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ARTICULO ORIGINAL

Evaluacion de la proporcion de esteroides sexuales
intrafoliculares y séricos con el grado de madurez ovular

Alberto Kably Ambe,* Julian Ruiz Anguas,* Esperanza Carballo Mondragoén,*

José Antonio Garz6n Nianez,* Samuel Karchmer K*

Resumen Summary

Objetivo: Evaluar hormonalmente el microambiente foli-
cular y su relacién con la calidad y madurez del ovocito.
Tipo de estudio: Prospectivo, observacional y analitico.
Material y métodos: Se incluyeron 136 pacientes del pro-
grama de fertilizacion in vitro. Se obtuvo el liquido folicular
durante la captura ovular, y se determinaron los niveles de
estradiol intrafolicular por fluorescencia, la concentracién
de progesterona y testosterona por quimioluminiscencia.
La calidad ovocitaria se valoré con base en la presencia
del cuerpo polar, morfologia del espacio perivitelino e in-
clusiones citoplasmaticas. El analisis estadistico se reali-
z6 con P de Pearson y t de Student con un intervalo de
confianza de 95%. Resultados: El promedio de edad de
las pacientes fue de 33.8 + 5 afios. El nimero de ovocitos
capturados en promedio fue de 10.53 = 7.14 por paciente.
Los niveles foliculares de estradiol y progesterona no pre-
sentaron correlacion estadistica con la calidad y madurez
ovocitaria. Por su parte los niveles de testosterona meno-
res a 1,400 ng/mL presentaron una mayor cantidad de ovo-
citos maduros con calidad morfoldgica excelente. El indi-
ce estradiol/progesterona menor a 100 se asoci6é con me-
jor calidad ovocitaria (59.26% vs 35.71%). La relacién
estradiol/testosterona mayor a 900 se asocié con ovocitos
maduros (77.8% vs 59.6%). No se observé relacion entre
los niveles hormonales foliculares y el porcentaje de ferti-
lizacion. Conclusiones: Un microambiente hormonal in-
trafolicular es fundamental en el desarrollo ovocitario, ni-
veles bajos en testosterona se relacionan con mejor cali-
dad y madurez ovulares. La relacion estradiol/progesterona
menor a 100 se asocia con mejor calidad ovocitaria.

Palabras clave: Calidad ovocitaria, fertilizacién in vitro,
estradiol, progesterona, testosterona.

Objective: We sought to evaluate the follicular microenvi-
ronment and its relation with quality and type of ovocyte.
Type of study: Prospective, observational, and analytical.
Material and methods: One hundred thirty six patients
from the in vitro Fertilization Program at the Hospital An-
geles de las Lomas in Mexico City were included. We
obtained follicular liquid from each patient during ovular
capture and determined intrafollicular estradiol levels by
fluorescence, and progesterone and testosterone concen-
tration by chemoluminescence. Ovocyte quality was cal-
culated based on presence of polar body, perivitelline
space morphology, and cytoplasmatic inclusions. Statis-
tical analysis was carried out with Pearson P and Student
t tests with 95% confidence interval (95% CI). Results:
Average patient age was 33.8 £ 0.5 years. Number of
captured ovocytes captured was 10.53 + 7.14 per patient.
Estradiol and progesterone follicular levels did not show
statistical correlation with ovocyte quality and maturity.
Testosterone levels < 1,400 ng/mL presented a greater
amount of mature ovoctyes with excellent morphologic
quality. Estradiol/progesterone index < 100 was associat-
ed with better ovocyte quality (59.26 vs 35.71%). Estradi-
ol/testosterone relationship > 900 was associated with
mature ovocytes (77.8 vs 59.6%). No relation was ob-
served between follicular hormone levels and percentage
of fertilization. Conclusions: Intrafollicular hormonal en-
vironment is fundamental in ovocyte development; low
testosterone levels are related with better quality and ovu-
lar maturity. Estradiol/progesterone relationship < 100 is
associated with better ovocyte quality.

Key words: Ovocyte quality, in vitro fertilization, estradi-
ol, progesterone, testosterone.
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Pocos dias antes del pico de la hormona luteinizante (LH)
y la ovulacién, el foliculo De Graaf esta formado de una
capa externa de células de la teca con un aporte vascular
importante, separado por una capa vascular de células de
la granulosa. Alrededor del dia de la ovulacién existe una
importante actividad angiogénica y las células germinales
endoteliales crecen a partir de los capilares y vénulas de la
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teca, pasan a través de la lamina propia hacia la granulosa
y establecen un sistema vascular con un flujo sanguineo
importante.” El liquido folicular constituye el microam-
biente que nutre al ovocito, y estd constituido por un exu-
dado de plasma producido por las células del foliculo.

Como parte de la maduracién del foliculo, el volumen
de liquido folicular, asi como los niveles hormonales intra-
foliculares aumentan, condicionando un microambiente
que es fundamental para el crecimiento y la maduracién
del ovocito,? por lo que los niveles hormonales en liquido
folicular de estradiol, progesterona y prolactina, asi como
de otras sustancias han sido postulados como marcadores
potenciales de la calidad ovocitaria.>”

Durante los ciclos de fertilizacién in vitro con transfe-
rencia de embriones (FIV-TE), la estimulacién ovdrica es
fundamental para condicionar un desarrollo folicular mal-
tiple; sin embargo, esto puede modificar el balance hor-
monal fisiol6gico y afectar la foliculogénesis, lo que se vera
reflejado en la calidad de los ovocitos.®

Se ha observado que los niveles de estradiol y proges-
terona séricos se correlacionan con sus concentraciones
en liquido folicular; sin embargo, no se ha visto que va-
rien significativamente durante el desarrollo folicular en-
tre ciclos con o sin estimulacion.”

Se ha demostrado que el desarrollo y la madurez de
ovocitos se asocian de manera mas evidente con la rela-
cion estrégenos/andrégenos que con los valores indivi-
duales de éstos.® Autores como Westergaad o Seibel?1°
coinciden en que la relacién estrégenos/testosterona en
liquido folicular obtenido durante la fase folicular en mu-
jeres con ciclos regulares parece ser uno de los pardme-
tros mas precisos para distinguir los foliculos sanos de los
atrésicos, ya que los primeros presentan una cantidad
mayor de estrégenos.

Estudios realizados por Xia y cols.” dividieron los ovo-
citos en metafase Il en cuatro categorias de acuerdo al
tamano del espacio perivitelino, el primer cuerpo polar y
la presencia de inclusiones citoplasmaticas. La clasifica-
cién cuatro corresponde a los de mejor calidad, y al co-
rrelacionarlos con la proporcién estradiol/testosterona,
observaron que, cuando ésta es menor de 100, existe una
mayor cantidad de ovocitos clase uno y dos (mala cali-
dad), con tasas bajas de fertilizacién; por el contrario, cuan-
do esta relacién es mayor a 200, la presencia de ovocitos
clase tres y cuatro aumenta. Al correlacionar niveles de
estradiol/progesterona, se observé que cuando la propor-
cién se encontraba entre 0y 20, los ovocitos también eran
de mala calidad con abundantes inclusiones intracitoplas-
maticas, asociandose a tasas bajas de fertilizacion.

En otro estudio realizado por Paul y cols.,'" al determi-
nar niveles hormonales en liquido folicular en ciclos es-
pontaneos e inducidos con citrato de clomifeno o FSH

recombinante, observaron que mayores niveles de estra-
diol folicular se asociaban con mejor calidad ovocitaria,
ya que una relacién androstenediona/estradiol entre 0.04
y 0.06 presentaba ovocitos en metafase | y I, mientras
que los inmaduros con vesicula germinal, tenfan una pro-
porcién de 1.3 = 0.8, y los ovocitos en degeneracién de
9.4 £5.3.

A principios de la década de los 90 se postulé el término
de sindrome de foliculo vacio, reportandose una incidencia
de 2 a 7% aproximadamente, en un estudio realizado por
Bognar y cols.'? quienes observaron que los foliculos en los
que no se capturaron ovocitos presentaban una proporcién
progesterona/estradiol de 0.88 + 1.03 comparado con una
relacién de 5.67 = 1.7 en los foliculos donde sf se obtuvie-
ron ovocitos. Asimismo al comparar la proporcién androste-
nediona/estradiol, ésta fue de 0.45 = 0.27 vs 0.21 + 0.19
respectivamente, lo cual nos indica que alteraciones en el
microambiente folicular pueden transformar la maduracion
y desarrollo ovocitarios.

Por otra parte, Klein y cols.,’ en un estudio realizado
en mujeres entre 40 y 45 afos al comparar niveles de
estradiol, androstenediona y progesterona en liquido foli-
cular contra pacientes jévenes, observaron que no habfa
diferencia significativa en cuanto a niveles hormonales
foliculares, y que en ambos grupos los niveles de estradiol
y progesterona eran elevados y los niveles de testosterona
y androstenediona eran bajos, con una relacion estrége-
nos/andrégenos alta, asocidndose a foliculos maduros. Los
autores concluyeron que muy probablemente la funcién
del foliculo en relacién a la produccién hormonal en mu-
jeres mayores de 40 anos es normal o discretamente au-
mentada para compensar la deficiencia de los ovocitos.

Con base en lo anterior, se decidio realizar el presente
estudio prospectivo para valorar indirectamente el micro-
ambiente folicular y establecer la relacién que existe en-
tre los niveles hormonales intrafoliculares, evaluando de
manera indirecta la calidad y madurez ovocitarias.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron en el estudio 136 pacientes que ingresaron
al programa de Fertilizacién in vitro del Centro Especiali-
zado para la Atencién de la Mujer, con una edad prome-
dio de 33.8 = 5.0 anos. Previamente a su ingreso, se rea-
liz6 a cada paciente protocolo de estudio que inclufa: FSH,
LH y estradiol en el dia 2-4 del ciclo, progesterona y pro-
lactina en el dia 21-23 del ciclo, perfil tiroideo, quimica
sanguinea, biometria hemdtica, tiempos de coagulacién,
HIV, antigeno de superficie para hepatitis B, VDRL, perfil
Torch, cultivo cervicovaginal para Chlamydia y Mycoplas-
ma, y valoracién de cavidad uterina por histerosalpingo-
grafia o histerosonografia.
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La supresién hipofisiaria se realizé con el protocolo lar-
go de fase ldtea iniciando el dia 21 del ciclo previo con
acetato de leuprolide 0.5 mg sc. (Relisser Serono Lab.
México), y la estimulacion ovérica se realizé con meno-
tropinas (Pergonal Serono Lab. México) o FSH recombi-
nante (Gonal F Serono Lab. México), individualizindose
la dosis de acuerdo a la edad y niveles hormonales basa-
les en cada paciente (FSH, LH, estradiol). Se realiz6 moni-
toreo del esquema de estimulacién con ultrasonografia
endovaginal, utilizando transductor endocavitario de 4 Mhz
(Aloka SSD-1100).

Una vez que se observaron 3 o mas foliculos mayores
de 18 mm de didmetro y niveles de estradiol sérico de
200 pg/mL o maés por foliculo maduro, se aplicé hGC
10,000 sc (Profasi Serono Lab. México), y 36 horas des-
pués se programé la captura ovular, la cual se realizé por
via transvaginal con guia ultrasonogréfica tras sedacion de
la paciente.

Las muestras de liquido folicular fueron obtenidas de
foliculos mayores de 18 mm en los que se encontré ovo-
cito, y fueron almacenadas a —20°C.

Se realizaron determinaciones de estradiol en liquido a
través de fluorescencia con equipo VIDAS (Vitek System
Bio-Merieux), asi como de progesterona y testosterona por
medio de quimioluminiscencia con equipo ACS 180-SE
(Bayer Co LTD).

La calidad ovocitaria se valoré con base en el cuerpo
polar, espacio perivitelino, e inclusiones citoplasmadticas,”
determinandose 4 categorias: Grado 4: évulos que pre-
sentaron cuerpo polar y espacio perivitelino normales;
Grado 3: cuerpo polar fragmentado con espacio perivite-
lino normal; Grado 2: cuerpo polar normal, pero espacio
perivitelino alargado; Grado 1: évulos con alteraciones
tanto en el espacio perivitelino como en el cuerpo polar.
La madurez ovocitaria se catalogdé como “inmadura” cuan-
do se encontraban en profase y metafase I, y “madura”
cuando se observaban en metafase II.

El andlisis estadistico se realiz6 con Prueba P de Pear-
son y con t de Student con un intervalo de confianza del
95%, utilizando software SPSS 10.0.

RESULTADOS

La dosis de FSH utilizada fue de 4,762.5 = 1,285.5 Ul
por paciente por ciclo estimulado; el tiempo de esti-
mulacién fue de 13.2 = 1.2 dias, y los niveles de estra-
diol preovulatorio fueron 4,556.64 = 3,301.25 pg/mL
en promedio.

El nimero de ovocitos capturados fue en promedio
10.53 = 7.14 por paciente, de éstos, se encontraban en
profase 1 2.9 = 2.37, en metafase | 3.4 = 2.39 y en meta-
fase 11 6.19 = 5.32 (Figura 1).

Al realizar las determinaciones hormonales en liquido
folicular se encontraron niveles de estradiol de 887,879.77
+583,832.31 pg/mL por foliculo en promedio, progeste-
rona de 9,587.25 + 2,414.25 ng/mL y de testosterona
1,203.75 4 503.85 ng/mL.

Al correlacionar los niveles de estradiol séricos con los
niveles foliculares, se observé correlacion estadistica en-
tre éstos con prueba de Pearson al 95% de confianza con
p = 0.176 (Figura 2).

Al tratar de correlacionar los niveles hormonales de es-
tradiol en liquido folicular con la calidad o madurez ovo-
citarias, no se encontré ninguna asociacion estadistica, al
igual que con los niveles de progesterona (Cuadros [ y II).
Sin embargo, en relacién a la testosterona se observé que
en las pacientes que tenian niveles por debajo de 1,400
ng/mL presentaban una mayor cantidad de ovocitos en

6.19

% 3.4

2.9

Profase | Metafase | Metafase Il

Figura 1. Ovocitos obtenidos segun su madurez.
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Figura 2. Correlacion estradiol sérico y folicular.
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Cuadro I. Correlacion estradiol folicular con calidad y madurez ovocitarios.

Estradiol (pg/mL) < 300,000 301,000 a 600,000 601,000 a 900,000 > 900,000
Madurez ovocitaria

Profase | (%) 3.85 5.00 2.50 6.90
Metafase | (%) 23.08 32.50 32.00 17.24
Metafase Il (%) 73.08 62.50 65.00 75.86
Calidad ovocitaria

Grado 4 (%) 61.54 62.50 52.50 41.38
Grado 3 (%) 38.46 32.50 37.50 51.72
Grado 2 (%) 0.00 2.50 10.00 6.90
Grado 1 (%) 0.00 2.50 0.00 0.00

Sin significancia estadistica

Cuadro IlI. Correlacion progesterona folicular con calidad y madurez ovocitarias.

Progesterona (ng/mL) < 5,000 5,001-10,000 10,001-15,000 >15,000
Madurez ovocitaria

Profase | (%) 0.00 2.78 9.09 0.00

Metafase | (%) 14.29 33.33 27.27 29.17

Metafase Il (%) 85.71 63.89 63.64 70.83

Calidad ovocitaria

Grado 4 (%) 42.86 61.11 54.55 54.17

Grado 3 (%) 42.86 36.11 38.18 45.83

Grado 2 (%) 14.29 + 2.78 5.45 0.00

Grado 1 (%) 0.00 0.00 1.82 0.00

+ p < 0.05 en relacion a otros grupos.

Cuadro lll. Correlacion testosterona folicular con calidad y madurez ovocitaria.

Testosterona ng/mL <700 701 a 1,400 1,401 a 2,100 > 2,101
Madurez ovocitaria

Profase | (%) 0.00+ 5.75+ 13.64 60.00
Metafase | (%) 29.41 26.44 86.36 10.00
Metafase Il (%) 70.59+ 67.82+ 0.00 30.00
Calidad ovocitaria

Grado 4 (%) 64.71+ 58.62+ 45.45 20.00
Grado 3 (%) 35.29 37.93 40.91 60.00
Grado 2 (%) 0.00 2.30 13.64 20.00
Grado 1 (%) 0.00 1.15 0.00 0.00

+ p < 0.5 comparado con grupo 3y 4
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metafase 1l y con calidad excelente (Crado 4), con una
diferencia estadisticamente significativa a un intervalo de
confianza del 95% (Cuadro IlI).

Al establecer el indice estradiol/progesterona (E/P) en
liquido folicular, se dividié a las pacientes en dos grupos:
aquellas que presentaban una relacién E/P menor de 100
y aquellas que presentaban un indice mayor de 100. Los
resultados mostraron diferencias significativas importan-
tes en relacién a la calidad ovocitaria, ya que el porcenta-
je de ovocitos con buena calidad (Grado 4) fue del 59.26%
comparado con 35.71% del grupo dos. Por el contrario,
en el primer grupo, la cantidad de ovocitos de mala cali-
dad (Grado 1) fue menor en comparacién al segundo
(2.78% vs 17.86%), ambos estadisticamente significativos
a un intervalo de confianza del 95% (Cuadro IV).

Por otro lado, la relacion estradiol/testosferona (E/T)
mostré que, al dividir a las pacientes también en dos
grupos, existian diferencias significativas en funcién de
la madurez ovocitaria. Las pacientes que presentaban
una relacién E/T menor de 900 tuvieron mayor canti-
dad de ovocitos en profase | (17.4% vs 3.70%), mien-
tras que la cantidad de ovocitos en metafase Il dismi-
nuyé (59.6% vs 77.78%), siendo ambos resultados
estadisticamente significativos a un intervalo de con-
fianza del 95% (Cuadro V).

Al tratar de correlacionar niveles hormonales folicula-
res y porcentaje de fertilizacién ovocitarios no se observéd
asociacion entre ellos.

DISCUSION

El desarrollo y maduracién ovocitarios estan influenciados
por el microambiente hormonal presente durante la fase
folicular del ciclo ovarico. En este estudio efectuado en
pacientes a las cuales se realizé hiperestimulacion ovarica
controlada para ciclos de FIV-TE se observé que los nive-
les de estradiol en liquido folicular presentan una correla-
cion directa con sus concentraciones séricas, datos que
coinciden con lo reportado en la literatura por autores
como Xia y cols.”

Al analizar los niveles de estradiol, testosterona y pro-
gesterona por separado no se logré establecer alguna co-
rrelacion con la calidad o maduracién ovocitarias, lo cual
coincide con autores como Anderson en 19938 quizds
debido a que el desarrollo del 6vulo no dependa exclusi-
vamente de una sola hormona sino de la interaccion que
existe entre éstas.

En el presente estudio se observé que en las pacientes
que presentaban una relacion E/T menor, la cantidad de
ovocitos inmaduros se incrementaba, y por el contrario la
cantidad de ovocitos en metafase Il era menor, hallazgo
que coincide con estudios realizados por Fukuda y cols., '

o Xia y cols.” Lo anterior orienta a deducir que si bien es
importante la aromatizacion a nivel de células de la teca
para la madurez ovocitaria, los niveles de estrégeno con-
tinGan siendo fundamentales, estos hallazgos también fue-
ron reportados por Paul y cols, quienes encontraron en
ovocitos maduros la presencia de mayores niveles de es-
tradiol en liquido folicular, con una relacién androstene-
diona/estradiol baja, a diferencia de ovocitos inmaduros o
degenerados, en los cuales la relacion era mayor.!

Por otro lado al tratar de analizar el valor pronéstico
de la progesterona no se encontré que existiera alguna
correlacién con la calidad o madurez del ovocito, sin
embargo al correlacionar el indicie E/P se observé que en
pacientes con indices menores de 100, la presencia de
ovocitos clase cuatro (buena calidad) fue mayor y por el
contrario en aquellas que presentaban un indice superior
a 100 aumentaba la frecuencia de ovocitos de mala cali-
da, estos resultados coinciden con el estudio de Xia y

Cuadro IV. Correlacion estradiol/progesterona con
calidad y madurez ovocitarias.

indice E/P <100 > 100
Madurez ovocitaria

Profase | (%) 4.63 3.57
Metafase | (%) 27.78 21.43
Metafase Il (%) 67.59 75
Calidad ovocitaria

Grado 4 (%) 59.26* 35.71
Grado 3 (%) 37.96 46.43
Grado 2 (%) 2.78* 17.86
Grado 1 (%) 0.93 0

*p<05

Cuadro V. Correlacién estradiol/testosterona con
calidad y madurez ovocitarias.

indice E/T <900 > 900
Madurez ovocitaria

Profase | (%) 17.4* 3.70
Metafase | (%) 22.9 18.52
Metafase Il (%) 59.6* 77.78
Calidad ovocitaria

Grado 4 (%) 53.21 59.26
Grado 3 (%) 40.37 37.04
Grado 2 (%) 5.5 3.7
Grado 1 (%) 0.92 0

*p<05
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cols.,” quienes reportan una mayor cantidad de ovocitos
con inclusiones citoplasmaticas, que traducian mala cali-
dad en foliculos con relacién E/P baja.

Bognar y cols.,'? han reportado el “sindrome del folicu-
lo vacio” observando valores bajos en la relacién estradiol/
progesterona en estas pacientes, lo cual sugiere una altera-
cién en el proceso de luteinizacion.

Finalmente, con base en los resultados obtenidos en
el presente estudio, se puede concluir que el desarro-
llo y maduracién ovocitarios no dependen exclusiva-
mente de los niveles de estradiol intrafolicular, sino que
debe de existir un balance adecuado y propicio entre
las hormonas producidas por células de la teca y la
granulosa, los niveles de testosterona intrafolicular al
parecer juegan un papel importante en la maduracién
folicular, ya que se observé que entre menores niveles
de testosterona la calidad y madurez ovocitarias eran
mayores, lo que también traduce que indices E/T ele-
vados se asocian con ovocitos maduros, mientras que
el indice E/P bajo se correlaciona con ovocitos de bue-
na calidad.
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