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INTRODUCCION

Tras un periodo de casi 40 anos del primer éxito reproductivo con fertilizacion in vitro,
determinado por el nacimiento de Elizabeth Carr en 1981', solo una pequefia parte de la
poblacion mundial ha sido beneficiada. Actualmente existen 80 millones de personas con
problemas de infertilidad. De los cuales, el 5% se encuentran en el continente europeo y
el 1% en Estados Unidos. Estos datos se traducen en una produccion mundial de 1.5
millones de ciclos de técnicas de reproduccion asistida. Sin embargo, inicamente 350000
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resultan en un nacimiento de un recién nacido vivo en casa“.

En México, 1.5 millones de mexicanos requieren el uso de técnicas de reproduccion
asistida de alta complejidad. De acuerdo con cifras del Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI), el 15% de la poblacion mexicana en edad reproductiva padecen o
padeceran algin problema de infertilidad® y el Consejo Nacional de Poblacién
(CONAPO) calcula que el 17% de las mujeres en edad reproductiva en nuestro pais

padecen de infertilidad®. A pesar de ello, menos del 50% acude a un especialista.

Alrededor de un 40% de los motivos de infertilidad, en una pareja estan vinculados al
hombre, del 20-33% a la mujer, y alrededor del 33% de las parejas se debe a factores
inexplicables o derivados de ambas partes’. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
en el 2010, reconoce el tema de la infertilidad como una enfermedad del sistema
reproductor, caracterizada por la imposibilidad de lograr un embarazo clinico después de
12 meses o mas, teniendo relaciones sexuales habituales sin protecciéon®. El consenso
general de los expertos sobre infertilidad, especifica que, en mujeres mayores de 35 afios
de edad, el abordaje inicial debe realizarse a los 6 meses, debido a la disminucién

significativa en la reserva ovarica.

Los factores mas comunes identificados son: endometriosis, adherencias pélvicas,
obstruccion de las trompas, otras anomalias de las trompas e hiperprolactinemia. Otros
informes describen los trastornos ovulatorios como responsables de mas de la mitad de

las causas de infertilidad femenina’.



Los tipos de infertilidad se clasifican en: infertilidad primara cuando nunca se ha logrado
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un embarazo y secundaria cuando existe embarazo previo .

Al dia de hoy, la pareja infértil cuenta con mas posibilidades de lograr un embarazo que
en afios previos, la tecnologia y la ciencia han avanzado notablemente en pro de la vida,
por ejemplo, en el 2016 presenciamos el nacimiento del primer bebé con DNA de tres
padres obtenido mediante la técnica de transferencia del huso meidtico”™”. Los
conocimientos actuales logran que personas que les era imposible lograr un embarazo,
hoy sean padres de mds de un nifio. Sin embargo, lamentablemente los recursos
destinados a la investigacion se han distribuido de una manera poco equitativa e
igualitaria, colocando a un gran porcentaje de parejas infértiles en una situacion de

vulnerabilidad.

En realidad, la especie humana es deficiente en el dmbito reproductivo. Durante el
transcurso de la vida de una mujer, su mayor porcentaje de embarazo es tan solo del 25%
a los 20 afos. En cambio, para una mujer de 35 afios, sus probabilidades disminuiran
drasticamente a un 8%, mientras que, a partir de los 38 afios, solo tendran un 3% de
conseguirlo. El hombre se comporta de una manera similar a partir de los 20 afos, la
funcionalidad y rendimiento del esperma, incluyendo su motilidad decrecera un 0.7%
cada afio’. Definitivamente, después de los 35 afios el porcentaje de que una pareja
conciba un embarazo espontaned es extremadamente bajo, aumentando la probabilidad
de alteraciones cromosémicas y el riesgo de una perdida temprana del embarazo, sin
embargo, es fundamental reconocer el derecho reproductivo y la libertad personal,

ofreciendo el mejor tratamiento con un alcance universal y no discriminativo.

En el mundo globalizado en el que vivimos, existen cambios sociales, principalmente en
las conductas culturales y estilo de vida, los cuales generan una disminuciéon en el
porcentaje de mujeres que desean embarazarse en la edad mas fértil de su vida
reproductiva (22-35 afios). Las nuevas generaciones, tanto hombres como mujeres;
buscan crecer y transcender profesionalmente, quieren viajar y romper barreras,

conocerse mejor y construir los mejores cimientos para formar una familia. Sin embargo,



el ser humano no ha logrado independizarse totalmente del reloj biologico. Ademas, se
han afiadido cambios epigenéticos los cuales en un gran porcentaje atacan fuertemente en
el ambioma y el desarrollo de las células gonadales. El consumo de alimentos toxicos, de
hormonas prefabricadas, la ingesta de medicamentos sin prescripcion, drogas y
tabaquismo, entre otras cosas, han aumentado notablemente la cantidad de parejas

infértiles.

MARCO TEORICO

REPRODUCCION ASISTIDA

La reproduccion asistida se define como el uso de tecnologia que incluye la manipulacion
de gametos y/o embriones para tener un objetivo reproductivo. Existen mas de 5 millones
de nifios nacidos por ciclos desde 1978, y cada afio incrementa la cifra de uso de técnicas

.y . o416
de reproduccion asistida .

Se puede dividir en reproduccion asistida de: baja, moderada y alta complejidad.

* Baja complejidad: inseminacion intrauterina.

* Moderada complejidad: fertilizacion in vitro (FIV) y transferencia de embriones
(FIV, TE), transferencia intratubarica de gametos (GIFT), de precigotos en estadio

pronucleos (PROST), de cigotos (ZIFT), de embriones (TET), madres subrogadas.

* Alta complejidad: micromanipulacion de  gametos, inyeccion  de
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) y el uso de la aplicaciéon de columnas
de anexina (MACS), micromanipulacion de la zona pelucida, para su fragmentacion o
adelgazamiento, remocion con micromanipulacién de fragmentos entre blastomeras,

cultivo prolongado hasta etapa de blastocisto y diagnostico genético preimplantacion.



LA COMPLEJIDAD DE LA INDIVIDUALIZACION DE LA TERAPIA FIV

Aunque la personalizacion del tratamiento de FIV puede conducir a una mejora en el
cumplimiento del paciente y una mejor practica clinica, estd lejos de ser facil. La
dificultad se deriva del gran numero de fadrmacos y opciones disponibles para la
estimulacion Ovérica Controlada (COS), como los analogos de la Hormona liberadora de

Gonadotropina (GnRH), las preparaciones de gonadotrofinas y otras terapias adyuvantes.

Los médicos suelen elegir terapias segin criterios anamnésicos y/o clinicos, siendo el
mas importante el resultado de ciclos previos de FIV.La seleccion de un protocolo
clinico parece mucho mas facil en mujeres que han sido sometidas a intentos previos de
FIV. Si un ciclo anterior tuvo un buen desempeio, es probable que el medico se ajuste al
protocolo. Por el contrario, si un ciclo anterior tuvo un resultado indeseable, es probable
que el protocolo se modifique. Si no se ha realizado ningun ciclo previo, es probable que
la eleccion sea empirica y basada en la preferencia del médico o del centro
reproductivo. Los criterios clinicos utilizados por la mayoria de los médicos para
seleccionar un protocolo suelen incluir la edad de la mujer, el Indice de Masa Corporal
(IMC), las caracteristicas del ciclo menstrual, caracteristicas sugestivas de Sindrome de
Ovario Poliquistico (PCOS), como el hiperandrogenismo. Un factor clave que determina
el resultado de COS y el resultado posterior de la FIV es la seleccion de la dosis inicial de
gonadotropina. La necesidad de individualizar la dosis de gonadotropinas se deriva de la

PR . 11,12,13,14,15
gran variabilidad de la reserva ovarica =~ ™"

y consecuentemente, una dosis estandar
de gonadotropina puede no ser adecuada para todas las mujeres. La individualizacién
correcta de la dosis inicial de gonadotropina es una decision clinica extremadamente
importante. Por ejemplo, en una mujer con una reserva ovdrica normal o elevada, la
eleccion de una dosis de gonadotropina excesivamente baja podria conducir a un
desarrollo folicular de tres a cinco ovocitos, perjudicando el ciclo de FIV. Por otro lado,
la eleccion de una dosis excesiva podria provocar una respuesta ovarica excesiva con
riesgo posterior de SHO. En los ultimos afios, la prediccion de los extremos de la
respuesta ovarica y el ajuste de la dosis consecuente ha sido objeto de interés por parte de

16,17,18,19,20,21

los expertos de FIV . La obtencion de informacion detallada sobre el potencial
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ovarico de wuna paciente debe considerarse vital antes de comenzar la
estimulacion. Recientemente, algunos autores han sugerido que la prescripcion de
medicamentos estdndar es inaceptable tanto desde el punto de vista ético y legal, ya que
podria tener resultados negativos para la mujer®'.

La individualizacién correcta de los protocolos de tratamiento en la FIV debe basarse en
la prediccion correcta de la respuesta ovarica, especialmente los extremos. El objetivo es
elegir el mejor protocolo de tratamiento de acuerdo con diversos factores pronosticos. La
prediccion de una respuesta pobre o hiper, también permite a los médicos dar a las
mujeres informacion mas exacta sobre los resultados esperados. Las pacientes pueden
recibir informacion mas precisa sobre la duracion del tratamiento, las probabilidades de

cancelacion del ciclo, el OHSS, la carga del tratamiento y el éxito reducido.

PREDICTORES DE LA RESPUESTA OVARICA

Si la personalizacion se basa en la prediccion exacta de la respuesta ovarica, entonces la
prediccion de la respuesta ovarica debe basarse en los marcadores mas sensibles de la

reserva ovarica.

El correcto funcionamiento del eje hipotdlamo-hipofisiario-gonadal es indispensable en el
proceso de maduracién de los ovocitos y en la adecuada espermatogénesis. Esto se
traduce en la produccion de gametos sexuales con caracteristicas adecuadas para la

generacion de un embridn sano.

En el ovario, las células de la granulosa expresan receptores para la hormona foliculo
estimulante (FSH). Conforme aumenta el numero de células de la granulosa aparecen
uniones entre ellas, facilitando el intercambio de nutrientes y moléculas reguladoras;
naturalmente el foliculo dominante produce un aumento paralelo de estrégenos,
desencadenando una retroalimentacion negativa sobre la liberacion de FSH por la
hipofisis, generando una atresia en los demds foliculos. Posteriormente aparecen

receptores para la hormona luteinizante (LH) e inicia la produccion de progesterona, el
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estimulo para generar el pico de LH se desencadena cuando los niveles de estradiol en

sangre alcanzan 200 pg/ml durante 48 horas™.

Sin embargo, el envejecimiento tiene un impacto significativo en la correcta generacion y
desarrollo de los gametos sexuales. El objetivo de las TRA es documentar la presencia de
ovulacién; asi mismo, generar el crecimiento de uno o mas foliculos por estimulo

exogeno a nivel central o periférico, de acuerdo con la complejidad de la técnica.

La reserva ovdrica es la protagonista del éxito de un embarazo, la cual estd determinada
por diversos factores que nos ayudan a pronosticar el desenlace individualizado de cada

paciente.

Se ha observado que en mujeres sometidas a ciclos de FIV, existe un aumento
estadisticamente significativo en la tasa de embarazo en mujeres con una edad inferior a
30 afios, en comparacion con mujeres mayores de 37 afnos (26 y 9%, respectivamente);
asi como una disminucién en la incidencia de aborto en las pacientes menores de 30 afios

de edad, en comparacion con mujeres mayores de 40 afios (50 y 22%, respectivamente)™.

La concentracion basal de FSH determina en gran medida las tasas de cancelacion del
ciclo de estimulacion ovarica y de embarazo, el rango ideal es menor a 15 mUI/ml, tiene
una relacion inversamente proporcional con la tasa de embarazo. Se ha relacionado que
concentraciones séricas basales de estradiol en el tercer dia del ciclo menstrual igual o
menor a 80 pg/ml favorecen la tasa de embarazo, aunque no se ha podido determinar cual

, . . 23
seria el mejor valor pronostico™.

Autores como Barroso y colaboradores desde el 2001, demostraron la relacion negativa
de altas concentraciones basales de FSH y bajas de LH en suero, relacionadas con las
deficiencias en el desarrollo folicular y la calidad del ovocito, colocando esta relacién

FSH:LH como biomarcador temprano de la respuesta ovarica deficiente™.

En la bibliografia publicada desde la década 1990 se otorga una importancia cada vez

mayor al papel desempeiado por las inhibinas como factor prondstico de la reserva
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ovarica en mujeres sometidas a FIV. Las inhibinas son glucoproteinas producidas por las
células de la teca y de la granulosa, por las células de Sertoli y, en cantidades pequeiias,
por diversos tejidos extragonadales (médula 6sea, cerebro, hipdfisis, higado y glandula
suprarrenal). Son hormonas importantes para el control del mecanismo de
retroalimentacion negativa en la secrecion de las gonadotropinas hipofisarias. Hay, al
menos, dos formas moleculares activas en la circulacion sanguinea: la inhibina A y la
inhibina B. A medida que aumenta la edad materna, disminuye el nimero de foliculos
antrales y, en consecuencia, se reduce la concentracion de la inhibina B, lo cual
determina un aumento de las concentraciones de FSH. Existe un correspondencia entre el
namero de ovocitos capturados en MII y los niveles séricos de inhibina B, diversos
estudios demostraron que concentraciones mayores a 45 mg/ml favorece a la maduracion

ovular®.

Desde el descubrimiento de la hormona antimulleriana (AMH) en el afio 1940, se ha
considerado como factor determinante relacionado con el reclutamiento folicular y el
envejecimiento del ovario, debido a su produccion directa por las células de la granulosa
de los foliculos preantrales y antrales menores a 4 mm. En un meta-anélisis se compar¢ el
volumen ovdrico, la concentracion de FSH, E2 y de inhibina B, la AMH y la edad,
demostraron que el mejor marcador de la respuesta ovarica es la AMH, reportando como
valor minimo 0.99 ng/ml**.

Por ultimo, la evaluacion del volumen y el nimero de los foliculos antrales mediante
ultrasonido pélvico transvaginal, desde la década de 1990 se convirtié en una herramienta
importante para el estudio de la reserva ovarica. Barroso y colaboradores, demostraron
una tendencia significativa en la determinacion basal de FSH, con un incremento
significativo en pacientes con ovarios menores de 3 cm’. Ademas de una mayor tasa de
cancelacion (36%). En pacientes con ovarios mayores a 3 cm’, se observd mayor niimero

de 6vulos en MII y mejor tasa de fertilizacién y embarazo™.

Barroso y colaboradores, realizaron el primer estudio en México. En el cual, se evidencio
una correlacion negativa entre el nimero de 6vulos en MII al final de la estimulacion vs

indice de resistencia perifolicular®’.
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FACTORES DE CONTRAREGULACION HOMEOSTATICA A NIVEL
FOLICULAR

La composicion del liquido folicular es un posible predictor del potencial de desarrollo de
los ovocitos y embriones. Refleja el metabolismo de todo el foliculo, contiene moléculas
reguladoras que son cruciales para la maduracion exitosa de los ovocitos, y es un
subproducto de la recuperacion del ovocito. Estudios previos han revelado que la
concentracion de hormonas, factores de crecimiento y especies reactivas de oxigeno en el
liquido folicular humano, se han logrado correlacionar con la tasa de fertilizacion, el

potencial de desarrollo de los ovocitos y el resultado del embarazo™.

Debido a la intima proximidad del liquido folicular con el ovocito maduro, este fluido
bioldgico proporciona una ventana Unica en los procesos que ocurren durante la
maduracion folicular. Los componentes especificos dentro del liquido folicular nos
ayudan a comprender mejor la sefalizacion intrafolicular, asi como revelar
biomarcadores potenciales de la salud de los ovocitos para las mujeres sometidas a

tratamiento de reproduccion asistida®®.

En general, el andlisis composicional del liquido folicular podria ser una herramienta util
para evaluar el resultado de la FIV* al determinar de manera directa la calidad ovocitaria

por consecuencia de los procesos metabdlicos y de sincronizacion cromosomica.

Autores como Barroso G. y colaboradores, se han dedicado a esclarecer la etiologia de las
diferentes patologias que afectan en el desarrollo ovocitario y la tasa de fertilizacion,
principalmente en técnicas de reproduccion asistida de moderada y alta complejidad,
existe evidencia que la mayoria de estas anomalias, pueden ser el resultado de
alteraciones en las condiciones intrafoliculares durante la maduraciéon ovular generada
por los medicamentos usados en los ciclos de estimulacion ovarica controlada. Se han
realizado diversos estudios médicos controlados de forma prospectiva, con los principales
farmacos utilizados en los ciclos de estimulacion ovarica controlada, con el objetivo de

desenmascarar los cambios en el ambioma y las concentraciones de los diferentes
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componentes del liquido folicular, asi como la capacidad de desarrollo del ovocito-

embrion.

Su importancia radica en que mas del 77% de las técnicas de reproduccion asistida de alta
complejidad fallan. Esto se debe a que cada embrion tiene un potencial Uinico y solo una
proporcion relativamente pequeia de embriones es competente para implantarse después
de un ciclo FIV, todas estas anormalidades pueden ser resultado de las condiciones
intrafoliculares durante la maduracion ovular, ya sea de forma natural o durante los ciclos

de estimulacion controlada® .

Se realizé una busqueda sistemdatica de PubMed en todos los articulos publicados hasta
Junio 2017, relacionados con los principales bio-marcadores intrafoliculares y sus
acciones sobre la reproduccion, infertilidad, FIV y estimulacion ovarica. Se reviso la
literatura disponible para proporcionar una vision general de los conocimientos actuales
sobre la funciones fisiologicas y su participacion en la funcidon reproductiva femenina y

su posible interés como marcador prondstico en los ciclos de FIV.

* VEGF

La angiogénesis es un proceso clave en muchos aspectos de la reproduccion humana a
partir del desarrollo del sistema reproductivo, juega un papel central en la formacion de
gbénadas sanas, la progresion folicular y la ovulacion, el desarrollo del cuerpo luteo, la
proliferacion endometrial, la implantacion de ovocitos, la placentacion, la organogénesis

y el desarrollo.

Existen pruebas de que la angiogénesis de las células de la teca tiene un papel primordial
en el desarrollo folicular. El aumento de la vascularidad en los foliculos da como
resultado una mayor superficie vascular para el intercambio de nutrientes transcapilares,
gonadotropinas, factores de crecimiento y otros factores asociados. El establecimiento de
una red vascular alrededor de los foliculos en desarrollo puede ser el proceso de seleccion
del foliculo dominante. Un insuficiente suministro de sangre podria actuar como el gatillo

que conduce a la atresia folicular™.
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La produccion alternativa de factores angiogénicos por las células foliculares puede
estimular el desarrollo vascular en el foliculo dominante. La regulacion de la
angiogénesis parece depender de la interaccion entre muchos factores de crecimiento que
pueden actuar en diferentes momentos, algunos de ellos estimulando el crecimiento,
mientras que otros median la reorganizacion de las células endoteliales en una estructura

, - .30
vascular mas compleja’.

En el ovario, el VEGF se expresa en las células de la granulosa 'y de la teca. E1 VEGF es
secretado en el ovario humano premenopdusico de una manera ciclica y regulado por la
secrecion de gonadotropina durante el ciclo menstrual’®. De hecho, el VEGF juega un
papel importante en la angiogénesis, la vascularizacion folicular, la seleccion folicular
dominante, el desarrollo del cuerpo liiteo y la oxigenacién intrafolicular’>*®. Sin
embargo, se ha descrito que durante el proceso de seleccion folicular, VEGF vy el receptor
de VEGFR2 incrementan su expresion para favorecer el aporte de nutrientes al foliculo.
En la ovulacion VEGF, VEGFR1 y VEGFR2 reducen su expresion para evitar una
hemorragia, y se incrementa inmediatamente después para promover la formacién de
vasos sanguineos y el desarrollo del cuerpo luteo. Posteriormente durante la regresion del

cuerpo lateo los niveles de VEGF y VEGFR2 disminuyen® Por el contrario, hay

resultados negativos sobre la relacién entre los niveles de VEGF y la FIV*%,

La expresion excesiva de VEGF en areas donde se necesita angiogénesis parece ser
. qe + 132 . ., . . .

perjudicial™. La liberacion excesiva de VEGF por el ovario se ha relacionado con un

numero incrementado de células de la granulosa activamente secretoras y al aumento de

la capacidad secretora de cada célula®.

e NO

El oxido nitrico es un radical libre presente en el microambiente de los ovocitos, el cual
desempefia un papel vital en practicamente todos los pasos del desarrollo de ovocitos,
incluyendo maduracion meidtica, fertilizacién, division embrionaria e implantacion.
Ademas de retrasar el envejecimiento de ovocitos y mantener la integridad del huso
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mitdtico. Por lo tanto, la disminucion de la biodisponibilidad de NO en determinadas
condiciones patoldgicas podria dar lugar a anormalidades en la viabilidad de los ovocitos
y en la capacidad de desarrollo. Uno de los principales mecanismos que afectan la
biodisponibilidad del NO podria ser su consumo por superdxido, con la consiguiente

., Lo . 5
formacion de peroxinitrito altamente reactivo”.

Los niveles de NO estan correlacionados inversamente con el potencial de fertilizacion
del ovocito y el desarrollo normal del embrion. Ademas, la presencia de NO en pacientes
con endometriosis e infertilidad tubérica es asociada con la mala calidad ovocitaria y
embrionaria®. El NO juega un papel importante en la regulacion del desarrollo
embrionario. Se ha demostrado previamente que la inhibicion de la produccién de NO, a
su vez, inhibe el desarrollo de embriones de dos células en la etapa de cuatro células. Sin
embargo, el exceso de NO también detiene el desarrollo del embrion, posiblemente a

, .y . . 36
través de la produccion de radicales libres™.

e LEPTINA

En los seres humanos, algunas situaciones clinicas demuestran la interaccion entre la
leptina y el eje hipotdlamo-hip6fisis-gonadal. En primer lugar, la mutaciones en el gen de
leptina humana y sus receptores son responsables del hipogonadismo hipogonadotrdpico.
En 1974, Frisch y McArthur demostraron que se necesitaba una cantidad minima de grasa
para el inicio de la pubertad y el mantenimiento de los ciclos menstruales de las mujeres.
La leptina esta regulada a través de diversos neurotransmisores, como son alfa-MSH,
AgRP y neuropéptido, y la leptina se sintetiza en las neuronas localizadas en el nucleo

’ . 37,38
arqueado, proyectandose hacia las neuronas de GnRH>"*,

Recientemente se ha evidenciado la activacion de la familia kisspeptins® ejerciendo un
control en los efectos de retroalimentacion del estradiol sobre la liberacion de GnRH,
ademas de estimular al mRNA con el objetivo de generar un aumento de la expresion del
gen Kissl1 en el ntcleo periventricular anteroventral (AVPV), el cual es necesario para la
generaciéon de los picos ovulatorios de LH*. Sin embrago, las kisspeptins coexpresan

otros dos neurotransmisores la neuroquinina B y la dinorfina; la neuroquinina B se
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describe como un activador de la red KNDy, resultando la liberacion de GnRH*' mientras
que la dinorfina inhibe las neuronas KNDy, después de la estimulacion por neuroquinina
B. Diversos estudios demuestran que altas concentraciones de leptina actian
negativamente en el eje gonadotrépico, bloqueando la via de la kisspeptins. Esta
observacion puede explicar el efecto negativo sobre el sistema reproductor femenino;
actuando directamente en los ovarios como indirectamente en el sistema nervioso
central®,

Karlson y colaboradores, en 1997, demostraron que el receptor de leptina se expresa en
el ovario humano, que la leptina estd presente en el liquido folicular y que la leptina
podria inducir una respuesta bioldgica en las células ovéricas. La leptina no solo participa
en el control de la secrecion de gonadotropinas a través de sus acciones
hipotalamicas/hipofisarias, sino que la leptina circundante o producida localmente
también puede proporcionar una modulacién directa de la funcién ovarica. Se ha
encontrado en el liquido folicular, con concentraciones correspondientes a las reportadas
en suero y desempefia un papel importante en el desarrollo folicular. Por otra parte, la
leptina se ha identificado en células de la granulosa, teca y las células intersticiales del

ovario humano*’.

Barroso G. y colaboradores, propusieron que el aumento en los niveles de leptina se
podria considerar como otro biomarcador pronostico, por su relacion con eventos
hipoxicos foliculares, los cuales pueden generar ovocitos de mala calidad y disminucion

en la tasa de fertilizacion.

* METALOPROTEINASAS

Las metaloproteinasas intervienen en diversos procesos fisioldgicos y patoldgicos del
organismo. Regulan, las vias de sefializacion que controlan el crecimiento celular, la
inflamacion y la angiogénesis. Participan en el procesamiento de moléculas bioactivas
como citoquinas y factores de crecimiento®’. Tanto la MMP-2 como la MMP-9 juegan un

papel en la regulacion de la angiogénesis durante la cicatrizacion de heridas mediante la
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activacion de citoquinas proangiogénicas, incluyendo TNF-a y VEGF, generando
péptidos antiangiogénicos™. La actividad de las MMP en el espacio extracelular esta
regulada tanto por los inhibidores de metaloproteinasas de origen sérico como por los
derivados de tejidos. Las MMP y sus inhibidores enddgenos se denominan sistema MMP.
Los inhibidores tisulares de las MMPs (TIMPs) son abundantes en los tejidos
reproductores, regulados hormonalmente, e involucrados en numerosos procesos

OVAricos.

La fragmentacién y disociacion de la matriz del tejido conectivo, y de las fibras de
coldgena en la tinica albuginea y la teca externa previas a la ruptura folicular, se han
correlacionado con un aumento en la actividad de las metaloproteasas presentes en los
tejidos y en el liquido folicular. Existen metaloproteinasas con actividad de desintegrina

que son capaces de bloquear la activacion de la angiogenia inducida por el VEGF*,

Durante el proceso ovulatorio, las MMPs intervienen en el remodelado y la disolucion de
la membrana basal de la célula de la granulosa y la fragmentacion de la matriz

extracelular de la pared folicular, permitiendo que el ovocito sea liberado™*.

ESTIMULACION OVARICA

En un ciclo ovarico natural, el reclutamiento folicular es de un ovocito, sin embargo,
algunas mujeres sufren de ciclos anovulatorios por diferentes causas. El objetivo de las
técnicas de reproduccion es documentar la presencia de ovulacion, asi mismo generar el
crecimiento de uno o mas foliculos, de acuerdo a la complejidad de la técnica. En las
técnicas de baja complejidad el fin es obtener 2-3 6vulos, en técnicas de alta complejidad
se buscan 6-10 6vulos ademas de la madurez y la calidad de los mismos. Se procura
obtener un reclutamiento folicular sincronico y un endometrio receptivo. El fin es evaluar
la mejor respuesta ovarica, individualizar los tratamientos, evitar el sindrome de

hiperestimulacion ovarica, y embarazos multiples.

Los avances tecnologicos en esta area van en crecimiento, se tiene un mejor

entendimiento de los mecanismos de la ovulacion, el ciclo endometrial, y del desarrollo
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embrionario. La transferencia de multiples embriones en al mismo tiempo aument6 la
ey eqe . .. .45
posibilidad de que al menos uno se implante y se logre un nacimiento vivo . La

consecuencia natural de esta practica fue un aumento en las gestaciones multiples.

Existen diversos protocolos, principalmente se dividen en baja y alta complejidad. En los
tratamientos de baja complejidad se requiere protocolos de estimulacion suave o minima,
que lleven a la obtencion de no mas de cuatro ovocitos, mientras que en los de alta
complejidad se requiere de mas 6vulos, por lo que los tratamientos suelen ser algo mas
agresivos. En la mayoria se utilizan protocolos que incluyen inyecciones diarias de
hormona foliculo-estimulante exdgena (FSH), ya que se ha demostrado mayor
reclutamiento de ovocitos, asi como mayores tasas de nacidos vivos por ciclo de FIV®,
en la actualidad existen un mundo de opciones con la finalidad de personalizar los ciclos

de estimulacion.

Tanto las preparaciones estandar como las de accion prolongada de FSH, provocan un
aumento de los niveles séricos de FSH logrando la estimulaciéon multifolicular en los
ovarios. Sin embargo, los efectos no estrogenicos de los ciclos de estimulacion ovérica
controlada no solo disminuye la receptividad endometrial por medio de vias de
sefializacion genética-inmunoldgica, por medio de la metilacion de los genes que
propician la ventana de implantacion, sino que también puede interferir con el desarrollo

embrionario y placentario, lo cudl se ve claramente afectado en el resultado.

PRINCIPALES MEDICAMENTOS EN LOS PROTOCOLOS DE
ESTIMULACION OVARICA CONTROLADA

¢ Citrato de clomifeno

Es el medicamento de primera linea en estimulaciones de baja complejidad, en pacientes
con adecuada funcionalidad en el eje hipotalamico-pituitario-ovarico, es un receptor
modulador selectivo de estrogenos (SERM). Funciona como una sustancia
antiestrogénica, la cual impide la comunicacion normal entre los ovarios y el eje

hipotalamo- hipoéfisis. Genera una regulacion negativa, por el bloqueo en el receptor de
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estrogeno a nivel hipofisario, aumentando la secrecion de FSH/LH alcance el pico. En los
casos de pacientes con oligomenorrea (anovulatorios), este mecanismo consigue el
crecimiento y desarrollo de un foliculo dominante en 70% de las pacientes, con la
., 46 . , .
consecuente ovulacion ™. Los efectos secundarios son la falta de estrégeno a otros niveles
como: engrosamiento endometrial y moco cervical, lo que lleva a una menor tasa de

embarazo aunque exista una ovulacion adecuada.

Se inicia habitualmente el dia 3, 4 o 5 del ciclo a una dosis de 50 mg diarios durante
cinco dias. Si la ovulaciéon no ocurre en el primer ciclo de tratamiento, la dosis se
incrementa 50 mg a una dosis maxima diaria de 150 mg hasta que se alcanza la

ovulacion.
¢ Inhibidores de la aromatasa

Los inhibidores de la aromatasa actiian por supresion en la produccion de estrogeno, ya
que bloquean la conversion de androgenos a estrogenos mediante una inhibicion en la
accion de la aromatasa. Al existir la falta de estrogenos, aumentan los andrégnos
intrafoliculares y a su vez, la expresion de receptores para FSH; esta retroalimentacion
favorece la produccion de gonadotropinas, pero sin tener los efectos adversos

antiestrogénicos del citrato de clmifeno®’.

Un estudio aleatorizado y un metaanalisis de nueve estudios clinicos en mujeres con SOP
sugieren que la terapia con letrozol aumenta las tasas de nacidos vivos y ovulacion en
comparacion con la terapia con clomifeno. El efecto es aun mayor en mujeres obesas con
SOP (IMC> 30 kg / m2)*. Sin embargo, los efectos no estrogenicos aun no se han
descrito totalmente, autores como Barroso G. y colaboradores, describen por primera vez
los efectos en la co-metilacion del DNA, principalmente en las vias de sefializacion de
GnRH, maduraciéon ovocitaria dependiente de progesterona y respuesta inflamatoria a

nivel endometrial que reduce la ventana de implantacion.
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* Gonadotropinas

Existen diferentes tipos, las més utilizadas son las gonadotropinas menopdausicas

humanas (hMG) y las gonadotropinas recombinantes (r-FSH y r-LH).

Las gonadotropinas son utilizadas con mayor frecuencia en reproduccion asistida de alta
complejidad, dado que la respuesta ovarica permite un desarrollo folicular multiple, se

debe de tener cuidado con el sindrome de hiperestimulacion ovérica.

Actualmente no se ha definido cuales inducen mejor respuesta, pero se sabe que en casos
de gonadotropinas recombinantes, los lotes del producto siempre seran idénticos,

mientras que en los casos de gonadotropinas menopdusicas purificadas pueden variar.

En un meta-analisis de 14 estudios en 1726 mujeres, no se encontraron diferencias en las

tasas de embarazo®.

* Hormona foliculo estimulante (FSH)

La FSH es la hormona responsable del proceso de reclutamiento folicular y del desarrollo
del foliculo dominante. El uso de FSH exdgena sirve para lograr una hiperestimulacion

ovarica controlada.

* Anilogos de la GnRH

Los analogos de GnRH se utilizan para evitar el pico de LH y por consecuente la
ovulacion. Ademas de lograr sincronia en el ciclo y evitar la luteinizacion prematura.
Segun diversos estudios, se ha visto que la luteinizacién prematura se produce en 5 a 35%

de los ciclos con agonistas y en 5 a 20% de los ciclos con antagonistas™ .
* Agonistas de GnRh

Los agonistas de GnRH, son hormonas con composicion similar a la hormona endogena,

que al unirse a receptores de GnRH, al principio liberan hormona enddgena (efecto flare-
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up), hasta que satura todos los receptores por lo que la hormona se deja de secretar y la

liberacion de gonadotropinas hipofisarias (FSH y LH) queda inhibida.

Por el efecto flare-up, este debe iniciarse 1-2 semanas antes que termine el ciclo
menstrual y se continua en el nuevo ciclo para evitar la estimulacion ovérica fisiologica y
simultdneamente administrar FSH y LH exdgenas para lograr la estimulacion de mas de 1

foliculo en ese ciclo.

Es importante notar que la dosis inicial se reduce a la mitad una vez se inicia el estimulo
con las gonadotropinas. En el caso de protocolos cortos y ultracortos, el agonista se inicia
el primer o segundo dia del ciclo menstrual y las gonadotropinas al dia siguiente; si el
esquema es corto, luego de tres dias se baja la dosis a la mitad y se continua hasta el final

de la estimulacion; si es ultracorto, solo se emplea por tres dias.
* Antagonistas de GnRH

Los antagonistas de GnRH son hormonas que bloquean directamente los receptores de
GnRH, bloqueando la produccion de FSH y LH. Su accién es inmediata y su vida media

corta, por lo que no generan efecto flare-up.

A diferencia de los agonistas, los antagonistas evitan el pico prematuro de LH, ademas de

ser un medicamento mas amigable puesto que se emplea menos dias que el antagonista®',
* hGC

Una vez que se tienen ovocitos maduros (metafase II), es necesario producir un pico de
LH para lograr capturarlos. Actualmente se intenta reproducir este evento, mediante la
administraciéon de hormona gonadotropina coridonica (hCG), ya que esta tiene una
constitucion muy similar a la LH y alcanza a actuar sobre los mismos receptores,

produciendo el mismo efecto. Se encuentra en preparaciones urinarias y recombinantes.

Esta hormona se emplea una vez que se observa por ultrasonido transvaginal, al menos 3
foliculos de 18-20 mm de didmetro, y se corrobora con la medicion de estradiol en sangre

la cual debe de calcularse, > 200 pg/ml por cada foliculo > 17 mm. La hCG actia en
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promedio a las 37 o 39 horas luego de haber sido administrada, por lo que la aspiracion

folicular debe realizarse entre 35 y 36 horas luego de su aplicacion.

ESQUEMAS CON AGONISTAS DE GNRH

* Esquema largo

En este esquema se inician los medicamentos en el ciclo menstrual anterior al ciclo de
FIV, ya sea con un agonista o un antagonista de GnRH o anticonceptivos orales.

Consiste en la administracion diaria subcutanea del agonista en el dia 21 del ciclo o 7
dias antes de la préxima menstruacion, para disminuir la dosis a la mitad a partir del
tercer dia del ciclo, posteriormente se agrega FSH recombinante (rFSH) o HMG
(menotpropinas) en un régimen decreciente, simultdneamente existe un seguimiento
folicular por ultrasonido transvaginal y determinaciones de estradiol en suero. Al lograr 3
o mas foliculos > 18 mm, se administra HCG y se programa la captura alrededor de 36-

37 horas después.

Las ventajas son: la sincronizacion de la cohorte folicular que reduce el crecimiento
folicular asincrénico durante la estimulacion, esto mejora le nimero de 6vulos maduros

obtenidos.
En un metaandlisis de 37 ensayos se encontrd que los protocolos largos, tienen mas éxito

que los cortos cuando se utiliza agonista de GnRH como supresor hipotaldmico,

reportando una tasa de embarazo OR 1,50, IC del 95% 1,16-1,93.%
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FSH-r
LH-r
hCG-r

Figura 1. Ejemplo de estimulacion ovarica, protocolo largo.

* Esquema corto

28

En este esquema los medicamentos se inician en el momento del ciclo menstrual natural.

La estimulacion se logra con gonadotropinas menopdausicas humanas (hMG) y/o FSH

recombinante, la ovulacidon espontdnea se bloquea con un agonista de GnRH o con un

antagonista de GnRH. Los antagonistas de GnRH se prefieren sobre los agonistas de

GnRH para el protocolo corto por que no existe el efecto de flare-up.

Las ventajas son: es mas utilizado en pacientes con disminucion de la reserva ovarica. Se

aprovecha el efecto estimulador inicial del agonista el cual se aplica a partir del segundo

dia de la menstruacion y al tercer dia se agrega la FSH recombinante o la HMG,

posteriorimente se continua igual que el esquema largo.

Las desventajas son: menor tasas de embarazo, posible rescate del cuerpo luteo anterior,

no tan buena sincronizacion de la cohorte folicular y menor flexibilidad en los ciclos.
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Figura 2. Ejemplo de estimulacion ovérica, protocolo corto.

NUEVOS ESQUEMAS

* Corifolitropina Alfa:

Es una hormona foliculo estimulante con una duracién de accidon mayor que permite
mantener el crecimiento folicular multiple durante una semana entera con una unica
inyeccion subcutdnea. De esta forma, la dosis recomendada puede sustituir las siete
primeras inyecciones de cualquier preparacion de FSH recombinante diaria en un ciclo de

tratamiento de Estimulacion Ovarica Controlada.

La calidad de los ovocitos y embriones obtenidos con corifolitropina alfa son
equiparables con los obtenidos en tratamientos con FSHr. Puede mejorar el cumplimiento
terapéutico, por la disminucion de los errores de administracion, ya que podria disminuir

el numero de inyecciones administradas a la paciente en un 70% en comparacion a la
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FSHr. Se simplifican los esquemas, el tratamiento se vuelve mas facil y adaptable, y se

evitan los olvidos de aplicacion.

El mecanismo de accion de la corifolitropina alfa se ha disefiado como un estimulante
folicular sostenido con el mismo perfil farmacodindmico que FSHr, pero con una
duracion de la actividad FSH sustancialmente prolongada. Por su capacidad para iniciar y
mantener el crecimiento folicular multiple durante una semana entera, se consigui6é una
larga duracion de la actividad FSH afiadiendo el péptido carboxi-terminal de la subunidad
B de la gonadotropina coridénica humana (hCG) a la cadena B de la FSH Humana.

Corifolitropina alfa no presenta ninguna actividad LH/hCG intrinseca™.

Barroso G. y colaboradores, realizaron el primer estudio mexicano que comparo el
tratamiento con corifolitropina alfa en pacientes con un ciclo previo de FIV-ICSI con un
esquema de estimulacion ovarica tradicional, concluyeron que este farmaco representa un
esquema de estimulacion ovarica mas amigable y quizd con menor costo econdmico para
la paciente, sin resultados inferiores a los observados con un esquema de estimulacion
tradicional, la bibliografia insiste en el riesgo de hiperestomulacion ovérica, aunque en
estos casos no se presento, también se observaron concentraciones menores de estradiol
sérica, las cuales no afectaron de forma negativa el desarrollo endometrial ni el desenlace
reproductiva. . Si tomamos en cuenta que se trato de un segundo ciclo de fertilizacion in
vitro, se observe una tasa superior de embarazo™*. En el 2015 se realizo un meta-analisis,
donde se demostrd que el uso semanal de FSH de accion prolongada en dosis de 150 a

180 mcg resultd en tasas de nacidos vivos similares en comparacioén con las inyecciones

diarias de FSH™.

A partir de la generacién de un embrion completamente sano, es indispensable continuar
con la preparacion del resto del aparato reproductivo, en técnicas de baja complejidad es
fundamental crear un medio ambiente favorecedor en el canal vaginal y cervical, que le
permita al espermatozoide entrar al utero, sin embargo, esta homeostasis es muy labil,
diversos factores como los microrganismos distintos a la biota habitual, los cuales pueden
estar asociados o no a enfermedades de transmision sexual, induce una contaminacion del

tejido cervical y/o vaginal, asi como, del tracto reproductivo masculino; desencadenando
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una respuesta inmune proinflamatoria mediada principalmente por citosinas, quimiocinas
y factores inmunologicos (IL-1B, CCL20, IL-6, IL-8 y factor de necrosis tumoral, entre
otros). Recordando que en condiciones optimas solo el 1% de los espermatozoides
pasaran al utero, asi en condiciones suboptimas las posibilidades de embaraz6
disminuyen en forma significativa. Como describen la gran mayoria de los especialistas
en relaciones humanas, la comunicacion es lo mas importante, una situacion similar
sufren los gametos sexuales, es requisito indispensable tener una adecuada comunicacioén
entre ambos gametos, la cual depende en gran medida de la permeabilidad tubarica,
existen diferentes patologias que favorecen procesos de inflamacion en la tuba uterina, lo
que se traduce en la obstruccion parcial o total de la misma, incluyendo microorganismos
como Chlamydia, los cuales benefician la produccion de mediadores inmunologicos,
entorpeciendo el correcto funcionamiento de los gametos e incluso la muerte, y lo mas

importante dificultando el proceso de fertilizacion.

En técnicas de moderada y alta complejidad, si las condiciones son las adecuadas; se
generara un embrion con el 60% de probabilidades de conseguir una correcta

implantacién y un embarazo exitoso.

Finalmente a pesar de que los otros factores tienen como resultado la generacion de un
embrion sano, el embarazo no seria posible sin la presencia de un adecuado sitio de
implantacion, por lo que es fundamental que la cavidad uterina se encuentre en optimas
condiciones para recibir al embrion, la presencia de patologia uterina de origen congénito
o derivada de patologias adquiridas se traduce en fallas en la implantacién o abortos de
repeticién, es importante recordar que la respuesta inmune inflamatoria genera un
ambiente toxico para el embridon y con ello disminucién de la ventana de implantacion en
el endometrio, por tal motivo debemos de restringir el dafio que terminan por evitar el

objetivo final de la pareja, que siempre sera un recién nacido nacido sano en casa.

Los diagndsticos y tratamientos actuales son muchos mas especificos, los conocimientos
sobre el genoma, el ambioma y la relacion que tienen con las enfermedades causales de
infertilidad, de calidad ovocitaria y cromosomopatias, han abierto una abismo de

posibilidades para lograr tratamientos exitosos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

(El uso de nuevas terapias farmacoldgicas (corifolitropina alfa) en la estimulacion
ovarica controlada, modifica las condiciones intra-foliculares del o6vulo, con
repercusion en los procesos de fertilizacion y desarrollo embrionario en pacientes

sometidas a ciclos de ferilizacion in vitro?
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JUSTIFICACION

La demanda de ciclos de fertilizacion in vitro ha crecido exponencialmente desde su
primer caso de éxito. En un inicio, los tratamientos de alta complejidad dependian de la
ovulacion de un solo foliculo dominante lo que mantenia las tasas de éxito en un bajo
porcentaje. A partir de la introduccion de las gonadotropinas como parte del tratamiento
de fertilizacion in vitro, las tasas de éxito aumentaron, ya que facilitaron la produccion de
un mayor nimero de embriones por ciclo a partir de la captura de un mayor niimero de
ovocitos maduros. Derivado de estos resultados, el consumo de estos medicamentos de

estimulacion ovarica se ha incrementado exponencialmente en los ultimos anos.

Los esquemas tradicionales de estimulacion ovérica para ciclos reproductivos de alta
complejidad (FIV/ICSI) son de uso diario, ademas de ser incomodos y dolorosos para la
paciente ya que la via de administracion es subcutanea. Adicionalmente, el costo de
dichos medicamentos es excesivo, por lo que el apego al tratamiento suele ser dificil,
aumentando el estrés emocional que finalmente repercute en los resultados de éxito. En
los ultimos afios, la tecnologia nos ha permitido desarrollar inductores de la ovulacién
con tecnologia recombinante de aplicacion Unica y liberacion prolongada que facilitan el

uso, seguimiento y apego a los tratamientos de fertilizacion in vitro.
Queda por definir si el uso de estas terapias farmacoldgicas modifican las condiciones

intra-foliculares del ovocito, con repercusion en los procesos de fertilizacion, desarrollo

embrionario e implantacion en métodos de fertilizacion in vitro.
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OBJETIVOS

¢ Cuantificar los niveles intra-foliculares de: i) factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), ii) o6xido nitrico (ON), iii) metaloproteinasas y iv) leptinas,
para evaluar su relacion con los procesos de fertilizacion en pacientes sometidas a
fertilizacion in vitro con corifolitropina alfa y gonadotropinas recombinantes

(FSH recombinante).

OBJETIVO ESPECIFICOS

* Comparar las concentraciones foliculares de 6xido nitrico, metaloproteinasas, VEGF,
y leptinas en pacientes sometidas a un protocolo convencional de estimulacion
ovarica controlada para técnicas de alta complejidad vs pacientes sometidas a un
protocolo alternativo de estimulacion ovarica con FSHr de deposito.

e Comparar la madurez ovocitaria (metafase II) de cada uno de los esquemas de
estimulaciéon y su relacion con los niveles intra-foliculares de los diferentes
marcadores.

¢ Comparar la tasa de fertilizacion de cada uno de los esquemas de estimulacion y su

relacidon con los niveles intra-foliculares de los diferentes marcadores.

HIPOTESIS ALTERNA

* El esquema de induccion de ovulacion con corifolitropina alfa en comparacion con el
esquema tradicional, modifica los factores intra-foliculares de diferentes marcadores,

impactando sobre la madurez ovocitaria y los procesos de fertilizacion.

HIPOTESIS NULA

* El esquema de induccion de ovulacion con corifolitropina alfa en comparacion
con el esquema tradicional, no modifica los factores intra-foliculares de

diferentes marcadores.
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METODOLOGIA

LUGAR Y DURACION

* El estudio se realizO en una clinica privada especializada en técnicas
reproductivas de baja y alta complejidad en la Ciudad de México, (Centro de
Investigacion en Ciencias Reproductivas NASCERE) y fue aprobado por el
comité de investigacion y ética del Centro Médico ABC (ABC-18-35).

* La planeacion, elaboracion y andlisis de los resultados se llevo a cabo a lo largo

de Enero a Julio del 2017.
UNIVERSO

Se incluyeron a 40 pacientes que cumplian con los criterios de inclusion 'y de
exclusion, las cuales fueron sometidas a 2 diferentes protocolos de estimulacion
ovarica para la realizacién de FIV/ICSI.
CRITERIOS DE SELECCION
Criterios de inclusion:

o Pacientes de 25 a 45 anos de edad, con indicacion para técnicas reproductivas

de alta complejidad (FIV/ICSI).

Criterios de exclusion:

O

Hipersensibilidad a la sustancia activa o a cualquiera de los excipientes.

o Tumores de ovario, mama, Utero, glandula hipofisiaria o hipotalamo.

O

Sangrado vaginal anormal o de causa desconocida.

O

Quistes ovaricos o aumento del tamafio de los ovarios.

Historia de sindrome de estimulacion ovarica.

O
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©)

Ciclo precio de estimulacion ovérica controlada con resultado de mas de 30
foliculos, con didmetro >11mm medido por usg.

Recuento basal de foliculos antrales > 20.

O

o Fibromas uterinos incompatibles con el embarazo.

o Malformacion de los 6rganos reproductores incompatibles con el embarazo.

MATERIAL Y METODOS

Las pacientes se asignaron aleatoriamente en dos grupos:

Grupo A: Protocolo a base de corifolitropina-alfa (Lyrixtim®, MSD), se administrd
dosis unica de 150 pg de dicho medicamento en el dia 3 del ciclo menstrual
(considerando el dia 1, como el primer dia de sangrado menstrual abundante), siempre y
cuando, la medicion basal de estradiol sérico (E2) fuera < 80pg/mL y la medicioén basal
de progesterona (P4) sérica fuera <1.0ng/mL. Adicionalmente, la aplicacion de
corifolitropina-alfa se complement6 con la administracion diaria de 300 UI de hormona
foliculo estimulante recombinante (rFSH Gonal F® y Merck) a partir del dia 8 del ciclo
menstrual hasta el dia del disparo. El esquema de estimulacion se llevo a cabo bajo
protocolo con antagonista utilizando 0.25 mg de Cetrotide® de forma rutinaria a partir

del dia 7 del ciclo menstrual. Finalmente, cuando se alcanzaron 3 foliculos 2 17 mm, se

utilizé una dosis unica de 250 pg coriogonadropina alfa recombinante (thCG (Ovidrel®
Merck) para desencadenar la ovulacion. Treinta y seis horas después de la dosis de rhCG
se realizo la captura de ovocitos, utilizando la técnica de fertilizacién ICSI para todos los

ovocitos maduros.

Grupo B: Protocolo de estimulaciéon mixta con dosis diaria de 300 Ul de hormona
foliculo estimulante recombinante rFSH (Gonal F® Merck), mas 150 UI de menotropinas
uhMG (Merapur®; Ferring), a partir del dia 3 del ciclo menstrual (considerando el dia 1,
como el primer dia de sangrado menstrual abundante) hasta el dia de disparo. El esquema

de estimulacion se llevo a cabo bajo protocolo con antagonista utilizando 0.25 mg de
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Cetrotide® de forma rutinaria a partir del dia 7 del ciclo menstrual. Finalmente, cuando
se alcanzaron 3 foliculos 2 17 mm, se utiliz6 una dosis tinica de 250 pug coriogonadropina

alfa recombinante (rhCG (Ovidrel® Merck) para desencadenar la ovulacion..

La reserva ovérica se evalud rutinariamente por el nimero de foliculos preantrales
(recuento folicular antral) en el dia 3 del ciclo menstrual y al menos 3 foliculos antrales
fueron observados por ovario en todos los casos. Posteriormente, se realizd control
ultrasonografico y hormonal (medicion de estradiol y progesterona) durante los dias de

estimulacion ovarica controlada.

Los ovocitos recuperados fueron denudados 2 horas después de la captura ovular y los
ovocitos en metafase II (ovocitos maduros) fueron fertilizados mediante la técnica ICSI.

Finalmente, la tasa de fertilizacion se evalu6 18 horas mas tarde.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE ACIDO BICINCONINICO.

Las proteinas totales obtenidas de los medios de cultivos se cuantificaron mediante el
reactivo Pierce™ BCA Protein Assay Kit, (Thermo Scientific), mediante la construccion
de una curva estandar a una absorbancia de 542 nm utilizando el software Gen5 3.0 en el

equipo Synergy HT Biotek.

ZIMOGRAFIA MMP-9 Y -2.

La actividad gelatinolitica de los medios condicionados del cultivo se determino
mediante geles geles/sustrato. Alicuotas de 10 pg de proteina de cada uno de los medios
fueron sometidos a electroforesis en geles de poli-acrilamida al 8% con dodecil sulfato de
sodio (SDS) co-polimerizados con gelatina tipo A de piel porcina (Sigma, St. Louis, MO,
USA) al 1% en condiciones no desnaturalizantes,’® utilizando un sistema con formato de
minigel (Bio-Rad, Richmond, CA). Las zonas de actividad enzimatica aparecieron como
bandas de lisis claras contra un fondo de sustrato no degradado. En cada experimento se

incluyeron marcadores de actividad para MMP-2 y MMP-9 usando el sobrenadante
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obtenido de la linea celular de promielocitos U937.”” Las bandas obtenidas fueron
analizadas por densitometria mediante analizador de imagenes (UVP, Southern, CA,

USA) y expresadas como unidades arbitrarias.

CUANTIFICACION DE OXIDO NITRICO (NITRITOS Y NITRATOS).

La concentracion de 6xido nitrico en los medios condicionados de los co-cultivos, se
evalud de manera indirecta mediante un ensayo comercial de ELISA, utilizando el
Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit, de (Cayman Chemicals, Mi, USA), con un limite
de deteccion de 2.5 uM. El volumen de muestra utilizado fue de 80 pL en cada uno de los
pozos. La curva estandar se construyo con siete estandares y un blanco que se usaron por
duplicado: 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 uM de nitratos. La placa fue leida a una absorcién
de 540 nm.

CUANTIFICACION DEL FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR
(VEGF).

Se cuantifico en los medios de co-cultivo el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) humano mediante un ensayo comercial Human VEGF DuoSet ELISA (R&D,
Minneapolis, USA), con un rango de sensibilidad de 31.3 - 2,000 pg/mL. El volumen de
muestra a utilizado fue de 100 puL por pozo. La curva estandar se construyo con un blanco
y siete estandares: 31.3, 62.5, 125, 250, 500, 1000, 2000 pg/mL de VEGF . La lectura de

la placa se realiz6 a 450 nm.

CUANTIFICACION DE LEPTINA

La Leptina fue cuantificada mediante inmunoensayo de ELISA, con el kit Human Leptin
DuoSet (R&D, Minneapolis, USA), con un rango de sensibilidad de 31.3 - 2,000 pg/mL.
La curva estdndar consistié6 de un blanco y siete estandares: 31.3, 62.5, 125, 250, 500,
1000, 2000 pg/mL de leptina recombinante humana. Se utilizé un volumen de 100 pL

para cada una de las muestras. La lectura de la placa se realiz6 a 450 nm.
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DISENO DEL ESTUDIO

Tipo de Investigacion.
Experimental — _x_

Observacional

Tipos de Diseiios.
Experimental Ensayo Clinico
Estudio de Cohorte X
Estudio de Casos y Controles

Estudio Transversal

Caracteristicas del Estudio

Analitico ~x_ Descriptivo
Prospectivo _Xx_ Prospectivo
Longitudianl ~x_ Transversal

36



VARIABLES DEL ESTUDIO.

Independiente:
* Corifolitropina Alfa

e FSH Recombinante de uso diario

* Menotrofina gonadotrofina postemnopausica humana urinaria.

Dependiente:

* ON en liquido folicular
* VEFG en liquido folicular

* Metaloproteinasas 9 en liquido folicular

* Leptina en liquido folicular
e Estradiol en suero
e Madurez ovocitaria

e Tasa de fertilizacion

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDAD FECHA
Busqueda de la Informacion Enero 2017
Disefio del proyecto de investigacion Febrero 2017
Evaluacion por comités Marzo 2017

Recoleccion de muestras

De marzo- junio 2017

Analisis de resultados

Julio 2017

Redaccion de articulo para publicacion

A partir de Agosto 2017
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ANALISIS ESTADISTICO

Realizamos estadistica descriptiva que incluye medidas de tendencia central y de
dispersion, las variables categdricas expresadas como medidas de frecuencia absoluta y
relativa y las variables lineales como media y desviacion estdndar (DE) o mediana y
rangos intercuartilares (RIQ) segin corresponda a la distribucion de frecuencias. La
normalidad de las variables incluidas fue analizada con la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Las pruebas de hipotesis para evaluar variables lineales son la prueba de t de
Student o prueba de U de Mann Whitney para muestras independientes. Las variables
categoricas seran analizadas con prueba de Chi cuadrada o prueba exacta de Fisher. El
error alfa ajustado menor de 5% (p<0.05) a dos colas sera considerado significativo. Se

utiliz6 la paqueteria estadistica STATA SE version 11.1.
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RESULTADOS

Un total de 40 pacientes participaron en el estudio, de las cuales, 20 pacientes fueron
consideradas en el grupo A (pacientes estimuladas con corifolitropina-alfa) y 20 en el
grupo B (pacientes estimuladas con FSHr/HMG). La edad promedio global fue de 36
afios (SD = 4.6), y el IMC promedio de 23.2 kg/m*(SD + 4.5). No existen diferencias
significativas entre ambos grupos por lo que sabemos que la poblacion del estudio es
homogénea. En ambos grupos se midio el E2 y la P4 en dia 3 del ciclo menstrual. No
existieron diferencias significativos en los niveles basales de E2 (34.9 + 15.9 vs 33 +
16.9) y P4 (1.1 £ 0.7 vs 0.9 + 0.3). Adicionalmente, tampoco se encontraron diferencias
significativas en el recuento folicular (10 + 5 vs 9.4 & 2.5), confirmando una vez mas la

homogeneidad de los grupos.

Como se demuestra en las graficas 1-4, se observaron diferencias significativas en los
niveles de E2 en suero en el dia de disparo (Grupo A: 1716.7 £ 1571.6 vs Grupo B:
2052.5 + 843.4; p £ 0.04). La cantidad de ovulos capturados fue significativamente
mayor en el grupo B en comparacion con el grupo A (5.7 3.0 vs 10.6 + 6.3; p< 0.05), al
igual que la cantidad de ovocitos maduros (3.45 + 2.3 vs 7.8 + 4.6; p £ 0.05) y la cantidad

de oOvulos fertilizados (3 £ 1.9 vs 6.1 £ 3.7; p< 0.004). Sin embargo la tasa de
fertilizacion fue similar en ambos grupos (80.3 = 30.2 vs 80.6 £ 28.03).

El resto de las caracteristicas demograficas comparativas por grupos se detallan en la

tabla 1.
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Grafical. Niveles de E2 del dia del disparo comparados por grupos.

Niveles de E2 el dia del disparo (pg/dL)
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Grafica 2. Numero de ovulos en metafase Il comparados por grupos.
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Grafica 3.

ovulos capturados

Numero de ovulos capturados, comparados por grupos.
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Grafica 4. Numero de ovulos fertilizados, comparados por grupos.
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Tabla 1. Datos Demograficos

VARIABLE* GRUPO A GRUPO B P
(n=20) (n=20)

IMC, Kg/m2 22.6 (3.2) 23.8 (5.8) 0.34

P4 DiA 3 1.1(0.7) 0.9 (0.3) 0.75

DIA DEL DISPARO 7.5 (0.8) 6.4 (0.6) 0.93

PICO DE P4 EN SUERO, pg/dL 2.4(1.4) 2(0.6) 0.81

OVULOS CAPTURADOS 5.7 (3.0) 10.6 (6.3) 0.01

OVULOS FERTILIZADOS 3(1.9) 6.1(3.7) 0.004

*Se presentan los datos como media y (DE)
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Las expresion de biomarcadores en liquido folicular del grupo A fue significativamente
mayor en comparacion con los niveles del grupo B (Figura 5-7), con excepcion de los

niveles de metaloproteinasa 9 los cuales no arrojaron diferencias significativas (Tabla 2).

Grafica 5. Expresion de VEGF, comparado por grupos.
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Grafica 6. Expresion de NO2/NO3, comparado por grupos.
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Grafica 7. Expresion de Leptina, comparada por grupos.
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Tabla 2. Expresion de biomarcadores en liquido folicular

VEGF 17.3 (13.5) 6.6 (7.9) 0.04

LEPTINA 31.11 (38.05) 13.59 (10.14) 0.05



DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

El 15% de la poblacion mexicana en edad reproductiva padece o padecerd algun
problema de infertilidad,’ por lo tanto la demanda de técnicas de reproduccion asistida de
alta complejidad cada vez es mayor. El factor prondstico méas importante en el resultado
de este tipo de tratamientos es la edad de la mujer ya que se encuentra directamente
relacionado con la calidad ovocitaria. A su vez, la calidad ovocitaria esta directamente
relacionada con factores inherentes al individuo (reserva ovarica) y factores epigenéticos

relacionados con el proceso ovulatorio (alimentacidn, tabaquismo, estilo de vida).

Existe una relacion entre la seleccion folicular por dominancia y los factores
intrafoliculares, la variacion de estos tendra consecuencias directas en las caracteristicas
de madurez, calidad ovocitaria y potencial de fertilizacion. Se conocen diferentes factores
intrafoliculares que interactian durante el proceso de reclutamiento, diferenciacion y
seleccion del foliculo dominante, entre ellos destacan el VEGF, NO, leptina y los niveles
de metaloproteinasas. Se conoce que dichos factores se modifican durante diferentes
esquemas de estimulacion ovdrica, sin embargo, no se conoce el efecto de la
corifolitropina-alfa sobre dichos marcadores™. Presentamos el primer estudio
comparativo entre diferentes protocolos de estimulacion ovarica (corifolitropina-alfa vs
FSHr/HMG), cuantificando los niveles intrafoliculares de VEGF, NO, metaloproteinasa 9
y leptinas, evaluando su relacion con la madurez ovocitaria y tasa de fertilizacion, en

pacientes sometidas a fertilizacion in vitro.

La corifolitropina-alfa, una proteina de fusion obtenida por tecnologia de DNA
recombinante con actividad prolongada, fue utilizada para estimular a uno de los dos
grupos de pacientes. Autores como Barroso y colaboradores, han encontrado que este
nuevo medicamento tiene mejor reclutamiento folicular y mejor sincronizacién folicular
en pacientes con baja reserva, generando un aumento en la tasa de fertilizacion
favorecido por el mismo proceso de sincronizacion. Adicionalmente, se ha reportado que

al ser una molécula de accion prolongada, es un medicamento mds amigable a la
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administracion, ya que es de aplicacion tnica en comparacion con la aplicacion diaria de

. . . ., 54
medicamento con los protocolos convencionales de estimulacion.

Nuestro estudio demuestra una diferencia estadisticamente significativa, en los valores de
VEFG (p0.04), ON (p0.05) y LEPTINA (p0.05), en donde las concentraciones fueron
mayores en el grupo A. La MMP9 también fue mayor en el grupo A, sin llegar a una

diferencia estadisticamente significativa (p 0.5).

El VEGF es un potente factor angiogénico producido tanto por las células de la
granulosa como por las células de la teca en respuesta a FSH, LH-hCG e hipoxia.

Existe controversia en cuanto a si este es un marcador potencial de fertilizaciéon o es
marcador de hipoxia folicular.

Encontramos en la literatura que niveles altos de VEGF dentro del liquido folicular han
sido relacionados con hipoxia en los foliculos, lo que conlleva a baja produccion de
ovocitos, bajas concentraciones en los picos de estradiol E, sérico, bajo niimero en los
indices de concepcion después de FIV 6 GIFT **

El 6xido nitrico, una molécula con efectos reguladores sobre procesos vasculares e
inflamatorios, se observa en liquido folicular después de la estimulacion con
gonadotropinas. La disminucion de la biodisponibilidad de NO en determinadas
condiciones patoldgicas podria dar lugar a anormalidades en la viabilidad de los ovocitos
y en la capacidad de desarrollo. *°

Sin embargo los niveles de NO también estan correlacionados inversamente con el
potencial de fertilizacion del ovocito y el desarrollo normal del embridn, ya que el exceso
de NO detiene el desarrollo del embrion, posiblemente a través de la produccion de

radicales libres™
La leptina, una proteina implicada en multiples funciones reguladoras, incluida la

angiogénesis, es producida por las células de la granulosa y esta presente en los ovocitos

y el liquido folicular
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Barroso et al. describieron que los niveles de VEGF y NO se correlacionaron
negativamente con la calidad del embrion como marcadores de hipoxia folicular, y
propusieron los niveles de leptina como otro marcador de eventos hipdxicos foliculares

que pueden resultar en mala calidad de ovocitos y desarrollo embrionario.>

En el grupo A fue menor; el reclutamiento folicular, la concentracion de estradiol en el
dia del disparo y el numero de 6vulos capturados, sin embargo la proporcion de 6vulos
maduros (MII) fue superior, ademas observamos que a pesar de estos factores la tasa de
fertilizacion en ambos grupos fue similar, lo que lo que traduce un mejor desempefio
folicular con el uso de Colifolitropina alfa, en la generacion de dévulos con una adecuada

capacidad fertilizante.

Existe controversia en la literatura a cerca de los biomarcadores intrafoliculares, algunos
autores los correlacionan positivamente con el desarrollo folicular, mientras otros los han
descrito como marcadores de hipoxia, en este estudio, los marcadores fueron mayores en
el grupo A, lo que los vincula positivamente al desarrollo folicular optimo en FIV. Faltan
estudios que expliquen si las cantidades excesivas o escasas de estos marcadores influyen

en el desenlace.

Podemos concluir que pacientes con baja reserva fetal podrian tener mejores tasa de
fertilizacion con el uso de colifolitropina alfa en comparacioén con protocolos estandar.
Esta descrita mayor tasa de ciclos cancelados en las pacientes tratadas con corifolitropina
alfa; las causas de cancelacion son el riesgo de hiper-esti- mulacion ovarica ®* En este

estudio no tuvimos ningun caso de hiper-estimulacion ovarica.

Ademas de ser un medicamento de mejor apego por parte de la paciente, por ser de

aplicacién mas amigable.

Nuestros hallazgos sugieren que los procesos relacionados con madurez ovocitaria y
proceso de fertilizacion dependen también de procesos mucho mas complejos que no

pueden ser explicados unicamente por las modificaciones en el entorno intrafolicular y
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posiblemente obedecen a multiples factores como la edad, niveles hormonales, dosis de
medicamentos controladas, y variables no controlables que no fueron incluidas en nuestro

estudio.
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CONCLUSIONES

La infertilidad es un problema mundial que va en aumento, la necesidad de aplicar TRA
de alta complejidad cada ves es mayor.

Por medio de la elaboracion de este estudio en el que obtuvimos poblaciones homogéneas
tratadas con 2 diferente protocolos, podemos decir que las diferencias encontradas en los
resultados de fertilizacion estan directamente relacionadas con los niveles de marcadores
intrafoliculares.

Existen diferentes protocolos de estimulacion ovéarica. Lo importante es individualizar las
necesidades de cada paciente para decidir cual es el adecuado.

Podemos proponer la estimulacion con colifolitropina alfa en pacientes con baja reserva
ovarica como una opcion de tratamiento en el que la tasa de fertilizacion es similar al
tratamiento estandar, con la ventaja de ser un medicamento de aplicacion Unica en la cual

se encuentra un mayor apego por parte de las pacientes.
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ANEXOS

ANEXO 1. CONCENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO
YO

(Nombre del participante o de su representante legal)

declaro libremente que estoy de acuerdo en participar en esta investigacion cuyo objetivo, procedimientos,
beneficios, y riesgos se especifican en el Apartado A de este documento. Es de mi conocimiento que los
investigadores me han ofrecido aclarar cualquier duda o contestar cualquier pregunta que, al momento de
firmar la presente, no hubiese expresado o que surja durante el desarrollo de la investigacion.

Se me ha manifestado que puedo retirar mi consentimiento de participar en cualquier momento sin que ello
signifique que la atencion médica que se me proporcione, se vea afectada por este hecho. Se me ha
informado que el participar en este estudio no repercutira en el costo de la atencion médica que se me deba
brindar y que toda la informacion que se otorgue sobre mi (su) identidad y participacion sera confidencial,
excepto cuando yo lo autorice.

Para los fines que se estime conveniente, firmo la presente junto al investigador que me informé y dos

testigos, conservando una copia de a) Consentimiento informado y b) Informacién proporcionada para

obtener mi autorizacion.

APARTADO A: EIl objetivo de esta investigacion es realizar un estudio comparativo, cuantificando los
niveles intra-foliculares de VEGF, ON, metaloproteinasas 2,9 y leptinas y evaluar su relacion con el grado
de madurez ovular, fertilizacion y tasa de madures ovocitaria en pacientes sometidas a fertilizacion in vitro
con distintos esquemas de estimulacion ovarica (FSH recombinante mas corifolitropina alfa o menotropinas
urunarias). Los probables beneficios del estudio es evaluar si existe una diferencia entre los diferentes
esquemas de estimulacion ovarica en relacion a : I) marcadores intrafoliculares y 1I) maduracion ovocitaria
II1 ) Tasa de fertilizacion.

La corifolitropina alfa es un medicamento de reciente ingreso a nuestro pais el cual tiene la ventaja de
aplicarse en solo una ocasion durante la estimulacion ovarica en comparacion a la aplicacion diaria con
otros esquemas de estimulacion. Dicho medicamento no ha demostrado ningun riesgo relacionado a su

consumo y en cualquier momento puede rehusarse a continuar con el estudio.

Ciudad de Méxicoa __ de de 201 _

NOMBRE FIRMA
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