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Las concentraciones intrafoliculares de esteroides sexuales y su
correlacion con las enzimas antioxidantes en la calidad de los ovocitos
en un programa de fertilizacion in vitro

Alberto Kably Ambe,* Julian Ruiz Anguas,* Esperanza Carballo Mondragén,* Samuel Karchmer Krivitsky*

RESUMEN

Objetivo: establecer una correlacion entre las concentraciones intrafoliculares de la enzima superéxido dismutasa, de estradiol y su
efecto en la calidad y madurez ovocitarias.

Tipo de estudio: prospectivo, descriptivo y observacional.

Pacientes y métodos: se incluyeron 41 pacientes que ingresaron al programa de fertilizacion in vitro y se les realiz6 la captura ovular. El
protocolo de estimulaciéon ovérica se efectué con FSH recombinante y antagonistas de GnRH con esquema multidosis. Se aspiré un
foliculo a la vez, se identifico el liquido folicular de cada ovocito capturado y se almacené a una temperatura de -20°C. Se obtuvieron 120
liquidos foliculares, en los cuales se realizd determinacién de estradiol, de la enzima superdxido dismutasa (SOD) y se relaciond con
calidad ovocitaria, tasa de fertilizaciéon y segmentacién. El andlisis estadistico se realizé mediante la prueba de ANOVA; la t de Student se
utiliz6 para comparar medias geométricas; la P de Pearson para establecer correlacion de variables continuas y la x2 para comparar
variables nominales.

Resultados: la edad promedio de las pacientes fue de 33.74+ 5.04 afios, el promedio de actividad de la enzima superdxido dismutasa fue
de 76.89% y la media geométrica de la concentracién enzimatica de 68.71 Ul/L. No se observaron diferencias significativas al comparar
las concentraciones de estradiol o de superdxido dismutasa, ni en su concentracion al correlacionarlos por separado en funcion de la
calidad y madurez ovocitarias. Sin embargo, se observé una correlaciéon moderada (P= 0.236) entre el porcentaje de inhibiciéon de la
enzima superodxido dismutasa y las concentraciones de estradiol intrafolicular, sobre todo en los subgrupos de ovocitos en metafase 2 y
posmaduros. Por lo que se refiere a la calidad ovocitaria, se observé una correlacion moderada (P= 0.218) para los ovocitos de buena
calidad al relacionar el porcentaje de la actividad de la superéxido dismutasa con la concentracion de estradiol. Se observé una correla-
cion significativa entre la concentracion de SOD y la concentracién de estradiol en los ovocitos de buena calidad (grado 4).
Comentarios: el desarrollo y madurez ovocitarios no s6lo dependen de los esteroides sexuales intrafoliculares o de la enzima superéxido
dismutasa, sino de la interrelacién que existe entre estas variables.

Palabras clave: calidad ovocitaria, superéxido dismutasa, estradiol intrafolicular. fertilizacion in vitro.

ABSTRACT

Objective: To establish a correlation between intrafollicular superoxide dismutase enzyme concentrations, activity with oestradiol levels,
and the effects on oocyte quality and maturity.

Study: Prospective, descriptive and observational.

Material and methods: Forty-one patients underwent IVF-ET program. The ovarian stimulation protocol was made with recombinant FSH
and GnRH antagonists. All follicles were aspirated one by one, and the follicular fluid was stored at a -20° C room temperature. We
retrieved 120 follicular fluids and performed the measurement of oestradiol and superoxide dismutase enzyme on each follicular fluid and
its correlation with fertilization and cleavage rates. Statistical analysis was carried out with ANOVA, t Student, x2 and P Pearson tests.
Results: Patients’ mean age was of 33.74 + 5.04 years, the mean of enzyme activity was of 76.89%, and the mean concentration of
superoxide dismutase enzyme was of 68.71 Ul/L. According to oocyte quality or maturity, no statistical differences were observed when
comparing oestradiol levels with superoxide dismutase enzyme concentrations. But when we analized both variables, we observed a
positive correlation in metaphase 2 oocytes (p = 0.236). When we correlated the superoxide dismutase enzyme activity with oestradiol
concentrations in relation to oocyte quality, a positive correlation in good quality oocytes was observed too (p = 0.218). We perceived a
strong correlation between SOD concentrations and oestradiol intrafollicular measurements in good quality oocytes.

Comments: Oocyte maturity and development are conditionated by a close relationship between SOD and intrafollicular oestradiol.
Key words: Oocyte quality, superoxide dismutase, intrafollicular oestradiol, in vitro fertilization.
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RESUME

Objectif : établir une corrélation entre les concentrations intrafolliculaires de I'enzyme superoxyde dimutase, d’cestradiol et son effet sur
la qualité et maturité ovocytaires.

Type d’étude : prospective, descriptive et observationnelle.

Matériel et méthodes : on a inclus 41 patientes qui sont entrées au programme de fertilisation in vitro et on leur a réalisé le prélevement
ovulaire. Le protocole de stimulation ovarienne s’est effectué avec FSH recombinante et I'utilisation d’antagonistes de GnRH avec schéma
multidose. On a aspiré un follicule a la fois, on a identifié le liquide folliculaire de chaque ovocyte prélevé et on I'a gardé a une température
de —20°. On a obtenu 120 liquides folliculaires, dans lesquels on a fait une détermination d’cestradiol, de I'enzyme superoxyde dismutase
(SOD) que s’est rattaché avec la qualité ovocytaire, le taux de fertilisation et segmentation. L'analyse statistique s'est effectuée a I'aide du
test ’ANOVA ; la t de Student a été utilisé pour comparer moyennes géomeétriques ; la P de Pearson pour établir corrélation de variables
continuelles et la x? pour comparer variables nominales.

Résultats : 'age moyen des patientes a été de 33.74 + 5.04 ans, la moyenne d’activité de I'enzyme superoxyde dismutase a été de
76.89% et la moyenne géométrique de la concentration enzymatique de 68.71 Ul/L. On n'a pas observé des différences significatives au
moment de comparer les concentrations d’'cestradiol ou de superoxyde dismutase, non plus dans leur concentration au moment de les
comparer séparément en fonction de la qualité et maturité ovocytaires. Toutefois, on a observé une corrélation modérée (P = 0.236) entre
le pourcentage d'inhibition de I'enzyme superoxyde dismutase et les concentrations d’cestradiol intrafolliculaire, surtout dans les sous-
groupes d’'ovocytes en métaphase 2 et post mdrs. En ce qui concerne la qualité ovocytaire, on a observé une corrélation modérée (P =
0.218) pour les ovocytes de bonne qualité au moment de rattacher le pourcentage de I'activité de la superoxyde dismutase a la concentration
d’cestradiol. On a observé une corrélation significative entre la concentration de SOD et la concentration d’'cestradiol dans les ovocytes de
bonne qualité (degré 4).

Commentaires : le développement et maturité ovocytaires ne dépendent pas seulement des stéroides sexuels intrafolliculaires ou de
I'enzyme superoxyde dismutase, mais de l'interrelation qui existe entre ces variables.

Mots-clé : qualité ovocytaire, superoxyde dismutase, oestradiol intrafolliculaire, fertilisation in vitro.

RESUMO

Objetivo: estabelecer uma correlagéo entre as concentragdes intra-foliculares da enzima superéxido dismutasa, de estradiol e seu efeito
na qualidade e maturidade oocitéarias.

Tipo de estudo: prospectivo, descritivo e observacional.

Material e métodos: incluiram-se 41 pacientes que ingressaram ao programa de fertilizagdo in vitro e foi praticada a captura ovular
nelas. O protocolo de estimulagao ovarica efetuou-se com FSH recombinante e o uso de antagonistas de GnRH com esquema multidose.
Aspirou-se um foliculo de cada vez, se identificou o liquido folicular de cada odcito capturado e se conservou a temperatura de -20°C.
Obtiveram-se 120 liquidos foliculares, nos quais se efetuou a determinacdo de estradiol, da enzima superdxido dismutasa (SOD) e se
relacionou com qualidade oocitéria, taxa de fertilizagdo e segmentacéo. A analise estatistica se efetuou mediante a prova de ANOVA; o
t de Student se utilizou para comparar médias geométricas; o P de Pearson para estabelecer correlacéo de varidveis continuas e a x2 para
comparar variaveis nominais.

Resultados: a idade média das pacientes foi de 33,74 + 5,04 anos, a média de atividade da enzima superdxido dismutasa foi de 76,89%
e a média geométrica da concentracéo enzimatica de 68,71 Ul/L. N&o se observaram diferencas significativas ao comparar as concentragdes
de estradiol ou de superdxido dismutasa, nem na sua concentragdo ao serem correlacionados isoladamente em fungdo da qualidade e
maturidade oocitarias. Observou-se, porém, uma moderada correlagéo entre a porcentagem de inibicdo da enzima superéxido dismutasa
e as concentracdes de estradiol intra-folicular, sobretudo nos subgrupos de odcitos em metafase 2 e pds-maduros. Pelo que refere-se a
qualidade oocitaria, se observou uma correlagdo moderada (P= 0,218) para os odcitos de boa qualidade ao relacionar a porcentagem da
atividade da superoxido dismutasa com a concentracdo de estradiol. Observou-se uma correlagao significativa entre a concentracéo de
SOD e a concentracéo de estradiol nos o6citos de boa qualidade (grau 4).

Comentérios: o desenvolvimento e maturidade oocitarias ndo dependem so6 dos esterdides sexuais intra-foliculares ou da enzima
superoxido dismutasa, mas da inter-relacdo que existe entre estas variaveis.

Palavras chave: qualidade oocitaria, superéxido dismutasa, estradiol intra-folicular. fertilizacéo in vitro.
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| episodio mas importante durante los
esquemas de estimulaciéon ovarica es el
crecimiento y maduracién folicular, cuyo
desarrollo debe monitorizarse adecuadamente a travées
de ultrasonidos y concentraciones séricas de estradiol.

Alrededor del dia de la ovulacién existe una
importante actividad angiogénica. Las células
germinales endoteliales crecen a partir de los capilares
y vénulas de la 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 microambiente
por el cual se nutre el ovocito y estad formado,
principalmente, por un exudado plasmatico de las
células foliculares. Durante el desarrollo y
maduracién foliculares aumenta el volumen del
liquido folicular y en las concentraciones de estradiol,
decisivas para la madurez 6ptima del ovocito.
Algunos autores postulan que las concentraciones de
estradiol, progesterona y prolactina intrafoliculares
pueden ser marcadores potenciales de la calidad
ovocitaria.?®*

Est4d demostrado que las concentraciones de
estradiol y progesterona séricas se correlacionan con
sus concentraciones en el liquido folicular; sin
embargo, no se ha visto que esta relacién varie
significativamente durante el desarrollo folicular entre
los ciclos con y sin estimulacion.

En un estudio realizado por nuestro grupo se
observo que existe una correlacion importante entre
las concentraciones séricas e intrafoliculares de
estradiol. Asimismo, la concentracion intrafolicular de
esteroides sexuales, especificamente la testosterona en
concentraciones inferiores a los 1400 ng/mL, se
relaciona con ovacitos maduros. El indice de estradiol/
progesterona intrafolicular menor a 100 se relaciona
con 6vulos fertilizados.®

Se reporta que, dentro del microambiente folicular,
los radicales libres de oxigeno interfieren con el
desarrolloy calidad ovocitarios, por lo que el equilibrio
oxidante-antioxidante en el ovario desempefia un
papel fundamental en la foliculogénesis y la capacidad
de fertilizacién del ovocito y del espermatozoide.®

Dentro de las principales enzimas antioxidantes, se
encuentra la familia de la superdxido dismutasa (SOD)
gue son metaloenzimas esenciales para el sistema de

defensa antioxidante contra aniones superéxido
implicados en varios procesos fisiopatoldgicos,
incluyendo la inflamacién e isquemia.®

En los tejidos de los mamiferos existen tres
isoformas de la superoxido dismutasa: dependiente
de cobre y zinc (Cu-Zn SOD), dependiente de
manganeso (Mn-SOD) y extracelular (e-SOD).’

Los tres subtipos se encuentran en el ovario y su
patron de expresion se relaciona directamente con las
gonadotropinas. Autores como Susuki® o Tomate®
sugieren que estas enzimas desempefian un papel
importante en el proceso de regresion lutea e inhiben
el fendémeno de apoptosis en el foliculo.

Se dice que la actividad de la superéxido dismutasa
en las células de la granulosa es dependiente de la
progesterona y que, a su vez, asume un papel
importante en la biosintesis de esteroides®en las
células de la teca interna.

Cabe sefialar que el desarrollo folicular y, por ende,
la madurez ovocitaria estdn determinados por una
estrecha relacion entre las concentraciones hormonales
intrafoliculares que nutren al ovocito y que interactdan
a la par con sustancias y hormonas antioxidantes
(superdxido dismutasa), las cuales inactivan a los
radicales libres de oxigeno y protegen contra su efecto
deletéreo del ovocito en desarrollo.

Con base en los estudios anteriores y con el objetivo
de establecer una correlacion entre las concentraciones
intrafoliculares de la enzima superéxido dismutasa y
las de estradiol, asi como su efecto en la calidad y
madurez ovocitarias, se decidié realizar un estudio
prospectivoy descriptivo en pacientes a las que se les
efectud fertilizacién in vitro y transferencia embrio-
naria (FIVTE).

MATERIAL Y METODOS

Se elabord un estudio prospectivo y observacional
entre mayo del 2003 y abril del 2004, en la unidad de
reproduccion asistida del Centro Especializado para
la Atencion de la Mujer del Hospital Angeles de las
Lomas, en el que se incluyeron 41 pacientes que
ingresaron al programa de FIVTE y a las cuales se les
realiz6 captura ovular.

El protocolo de estimulacion de las pacientes se
realizé con FSH recombinante, (Gonal F® Serono). Se
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utilizé el esquema multidosis de antagonistas de
GnRH Cetrorelix (Cetrotide® Serono).*

El monitoreo de la estimulacién ovarica se realizo
mediante ultrasonido endovaginal y determinaciones
de estradiol y LH. Se aplicé hCG recombinante arazon
de 250 mcg (Ovidrel® Serono) para inducir la
maduracion final ovocitaria. Al observar por lo menos
tres foliculos mayores de 18 milimetros, se programé
la captura ovular (después de 36 horas); ésta se realizé
bajo sedacion intravenosa. Se procedié a aspirar un
foliculo a la vez, con el fin de identificar el liquido
folicular de cada ovocito capturado.

El liquido folicular obtenido se almacené a una
temperatura de -20°C para su posterior evaluacion.

Los ovocitos capturados se valoraron en funcién
de su estadio de maduracion: profase, metafase 1 y
metafase 2. Por lo que se refiere a su calidad, se utiliz6
la clasificacion basada en el cuerpo polar, espacio
perivitelino e inclusiones citoplasmaticas.'? Se
determinaron cuatro categorias: grado cuatro, 6vulos
con cuerpo polar y espacio perivitelino normales;
grado tres, cuerpo polar fragmentado con espacio
perivitelino normal; grado dos, cuerpo polar normal
y espacio perivitelino alargado; grado uno, 6vulos con
alteraciones en el espacio perivitelino y en el cuerpo
polar.

Los ovocitos se incubaron individualmente en
medio P1 (Irving Scientific), adicionado con 10% de
SSS (Synthetical Serum Substitute® Irving Scientific)
durante cuatro a seis horas, segun el estadio de
maduracion.

Enseguida se efectu6 la inseminacién con una
concentracion de 250,000 espermatozoides por mL, los
cuales se mantuvieron en incubacion a 37°C, con una
concentracion del 5% de CO, y humedad del 99%
durante 15y 17 horas. La verificacion de la fertilizacion
se realizd 17 horas después de la inseminacién y se
determind la presencia de dos pronucleos.

Para la determinacion de la concentracion y
porcentaje de la actividad de la enzima superdxido
dismutasa se analizaron los liquidos foliculares de
cada ovocito transferido, mediante un ensayo
enzimatico y espectrofotémetro con SOD Assay Kit®
WST Lab.; mientras que las concentraciones de
estradiol intrafolicular se determinaron mediante
radioinmunoensayo.

El andlisis estadistico se realiz6 mediante la prueba
de ANOVA,; la prueba de lade latde Student se utilizé
para comparar medias y medias geométricas de las
variables; la p de Pearson para establecer correlacion
entre variables continuas y la x? para comparar
variables nominales. Asimismo, se utilizo el programa
estadistico SPSS Windows® (Microsoft Co).

RESULTADOS

La edad promedio de las pacientes fue de 33.74 + 5.04
afios. Se obtuvieron 120 liquidos foliculares, a los que
se les realizé determinacidn de la concentracion de la
superoxido dismutasa, asi como de su porcentaje de
actividad.

El promedio de actividad de la superdxido dismutasa
fue del 76.89%, mientras que la media geométrica de la
concentracion enzimatica folicular fue de 68.71 UI/L
con un rango entre 6.04 y 99.48 UI/L.

Con el fin de realizar el andlisis estadistico y
observar una distribucién normal de los valores del
porcentaje de inhibicién y de la concentracion de la
superdxido dismutasa, se decidioé convertir dicho
analisis en logaritmo natural de sus valores originales
y se denomind promedio geométrico.

Los valores de estradiol intrafolicular se transfor-
maron de picogramos/mL a nanogramos/mL, debido
a que las concentraciones eran muy altas y era mas
adecuado para fines estadisticos.

Al correlacionar las concentraciones del promedio
geométrico del porcentaje de inhibicién y de las
concentraciones de estradiol intrafolicular, se observo
una correlacién moderada p = 0.236 (figura 1). Para
los subgrupos de ovocitos en metafase 2 y
posmaduros, la correlacién fue mas estrecha.

De acuerdo con la madurez ovocitaria, no se aprecio
correlacién entre ambas variables (figura 2) al asociar
las concentraciones de estradiol intrafolicular y el
promedio geométrico de la concentracion de la
superéxido dismutasa.

Con respecto a la calidad ovocitaria, al relacionar
el promedio geométrico del porcentaje de la actividad
de la super6xido dismutasa intrafolicular con la
concentracién de estradiol se observé una correlacion
moderada (p = 218), en especial para los ovocitos con
calidad 3y 4 (figura 3).
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Figura 1. Correlacién del porcentaje de inhibicién y concentracién de estradiol de acuerdo con la madurez ovocitaria.

Al asociar el promedio geométrico de la concen-
tracion de la superdxido dismutasa con la
concentracién de estradiol en funcién de la calidad
ovocitaria, se observé que solo existia correlacion
estadisticamente significativa con los ovocitos de
buena calidad (grado 4), (figura 4).

En relacién con el grado de madurez ovocitaria, al
comparar las concentraciones de estradiol intrafoli-
cular se observé que los ovocitos en metafase 2 tenian
mayor concentracion de estradiol intrafolicular
(1726.40 ng/mL) que los ovocitos en metafase 1 y
posmaduros (1428.70 ng/mL y 1397.30), sin una
diferencia estadisticamente significativa (figura5).

Al correlacionar las concentraciones de estradiol
intrafolicular con la calidad ovocitaria, se encontré que
los ovocitos de mejor calidad (grado 4 y grado 3) tenian
concentraciones de estradiol intrafolicular mas bajas
que los ovocitos de mala calidad; 956.2 ng/mL y
1346.80 ng/mL vs 1660.45 ng/mL y 1914.80 ng/mL,
pero sin diferencia estadistica (figura 6).

Al comparar el porcentaje de inhibicidn de la
enzima superoxido dismutasa en relacién con la

madurez ovocitaria, se observé un porcentaje de
actividad muy similar en los grupos, sin encontrar
diferencias estadisticamente significativas (figura 7).

No se observaron diferencias estadisticas entre los
grupos (figura 8), al comparar el promedio geomé-
trico del porcentaje de inhibicion con la calidad
ovocitaria.

COMENTARIOS

En el estudio aqui reportado se observé y confirmoé
gue el microambiente folicular constituido por un
medio rico en esteroides sexuales interviene en el
desarrolloy calidad de los ovocitos, durante los ciclos
de hiperestimulacién ovarica controlada en programas
de fertilizacion in vitro. Estos datos coinciden con
reportes bibliogréficos previos.?®

Se observaron datos interesantes y a la vez
controvertidos en relacién con lo reportado en la
bibliografia, al analizar por separado las variables de
estradiol intrafolicular y el porcentaje de actividad
antioxidante de la enzima superéxido dismutasa.
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Figura 3. Correlacion de la superoxido dismutasa y las concentraciones de estradiol de acuerdo con la calidad ovocitaria.
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Figura 5. Concentraciones de estradiol de acuerdo con la madu-
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No se observ6 una correlacidon estadisticamente
significativa entre las concentraciones de estradiol
intrafolicular y la calidad o madurez ovocitarias;
mas bien se aprecio cierta tendencia a que los
ovocitos con mayor calidad (Grado 3y 4) o en
metafase 2 tuvieran concentraciones discretamente
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Figura 6. Concentraciones de estradiol folicular de acuerdo con
la calidad ovocitaria.

mayores de estradiol, en relacién con su contraparte
(ovocitos de mala calidad e inmaduros). Estos datos
difieren de los reportados por Botero y Ruiz, quienes
sefialaron que a mayores concentraciones de
estradiol intrafolicular mejor calidad y madurez
ovocitarias.
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion de la superdxido dismutasa en
relacion con la calidad ovular.

Al analizar el porcentaje de actividad de la enzima
superdxido dismutasa, no se demostré una correlacion
estadistica entre la calidad ovocitaria y su madurez
que representa la capacidad antioxidante e
inactivacion de los radicales libres de oxigeno, puesto
que los porcentajes de la actividad de la enzima fueron
muy similares al compararlos con la calidad ovocitaria
y su madurez, contrario a lo que autores como Tamate®
reportaron: a mayor actividad de enzimas antioxi-
dantes (SOD) mejor calidad ovocitaria.

Sin embargo, son pocos los estudios que han
descrito la interaccion que existe entre las concentra-
ciones de estradiol intrafolicular y las de la enzima

superoxido dismutasa o0 su porcentaje de actividad.
No se observaron correlaciones estadisticamente
significativas al analizar las variables por separado,
como se menciond en los péarrafos previos. No
obstante, al evaluar los resultados se encontré una
correlacion lineal entre las concentraciones de estradiol
intrafolicular y el porcentaje de actividad de laenzima
superoxido dismutasa, el cual fue estadisticamente
significativo. Lo anterior indica que existe una
interaccion estrecha entre la produccion de esteroides
intrafoliculares y el equilibrio oxidante-antioxidante
del foliculo, el cual estd condicionado principalmente
por la enzima antioxidante. Se aprecidé que esta
asociacion tuvo mayor significado estadistico en
ovocitos que se encontraban en metafase 2y en los de
buena calidad (grupo 3), que en los ovocitos en
metafase 1 y posmaduros. Por los motivos aqui
expuestos y con base en los resultados encontrados,
puede postularse que el desarrollo y madurez
ovocitarios durante ciclos estimulados con esquemas
especificos para fertilizacién in vitro no dependen
exclusivamente de la concentracién de esteroides
séricos o intrafoliculares, puesto que el equilibrio
antioxidante y la homeostasia existentes en los
radicales libres de oxigeno del foliculo también
interfiereny, a su vez, pueden verse influidos por una
serie de variables (edad de la paciente y protocolo de
estimulacion).
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