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Expresion sérica e intrafolicular de
la concentracion de leptina como marcador
en las caracteristicas del desarrollo ovocitario

Vivian Cruz,* Clara Corona,** Alejandro Avendafio,*** Gerardo Barroso***

RESUMEN

Objetivo: Evaluar las condiciones de madurez ovular y desa-
rrollo embrionario a partir de la concentracion sérica e intrafo-
licular de leptina. Material y método: Estudio prospectivoy
observacional. Fueron incluidos un total de 30 ciclos de esti-
mulacion ovarica controlada para procedimientos de fecunda-
cion in vitro/inyeccién intracitoplasmatica del espermatozoide
(FIV/1CSI), en donde se realizé la medicién séricay de conte-
nido 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 ovérica controlada de 30 pacientes, subdivididas
en dos grupos de edades, menores y mayores de 35 afios, se
encontrd que no existen diferencias expresadas en los valores
basal es de hormona folicul oestimulante (FSH), hormona lutei-
nizante (LH) e IMC por disefio de estudio, pero existe una re-
lacion directamente proporcional entre los valores altos de es-
tradiol sérico y la cantidad de évulos fertilizados en pacientes
< 35 afios los cuales se correlacionan con una menor concen-
tracion de leptina en el dia 3 del ciclo y dia de aplicacién de
gonadotropina coridnica humana (hGC) los cuales mostraron
significancia estadistica (p < 0.05). Conclusién: Pacientes
mayores de 35 afios de edad |levadas a ciclos de estimulacion
ovérica presentan concentraciones mas elevadas de leptina sé-
rica e intrafolicular relacionadas con una concentracion baja
de estradiol, en donde esta condicion de contrarregulacion in-
trafolicular es expresada por un menor nimero de 6vulos fer-
tilizados y una disminucion en la calidad ovocitaria, requirien-
do posiblemente de mayor cantidad de gonadotropinas para su
estimulacion.
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ABSTRACT

Objective: To determine the conditions of egg maturity and em-
bryonic development serum and intrafollicular concentration of
leptine. Material and methods: Prospective and observational
study. A total of 30 cycles of controlled ovarian hyperstimulation
of IVF/ICS procedures were included, where concentration of
leptine in serum and intrafollicular fluid was measured. This
measure was made from individual follicles during the egg re-
treival where fertilization characteristics were evaluated. Results:
During a controlled ovarian hyperstimulation cycle of 30 patients,
divided in two groups of ages (< 35 y/o and > 35 y/0), there were
no differences on base serum levels of FSH, LH and IMC by study
design between groups. There exists a directly proportional rela-
tion between the high levels of serum estradiol and the quantity of
fertilized ova in patients < 35 y/o which respectively correlates
with a lower concentration of leptine in day 3 of the menstrual cy-
cle and day of application of hGC that demonstrated statistics sig-
nificance (P< 0.05). Conclusions: Patients > 35 y/o underwent
ovarian hyperstimulation cycles, showed higher concentrations of
serum and intrafollicular leptine related to a low concentration of
estradiol, where this condition of intrafollicular contraregulation
is expressed by a lower number of fertilized ova and reduction on
ovum quality, possibly requiring a higher amount of r-FSH for its
stimulation.

Key words: Leptine, follicular fluid, IVF, ICS.

INTRODUCCION

La foliculogénesis constituye la base fundamental
en la actividad ovarica, teniendo como propdsito
la produccién de esteroides ovéricos y la conse-
cuente maduracion 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 produccién de estra-
diol es el resultado integral en la activacion de en-
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Zimas esteroidogénicas a través de vias de trans-
cripcion para genes especificos.

Lafoliculogénesis ovarica esta sustentada por la
interaccion endocrino-paracrina para la madura-
cion ovocitaria, en la cual exista un adecuado des-
empefio de los mecanismos intracelulares entre cé-
lulas de la teca, granulosa y factores metabdlico/
regulatorios que se encuentran presentes en el li-
guido folicular. Este sistema de regulacion intrafo-
licular esta compuesto por diversas sustancias, las
cuales incluyen factores de crecimiento, citoqui-
nas, neuropéptidos y moléculas vasorreguladoras.
La homeostasis folicular permite el desarrollo de
ovulos sanos, fertilizables con una adecuada lutei-
nizacion y que dependen de una relacion estricta
entre moléculas de regulacion y proteinas de orden
angiogénico.!

El concepto de competencia ovular bajo el en-
torno de la arquitectura vascular perifolicular ha
sido previamente descrito en la transferencia de
embriones provenientes de foliculos en formaindi-
vidual.2 Algunos de estos factores producidos
dentro del liquido folicular y secretados a la circu-
lacion sistémica pueden, potencialmente, servir
como factor predictivo de mayor precision en el
desarrollo ovular y embrionario. El andlisis bioqui-
mico del contenido metabdlico intrafolicular (pre-
sencia de productos biometabdlicos, disolucién en
el contenido de O,/CO,, pH, factores de creci-
miento y proteinas reguladoras) ha 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 mecanis-
mos de fertilizacién y en el subsiguiente desarrollo
embrionario.3

Huey y colaboradores 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 rela-
cion sistole/distole) muestran una correlacion ne-
gativa en el proceso de divisiéon celular dentro de
las primeras 72 horas posteriores a la fertilizacion.

El desarrollo folicular ovérico, en ciclos de in-
duccién de la ovulacién, muestra una expresion
Unica caracterizada por diferencias cualitativas y

cuantitativas tanto de hormonas esteroideas,® pro-
teinas,* y en el contenido de oxigeno disuelto.? La
capacidad esteroidogénica de las células de la
granulosa y del camulos oophorus, incluyen una
secrecion de diversos factores de crecimiento.

Recientemente, se han identificado ciertos facto-
res relacionados con las condiciones de hipoxiay
competencia ovular, los cuales son producidos por
las células de la granulosa.

Uno de estos reguladores es el factor de creci-
miento vascular endotelial (VEGF), el cual se en-
carga de promover la expansién celular endotelial
y formacién vascular.? Por otro lado, se ha obser-
vado que la leptina acta como una proteina mo-
duladora involucrada en diversas actividades me-
tabolicas y de orden reproductivo.”® Aunque la
funcién de los genes de activacion de la leptina fo-
licular no ha sido determinada, la esteroidogénesis
ovarica’ y la preparacion del endometrio para la
implantacion ha sido sugerida anteriormente.®

Caracteristicas bioquimicas de la leptina

La leptina es un polipéptido no glicosilado de 146
aminoacidos, producido por el gen de activacion
ob, la cual fue descrita en 1994.° La forma precur-
sora de la leptina contiene 167 aminoacidos, sien-
do activada por la insercion del aminoacido 21 en
su cadena estructural. La leptina se encuentraen la
circulacion como una hormona proteica de 16
kDa, la cual es secretada predominantemente por
el tejido adiposo. Existe una relacion entre la con-
centracion plasmética de leptinay el adecuado es-
tado nutricional parala funcion reproductiva.l?

Mltiples investigaciones han demostrado |a par-
ticipacion de dicha hormona en la patologia de dife-
rentes enfermedades, entre las que se encuentran:
obesidad, anorexia nerviosa, diabetes mellitus, sin-
drome de ovario poliquistico, enfermedades inmu-
nes adquiridas, cancer, sindrome de Cushing y defi-
ciencia de hormona del crecimiento.!!

La relacion existente entre la expresion del gen
ob como familia de las citoquinas y la hipdfisis an-
terior, se relaciona desde el punto de vista repro-
ductivo con los procesos de ovulacion de las célu-
las de la teca, granulosa y en la subsiguiente ma-
duracion ovocitariay procesos de fertilizacion.1?
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Sistemas de retroalimentacién para
la expresion de leptina

La leptina actla como regulador de la funcion hi-
potalamo-hipdfisis-ovario, siendo ésta un indica-
dor metabdlico del gje reproductivo en primates,
donde la leptina incrementa la concentracion plas-
mética de hormona luteinizante (LH) y hormona
foliculoestimulante (FSH); asi como la amplitud y
la frecuencia de los pulsos de LH.12 La administra-
cion de FSH induce incrementos paral el os de con-
centracion en suero de estrogenos y leptina. 1415

Sefializacién de los procesos reproductivos
através de laleptina

La leptina actta como sefial periférica en el estado
nutricional que se requiere para la funcién repro-
ductiva, ya que bajas concentraciones plasmaticas
de ésta indican estados inadecuados de nutricion,
pudiendo prevenir embarazos no deseados, |los
cuales requieren de demandas energéticas adicio-
nales para soportar €l crecimiento del feto. Sin em-
bargo, la leptina no es un marcador sensible del
estado nutricional .16

Diversos estudios han demostrado que la leptina
tiene fluctuacion fisiol 6gica durante el ciclo mens-
trual y estas concentraciones son significativamen-
te mas bagjas en la fase folicular temprana, donde
la concentracion de leptina no esta influenciada di-
rectamente por la actividad de estrégenos y pro-
gesterona.l’

Durante la fecundacién in vitro (FIV) altos ni-
veles de leptina asociados con adiposidad estan re-
lacionados con una reduccién en la respuesta ovéa-
rica. Entonces, altas concentraciones de leptina
plasmética reducen |la respuesta ovérica a gonado-
tropinas, lo que lleva a un aumento en su dosis
para lograr una adecuada estimulacion ovérica.1®

Son pocos los estudios que relacionan la capaci-
dad del foliculo ovarico con la actividad y expre-
sion de la leptina dentro del liquido folicular. El
presente estudio pretende en forma prospectiva
evaluar la dinamica de los ciclos de estimulacion
ovaricay fertilizacion in vitro con la respuesta en
la expresion intrafolicular de leptina y su posible
papel como marcador de desarrollo ovérico.

\‘
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MATERIAL Y METODOS

Estudio prospectivo, observacional y aleatorizado
Ilevado a cabo en una institucion de investigacion
de tercer nivel dentro de la Ciudad de México. Un
total de 30 ciclos de fertilizacion in vitro (FIV)
fueron incluidos dentro del estudio de acuerdo a
los criterios establecidos de inclusion.

Criterios de seleccion y aleatorizacion

Pacientes entre 22 y 39 afios fueron incluidas den-
tro del estudio. Los parametros de reserva ovarica
fueron evaluados de acuerdo a la determinacion
sérica basal en un ciclo no estimulado (dia 3/5 del
ciclo) de hormona folicul oestimulante (FSH), hor-
monal luteinizante (LH) y estradiol (E,). Pacientes
con FSH > 10 mUI/mL por estudio de quimiolumi-
niscencia fueron excluidas del andlisis. Pacientes
con relacion FSH/LH de uno o mayor (sugestivo
de sindrome de ovario poliquistico) fueron tam-
bién eliminadas del estudio. Por consiguiente, se
selecciond una poblacion homogénea de mujeres
identificadas por su perfil endocrino basal. Las pa-
cientes fueron asignadas de acuerdo a su edad
(predictivo de respuesta ovular) en dos grupos. pa-
cientes < 35 afios (grupo 1) y pacientes > 35 afios
(grupo 1), lo cual se realiz6 en forma aleatoria.

Protocolo de induccién de la ovulacion

Todas las pacientes fueron suprimidas con agonis-
tas de la hormona liberadora de gonadotropinas
(aGnRH),* utilizando el protocolo largo de fase
[Utea media para la supresion hipotalamo-hipofi-
siaria. La GnRH fue iniciada en la fase |Utea media
previa al ciclo estimulado a una dosis de 0.5 mg/
diay reduciendo a 0.25 mg/dia a iniciar el primer
dia del ciclo menstrual, el cual se continud hasta la
administracion de gonadotropina coriénica huma-
na (hCG). Las pacientes recibieron FSH recombi-
nante** a partir del tercer dia del ciclo menstrual
con una dosis de 300 Ul. La dosis del medicamen-
to fue gjustada en forma individual para cada una

* Lucrin®, Laboratorios Abbot, Ciudad de México.
** Gonal-F®, Laboratorios Serono de México, Ciudad de México.
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de las pacientes, utilizando el protocolo de dismi-
nucion escalonada de la dosis (step-down). Cuan-
do se observé un minimo de tres foliculos > 18
mm a través de seguimiento folicular, se adminis-
traron 250 ug de hCG recombinante. Los ciclos
fueron cancelados cuando fueron reclutados me-
nos de tres foliculos en el octavo dia del ciclo esti-
mulado o si la concentracion de estradiol sérica se
incrementaba en forma inapropiada.

La aspiracion folicular se llevéd a cabo 34 a 36
horas después de la administracion de hCG. Uni-
camente se analizo el resultado de ovocitos pre-
ovulatorios maduros (metafase | y Il) durante el
tiempo de aspiracion. El proceso de inseminacion
dentro del laboratorio se lleva a cabo dependiendo
de laindicacion establecida para cada caso, estan-
dar o através de fertilizacion in vitro convencio-
nal o mediante inyeccion intracitoplasmética del
espermatozoide (1CSl).

El desarrollo embrionario se llevé a cabo utili-
zando un medio de cultivo (P1) hasta obtener de
seis a ocho células previas a la transferencia em-
brionaria. Un promedio de tres embriones fue
transferido a la cavidad uterina. Todas las pa-
cientes recibieron suplemento de fase IUtea con
progesterona micronizada (600 mg intravaginal
diariamente). Se realizé cuantificacion de la
fraccion beta de hormona gonadotropina cori6-
nica 12 dias posteriores a la transferencia em-
brionaria. El embarazo clinico fue definido
como la presencia de saco gestacional detectado
mediante ultrasonido dentro de las cinco a siete
semanas de gestacion.

Determinaciéon y medicién de
la concentracion de leptina

Latomay determinacion de la muestra de leptina
serica se llevo acabo el diatresy el diade la apli-
cacion de lahGC del ciclo estimulado; a posteriori
durante la aspiracion folicular se determiné la con-
centracion de leptina folicular utilizando un ensayo
inmunoenzimético tipo ELISA donde la concen-
tracion de leptina es determinada por una curva
estandar, usando un valor promedio de absorban-
ciade 0.1 pg/mL. Los coeficientes de variabilidad
fueron menores a 5%.

Evaluacion estadistica

De acuerdo con la distribucion en la poblacion de
estudio, fueron utilizadas pruebas paramétricas. La
prueba de Kolmogorov-Smirnov fue aplicada para
observar diferencias en los grupos de estudio rela-
cionados con la concentracion de leptina. Los da-
tos fueron expresados como su promedio + desvia-
cion estandar. El valor de p < 0.05 fue considera-
do como significativo.

RESULTADOS

Por e disefio de estudio, las caracteristicas demogra-
ficas para los dos grupos difieren en e promedio de
edad, siendo para € grupo | de 29.8 + 3.9 afios y
para el grupo Il de 38.6 + 2.8 afios (p = 0.0001). Sin
embargo, las concentraciones de FSH basales en €
dia3(6.1+£1.6vs7.8+41mU/ML),LH (54+34
vs 3.8 £1.3 mU/ML) e indice de masa corporal (25.1
+ 5.4 vs 229 + 1.4 kg/m?) no muestran diferencia
significativa entre @ grupo | y 11, respectivamente.

Al finalizar el ciclo de estimulacion ovarica, los
resultados mostraron una concentraciéon mayor de
estradiol para el grupo de pacientes menores de 35
anos (4,811.2 + 2,729.5vs 2,932.5 + 1,827.1) y €
numero de oOvulos fertilizables fue directamente
proporcional en este grupo (8.6 £ 5.2 vs 3.0 = 2.5)
expresado en el proceso de fertilizaciéon (Cuadro 1).

Se hace evidente que la concentracion de lepti-
na através del ciclo de estimulacién controlada es
significativamente mayor en pacientes del grupo |1
(> 35 afos), relacionandose directamente con los
procesos de fertilizacion antes mencionados, |os
cuales son presentados en el cuadro 1.

DISCUSION

El presente estudio fue aplicado a una poblacién se-
lecta de pacientes que cursaban con infertilidad y
gue contaban con indicacion para fertilizacion in vi-
tro. Las caracteristicas demogréficas para este estu-
dio fueron muy similares por su planteamiento ini-
cial; sin embargo, dos grupos de estudio fueron se-
leccionados (pacientes menores y mayores de 35
anos de edad) interpretado esto como €l grupo de pa-
cientes que tendran mejor respuesta a la induccion
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Cuadro |. Caracteristicas de la estimulacién ovérica.
Variable < 35 afios > 35 afios p
Grosor endometrial 111+ 23 116+ 1.8 NS
Concentracion
méxima de estradiol 4,811.2 + 2,729.5 2,9325 + 1,827.1 0.07
Dia de ovulacion 13+ 0.7 141+11 NS
Numero de 6vulos maduros 99+72 371+37 0.02
Ndmero de dvulos inmaduros 40+ 2.7 43+ 33 NS
Ovulos fertilizados (2 PN) 861+52 30+25 0.005
hGC = Gonadotropina coriénica humana. NS = No significativa.
de evolucion (< 35 afios), comparada con aquéllas Cuadro II. Evaluacion en la concentracion serica
en las que su respuesta serd menor (> 35 afios). y en liquido folicular (LF) de leptina.
Durante la fase de desarrollo folicular, cada évu- , ) )
lo en crecimiento dependera de caracteristicasen sy~ Vaniable <35 afios > 35 afios P
mlcroamble_nte muy especificas que estan directa- Leptina d, 0.04 + 0.05 011 + 0.10 0.04
mente relacionadas con la presencia de factores tan- .
. . . Leptina d 0.06 £ 0.04 0.22+0.25 0.05
to sistémicos como locales y que tendran una in- e
Leptina en LF 0.03 £0.02 0.07£0.12 NS

fluencia directa o indirecta en su desarrollo. Uno de
estos factores es la presencia de leptina, la cual ha
sido correlacionada tanto con la calidad embriona-
rial® como con el éxito en los tratamientos de fertili-
zacion in vitro.?° Diversos estudios han mostrado
unarelacion directa entre el indice de masa corporal
y la expresion de la leptina sérica,? a mismo tiem-
po gque se ha propuesto una correlacion negativa
entre la leptina con tasas de implantacion y embara-
Z0 en pacientes sometidas a fertilizacion in vitro.?2
Es conocido que la leptina posee una influencia en
la condicion reproductiva a actuar a nivel del ge hi-
potalamo-hipdéfisis-ovario y en forma directa sobre €
ovario y & endometrio.?>2* L os receptores para lepti-
na tienen tanto tgjido ovarico como endometria, 1o
gue confirma laimportancia de la leptina como un re-
gulador loca en lafuncion ovéricay endometrial .2
Es interesante observar que en el presente estu-
dio la variacion en la concentracion de leptina,
tanto sérica como folicular, tiene una expresion
marcada dependiendo de la edad, en donde pa-
cientes en condiciones de reserva ovéarica similar
(FSH, LH y estradiol en el dia 3 del ciclo iniciado)
mostraron una concentracion significativamente
menor. Gurbuz y colaboradores relacionaron no
solo una disminucién en la concentracion final de

NS = No significativa.

estradiol, sino también en el nimero de 6vulos ob-
tenidos a través de estas técnicas de reproduccion
asistida. En este estudio pudimos observar que la
concentracion maxima de estradiol y el nimero de
ovulos maduros al final de la estimulacion ovérica
fueron menores en aquellas pacientes mayores de
35 afios y a mismo tiempo tuvo una expresion di-
recta sobre la tasa de fertilizacion.

La consistencia en los resultados obtenidos a través
de este estudio son similares a los ya previamente re-
portados en laliteratura, de tal manera que se hace ne-
cesario € entendimiento de los procesos intrafolicula-
res relacionados con la expresion de este péptido para
comprender su efecto no sdlo en la estimulacién ovari-
ca, sino también en la expresion fina de todas estas
técnicas expresadas a través del embarazo.

En conclusion, podemos decir que la expresion
de la leptina puede servir como marcador de res-
puesta ovular y desarrollo embrionario relacionado
directamente a estos factores de expresion folicu-
lar y que pudieran tener un valor predictivo en los
resultados de fertilizacion in vitro.
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