestra de sangre por veno-puncién con anticoagulante,
heparina (1 U/mL), EDTA (0.1%) o citrato {(0.54%), y luego separar el plasma
por centrifugacién por 20 minutos a 2,000 XG.

Suero: Colectar'la muestra de sangre por veno-puncion, permitiendo formar
coagulo, y luego separar el suero por centrifugacion por 20 minutos a 2,000XG.
Evitar [a hemolisis durante la coleccién de suero o plasma. Tanto la muestra de
plasma y suero proporcionan los mismos resultados.

Cultivo celular. Las muestras pueden necesitar ser diluidas, con diluyente de

muestra.
Evaluacién de la leptina con ensayo de ratén

a. Pipeta con 50ul de diluyente de muestra y 50uL de solucién de leptina
de ratén en un microtubo de polipropileno rotulado 12,800 pg/mL, y
luego mezclar completamente.

b. Seis microtubos de polipropileno estan rotulados con 200, 400, 800,
1,600, 3,200 y 6,400 pg/mL respectivamente, colocar 50 uL de la
muestra diluyente en todos los tubos.

c. Colocar 50 uL de 12,800 pg/mL del tubo de ensayo en el tubo de 6,400
pg/mL y mezclar completamente.

d. Colocar 50 uL de 6.400 pg/mL del tubo de ensayo en el tubo de 3,200
pg/mL y mezclar completamente.

e. Repetir este procedimiento de dilucién sucesivamente en los tubos
restantes.

f. Un microtubo de polipropileno es rotulado con 0 pg/mL, colocar 50uL de

muestra diluyente.



Procedimiento de Prueba
a) Primera reaccién:

1. Tomar los microplatos desde la bolsa sellada, después la bolsa debe de
estar equilibrada a temperatura ambiente.

2. Lavar cada plato con 300 uL de buffer, luego aspirar el buffer. Repetir
nuevamente el procedimiento. Después del lavado, remover cualquier
remanente de buffer invirtiendo el plato en el papel toalla.

3. A cada uno, colocar 45 ulL de muestra diluyente (marcada como “C") y
50 uL de suero leptina anti-ratdbn de guinea de cerdo (marcado como
“D").

4. Pipeta con 5 uL de muestra (0, 200, 400, 800, 1,600, 3,200, 6,400 y
12,800 pg/mL trabajador estandar de leptina).

Nota: En caso que la concentracion de leptina exceda los 12,800 pg/mL,

diluir la prueba de muestra con muestra diluyente. La validacién de la

muestra escogida es recomendada.

5. Cubnr el microplato con un microplato plastico y dejar durante la noche
16-20 horas) a 4 °C.

b) Segunda Reaccion:

6. Aspirar bien el contenido y lavar cinco veces con 300 uL de buffer.
Después del ultimo lavado, remover cualquier remanente de solucion
invirtiendo el plato en el papel toalla.

7. Colocar 100 uL de enzima conjugada de IgG anti-guinea de cerdo.

8. Cubrir el microplato e incubar por 3 horas a 4 °C.

¢) Reaccidn enzimética:

9. Aspirar bien el contenido y lavar siete veces con 300 uL de buffer.
Después del dltimo lavado, remover cualquier remanente de solucion
invirtiendo el plato en el papel toalla.

10. Inmediatamente después del lavado, colocar 100 uL de solucién de

sustrato de enzima (marcada como "G") y reaccionar por 30 minutos a
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temperatura ambiente. Durante la reaccién enzimatica, evitar exponer el
microplato a la luz.

11. Detener la reaccién enzimatica adicionando 100 uL de solucion de
suspension de reaccion enzimatica (marcada como “H").

12. Medir la absorbancia por plato del lector por 30 minutos (medicién de
longitud de onda: 450 nm, substrayendo longitud de onda: 630 nm).

13. Calcular concentracion de leptina desde la curva estandar.

Determinacién de la concentracién de leptina ratén

1. El promedio de la absorbancia de cada grupo duplicado de muestras o
estandar.

Nota: En caso de que los valores de absorbancia individual difieran por mas

del 20% desde el valor promedio correspondiente, la re-evaluacion es

recomendada. El promedio de absorbancia de 0 pg/mL estandar debe de

ser menos de 0.1

2. Construir la curva estandar de leptina de ratén para delinear el valor
promedio de absorbancia para cada estdndar en Y (lineal) contra la
correspondiente concentracién de leptina estandar en X (logaritmica).

Nota: La curva estandar debe generars;e en cada prueba.

3. La concentracion de leptina de la muestra es determinada por la curva
estandar usando el valor promedio de absorbancia en cada muestra.

Nota: La concentracion de leptina de un ratén normal son unos cuantos

ng/mL.

Informacion adicional

1. Precisién:
La precision intra-ensayo del “ensayo de leptina para ELISA“es C.V=5.4 %.

La precision inter-ensayo del “ensayo de leptina para ELISA“es C.V=6.9 %.
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2. Recuperar. Cuando leptina-ratén esta clavada en el suero de ratdn, la
recuperacion de la leptina-ratén determinada por “Ensayo de leptina
para ELISA es de 92.0%.

3. Especificidad: La reactividad cruzada del “Ensayo de leptina para ELISA”
es mostrada abajo:

Sustancia Reactividad
insulina ratén (1 ug/mL) No detectable
Péptido-C rata (1 ug/mL) No detectable
Polipéptido pancreatico rata (1 ug/mL) No detectable
Glucagon (1-37) (1 ug/mL) No detectable
Glucagon (1-29) (1 ug/mL) No detectable
ILF-1, recombinante (1ug/mL) No detectable
ILF-Il, recombinante (1 ug/mL) No detectable
Somatostatina humana (1ug/mL) No detectable.
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Evaluacion estadistica

De acuerdo a la distribucion en la poblacién de estudio pruebas paramétricas
fueron utilizadas. La prueba de Kolmogorov-Smimov fue aplicada para
observar diferencias en los grupos de estudio relacionados con la
concentracion de leptina. Los datos fueron expresados como su promedio + su

desviacion estandar. El valor de p< 0.05 fue considerado como significativo.

Resultados

Por el disefio de estudio las caracteristicas demograficas para los dos grupos
difieren en el promedio de edad, siendo para el grupo | de 29.8 + 3.9 afios y
para el grupo !l de 386 * 28 afios (P= 0.0001). Sin embargo, las
concentraciones de FSH basalesen el dia3 (6.1 £1.6vs. 7.8 £ 4. 1mU/ML), LH
(5.4 £3.4 vs. 3.8 £1.3mU/ML) e indice de masa corporal (25.1 £5.4 vs. 22.9 £
1.4Kg/m?) no muestran diferencia significativa entre el grupo | y Il

respectivamente.

Al finalizar el ciclo de estimulacion ovarica, los resultados mostraron una
concentracion mayor de estradiol para el grupo de pacientes menores de 35
afos (4811.2 £ 2729.5 vs. 2932.5 + 1827.1) y el nimero de 6vulos fertilizables
fue directamente proporcional en este grupo (8.6 £ 5.2 vs. 3.0 £ 2.5) expresado

en el proceso de fertilizacion.

Se hace evidente que la concentracién de leptina a través del ciclo de
estimulacién controlada es significativamente mayor en pacientes del grupo Il
(> 35 afios) relacionandose directamente con los procesos de fertilizacion antes

mencionados, los cuales son vistos en la tabla 3.
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Discusion

El presente estudio fue aplicado a una poblacion selecta de pacientes que
cursaban con infertilidad y que contaban con indicacién para fertilizacion In-
Vitro. Las caracteristicas demograficas para este estudio fueron muy similares
por su planteamiento inicial, sin embargo dos grupos de estudio fueron
seleccionados (pacientes menores y mayores de 35 arios de edad) interpretado
esto como el grupo de pacientes que tendran mejor respuesta a la induccién de
evolucion (< 35 arfios), comparada con aquellas en donde su respuesta sera

menor (> 35 afios).

Durante la fase de desarrollo folicular cada évulo en crecimiento dependera de
caracteristicas en su microambiente muy especificas que estan directamente
relacionadas a la presencia de factores tanto sistémicos como locales y que
tendran una influencia directa o indirecta en su desarroflo. Uno de estos
factores es la presencia de leptina, la cual ha sido correlacionada tanto con la
calidad embrionaria (Barroso et al, 1999), y el éxito en los tratamientos de
fertilizacion In-Vitro (Mantzoros et al; 2000). Diversos estudios han mostrado
una relacion directa entre el indice de masa corporal y la expresion de la leptina
sérica (Gurbuz et al; 2005) al mismo tiempo que se ha propuesto una
correlacién negativa entre la leptina con tasas de implantacién y embarazo en

pacientes sometidas a fertilizacion In-Vito (Anifandis ef al, 2005).

Es conocido que la leptina posee una influencia en la condicién reproductiva
actuando a nivel del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario y en forma directa sobre el
ovario y el endometrio (Caprio et al; 2001, Moschos et al; 2002). Los receptores
para leptina, tiene tanto tejido ovarico como endometrial confirmando de esta
manera la importancia de la leptina como un regulador local en la funcién

ovarica y endometrial (Karlsson et af, 1997).

Es interesante observar que en el presente estudio la variacion en la
concentracion de leptina, tanto sérica como folicular tiene una expresion
marcada dependiendo de la edad, en donde pacientes en condiciones de
reserva ovarica similar (FSH, LH y estradiol en el dia 3 del ciclo iniciado)
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mostraron una concentracion significativamente menor. De este mismo modo
Gurbuz y colaboradores relacionaron no solo una disminucién en la
concentracion final de estradiol, sino también en el nimero de évulos obtenidos
a traves de estas tecnicas de reproduccion asistida. En este estudio pudimos
observar que tanto [a concentracién maxima de estradiol y el nimero de 6vulos
maduros al final de la estimulacién ovarica fueron menores en aquellas
pacientes por arriba de los 35 afios y al mismo tiempo tuvo una expresion

directa sobre la tasa de fertilizacion.

La consistencia en los resultados obtenidos a través de este estudio son
similares a los ya previamente reportados en la literatura, de tal manera que se
hace necesario el entendimiento de los procesos intrafoliculares relacionados
con la expresion de este péptido para entender su efecto no solo en la
estimulacion ovérica sino en la expresion final de todas estas técnicas

expresadas a traveés del embarazo.

En conclusién podemos decir que la expresién de la leptina puede servir como
marcador de respuesta ovular y desarollo embrionario relacionado
directamente a estos factores de expresion folicular y que pudieran tener un

valor predictivo en los resultados de fertilizacion In-Vitro.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas por grupo de edad

Variable . < 35 afios > 35 afos P
Edad 29.8+3.9 386+ 28 | 0.0001
FSH (mU/ML) . B61:16 78+4.1 NS
LH (mUI/ML) 54+34 3.8+1.3 NS

IMC (Kg/m?) 25.1+ 5.4 229+ 1.4 NS
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Tabla 2. Caracteristicas de la estimulacion ovarica

Variable < 35 afios > 35 afios P
Grosor endometrial 111+23 116+1.8 NS
Concentracién 4811.2 + 2729.5 2932.5 + 1827 .1 0.07
maxima de estradiol

Dia de la hGC 13+ 0.7 14.1+1.1 NS
Numero de 6vulos 99 7.2 37+37 0.02
maduros

Niamero de 6vulos 40+27 43%33 NS
inmaduros '

Ovulos fertilizados (2 86+5.2 3025 0.005

PN)
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Tabla 3. Evaluacion en la concentracion sérica y en liquido folicular de

leptina

Variable < 35 anos > 35 aihos P
Leptina dsl 0.04 £ 0.05 0.11 £0.10 0.04
Leptina dnec 0.06 + 0.04 0.22 +0.25 0.05
Leptina en LF 0.03 £0.02 0.07 £0.12 NS
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