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Resumen

En el presente trabajo, se estudid la relacién en-
tre la edad y el estrés oxidativo en fluidos foliculares
provenientes de pacientes con infertilidad por sindrome
de ovario poliquistico (SOP), endometriosis (EDT) y
con baja respuesta ovdrica (BR), N=15/grupo. El gru-
po de mujeres controles (N=15) estaba compuesto por
pacientes que presentaban infertilidad por factor mascu-
lino o por diagnéstico de factor tubo-peritoneal. Encon-
tramos que en mujeres controles mayores de 33 afios,
se producia un incremento del estrés oxidativo en los
fluidos foliculares comparado con mujeres del mismo
grupo pero menores de 33 afios de edad. Tanto los flui-
dos foliculares de las pacientes del grupo SOP como de
las de los grupos EDT y BR presentaban un incremento
del estrés oxidativo con respecto a los controles. Cabe
sefialar que cuando estas pacientes pertenecian al grupo
de mas de 33 afos de edad, el incremento del estrés oxi-
dativo era mds marcado que en las menores de 33 afios.
El estrés oxidativo se manifest6 con una disminucién en
los niveles de defensas antioxidantes, pero cuando ese
estrés oxidativo de los fluidos foliculares se hacia mas
importante, se producia un aumento de las defensas an-
tioxidantes. De los tres grupos de pacientes estudiadas,
SOP, EDT y BR, el dltimo grupo, BR, fue el que presen-
té un estrés oxidativo mds importante, aun en mujeres
menores de 33 afios de edad. Dado que aun en condicio-
nes de estrés oxidativo importante, la oxidacién lipidica
no se modificd, podemos sugerir que los mayores dafios
estarfan produciéndose en proteinas y ADN.
Palabras clave: sindrome de ovario poliquistico, endo-
metriosis, pacientes con baja respuesta ovdrica, estrés
oxidativo, defensas antioxidantes, infertilidad.

Abstract

The present investigation studied the relation-
ship between age and oxidative stress from infertile pa-
tients with polycystic ovary syndrome (SOP), endome-
triosis (EDT) and low responder patients (BR), N =15/
group. The control group was formed by infertile couple
by male causes or tube-peritoneal reasons. We found in-
creased oxidative stress in follicular fluid from women
who were more than 33 years old compared with those
who were less than 33. In addition, the oxidative stress
of the follicular fluids from patients with SOP, EDT and
BR were higher than those from controls. The oxidative
stress was characterized by the decrease of antioxidant
defenses; however, when oxidative stress was increased,
the antioxidant defenses were increased. Comparing the
three pathologies, the group BR showed the most impor-
tant oxidative stress, even when the patients were younger
than 33 years old. In view that even in the presence of
an important oxidant environment, the lipid peroxidation
did not change, we suggest that the damage caused by the
increased oxidative stress might be in proteins or DNA.
Key words: polycystic ovary syndrome, endometriosis,
low-responder patients, oxidative stress, antioxidant de-
fenses, infertility.

Introduccién

La capacidad reproductiva de las mujeres decae
luego de los 30 afios de edad!. Esto se atribuye a la dis-
minucién de la cantidad pero también de la calidad de
la reserva de ovocitos®. La mayoria de los foliculos pri-
mordiales se forman durante la vida fetal, sin embargo,
recientemente se han encontrado células germinales o
stem-cells en ovario de mamiferos posnacimiento®. Lue-
go del estimulo, los ovocitos primarios que permanecian
detenidos comienzan su desarrollo hasta formar un fo-
liculo apto para ser ovulado. Este evento periddico se
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repite aproximadamente hasta los 50 afios de edad de la
mujer y, como es de suponer, los ovocitos de mujeres de
mas edad se encuentran expuestos a un ambiente que se
corresponde con un ovario “envejecido™ y, por lo tanto,
a factores que comprometen la microcirculacién que ro-
dea al ovocito en desarrollo’.

El metabolismo oxidativo es esencial para el fun-
cionamiento de las gametas y el embrién porque a par-
tir de €l se produce energia e, inevitablemente, especies
reactivas del oxigeno (ROS). A bajas concentraciones, las
ROS actian como mensajeros secundarios y modulan la
expresion génica de procesos fisioldgicos de las gametas
y los embriones®, pero a altas concentraciones, la acumu-
lacién de ROS produce lo que se conoce como “estrés
oxidativo”. Bajo estas condiciones de dafio oxidativo, se
generan dafios a moléculas y estructuras que conducen
a efectos deletéreos de la funcién celular. Se sabe que el
dafio peroxidativo estd asociado al proceso de envejeci-
miento. De hecho, lo que se conoce como “Teoria de los
radicales libres del envejecimiento” postula que el estrés
oxidativo es la causa principal del envejecimiento celular
y el dafio a moléculas’. Es por ello que el estrés oxidativo
es responsable, en parte, de la reducida capacidad repro-
ductiva asociada al envejecimiento. Se ha demostrado que
en ratones administrados con antioxidantes se revertia la
disminucién de la calidad ovocitaria como consecuencia
de la edad avanzada?, y por el contrario, la exposicién de
ovocitos o embriones a agentes oxidantes genera las mis-
mas condiciones adversas que las que se observan en ovo-
citos y embriones de ratones de edad avanzada®.

En el ovario, la fisiologia de las ROS se encuen-
tra finamente regulada por las defensas antioxidantes
que involucran complejos enzimaticos y vitaminas'®. La
enzima superdxido dismutasa (SOD) remueve la pro-
duccién de radical superéxido con la produccién de pe-
roxido de hidrégeno, luego el peréxido de hidrégeno se
metaboliza por la enzima catalasa (CAT) o glutatién pe-
roxidasa con la conversion de metabolito glutatién redu-
cido (GSH) a oxidado (GSSG). La cadena de reacciones
antioxidantes se completa luego que el GSSG se vuelve
areducir a GSH en presencia de NADPH (nicotinamida-
adenina-dinucledtido-fosfato). Por otra parte, la célula
posee mecanismos de defensas antioxidantes que estdn
dados por metabolitos, como el glutation (GSH), enzi-
mas (como la CAT y la SOD) o por vitaminas, como la
vitamina C'°.

Se ha demostrado que el estrés oxidativo esta
involucrado en patologias reproductivas femeninas
como abortos recurrentes, preeclampsia, diabetes, em-
briopatias fetales, endometriosis, ovario poliquistico,
entre otras, y también masculinas!!. Sin embargo, atin no
estd claro el papel de las ROS en las diferentes etiologias
de infertilidad y cémo influye la edad de la paciente!!.

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es
una patologia heterogénea caracterizada por anovula-
cién, hiperandrogenismo y una morfologia ovarica ca-
racteristica que a la ecografia se observa como micro-
foliculos dispuestos en forma de corona. Si bien no se
ha determinado atn la fisiopatologia de esta entidad, se
cree que el hiperandrogenismo del ovario conduciria
a una resistencia de los multiples foliculos antrales al
efecto de las gonadotrofinas. Algunos estudios'? han de-
mostrado diferentes grados de actividad folicular oxida-
tiva en pacientes con diagnéstico de SOP. Creemos que
el desbalance oxido-reductivo intrafolicular podria con-
ducir a dafio celular y alterar la funcién folicular con el
consiguiente efecto deletéreo sobre la calidad ovocitaria.

La EDT es una patologia ginecoldgica frecuen-
te, manifestada por una variedad de cuadros clinicos que
abarcan desde pacientes asintomaticas a pacientes con
dolor pelviano crénico e infertilidad. Debido a que la in-
flamacién crénica juega un rol importante en la fisiopa-
tologia de la enfermedad, las ROS han sido implicadas
en su fisiopatologia'>!4,

Las pacientes con BR contindan siendo un
enorme desafio en el campo de la reproduccién asisti-
da. Es escasa la bibliografia pertinente a marcadores que
aumenten el conocimiento de la dindmica folicular en
estas pacientes'.

Por todo lo expuesto, el presente trabajo tuvo
como objetivo general establecer si la edad de las pacien-
tes con diferentes patologias reproductivas es una condi-
cién adversa en la regulacion del estrés oxidativo de flui-
dos foliculares.

Los objetivos especificos fueron:

Determinar en controles y en pacientes con
SOP, EDT y BR el balance oxidante-antioxidante en
fluidos foliculares. Establecer si la edad modifica estos
parametros.

Para cuantificar el estrés oxidativo, estudiar en
los fluidos foliculares de los cuatro grupos la peroxida-
cién lipidica (LPO) y, como mecanismos antioxidantes,
la actividad de la SOD y los niveles de GSH total.

Materiales y métodos
Pacientes y tratamientos

Entre el 1° de febrero de 2009 y el 1° de no-
viembre del mismo afio, se analizaron 60 ciclos (igual
nimero de pacientes) del Programa de Fertilizacion
Asistida del Instituto de Fertilidad Pregna. Las pacientes
firmaron en todos los casos el consentimiento informado
institucional. El trabajo fue aceptado por nuestro Comité
de Docencia e Investigacion. La totalidad de las pacien-
tes fueron estudiadas segtin las Normas de diagndstico
y tratamiento de nuestro Manual de Procedimientos. Se



analizaron 4 grupos de 15 muestras cada uno. En todos
los casos, se compararon los resultados de la patologia
de interés versus los controles. Definicién de las etio-
logias de infertilidad: 1) SOP: definido segin criterios
de Rotterdam (Rotterdam Consensus Workshop Group,
2003'2); 2) EDT: definida segtin criterio laparoscopico
presente o pasado; 3) BR: definida como pacientes me-
nores de 40 afios y con menos de 5 ovocitos captados en
la puncidn, sin otro diagndstico aparente de infertilidad;
4) Controles: pacientes con infertilidad por factor mas-
culino o diagndstico de factor tubo-peritoneal diferente
a EDT. La totalidad de las pacientes fueron estimuladas
con FSH recombinante (Puregon®, Merck Organon o
Gonal-F®, Merck-Serono) a dosis establecidas segtin
criterio médico, con el agregado de LH urinaria (Me-
nopur®, Ferring), segin criterio. Todas las pacientes
fueron inhibidas con esquemas fijos de antagonistas de
la GnRH (Cetrotide® 0,25 mg Merck-Serono u Orgalu-
tran® 0,25 mg Merck Organon) a dosis diaria, comen-
zando entre los dias 6 o 7 del ciclo de estimulacién (dia
5-6 de medicacién). Cuando las pacientes presentaron 3
o mds foliculos mayores de 18 mm, se les indicé 10.000
UI de gonadotrofina coriénica humana (hCG) (Preg-
nyl®, Merck Organon o Gonacor®, Ferring) o gona-
dotrofina coriénica recombinante en dosis de 250 mcg
(Ovidrel®, Merck-Serono). Todas las punciones se rea-
lizaron entre 34 y 36 horas posteriores a la aplicacién de
la hCG. Todas las pacientes recibieron anestesia local
con lidocaina al 1% en fondo de saco lateral vaginal,
mds el agregado de sedacién anestésica con propofol por
via intravenosa a dosis ajustada por kg de peso. Para la
puncién transvaginal se utiliz6 un equipo Mindray Di-
giprince (DP3300) con sonda de 6,5 mHz transvaginal.
Todas las punciones se realizaron con agujas simple via
(Monalisa® o Cook® 16 gauge). Para la recoleccion
del liquido folicular, primeramente se realiz6 el lavado
y purgado de la via y la aguja. El volumen residual se
descartd para la puncién del primer foliculo accesible
(didmetro mayor de 18 mm). Los fluidos foliculares con
sangrado importante fueron descartados y se procedié a
punzar el primer foliculo del ovario contralateral. Una
vez aspirado, el liquido folicular fue entregado al labora-
torio para la identificacién del ovocito y su aislamiento.

Muestras de fluido folicular

Las muestras fueron congeladas inmediatamen-
te después de finalizada la puncién. Una vez obtenidas
todas las muestras, se procedié a su descongelamiento
y fueron centrifugadas a 3000 g durante 10 minutos a
4 °C. Se separaron las células de la granulosa del fluido
folicular, el cual se almacen6 a -80 °C en tubos de poli-
propileno estériles hasta su uso.
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Determinacion del indice de LPO

El estrés oxidativo es la acumulacién de ROS
de manera excesiva cuando los mecanismos antioxidan-
tes fallan o se ven sobrepasados durante condiciones pa-
toldgicas agudas o crénicas. Se puede manifestar como
oxidacién de lipidos (tal como es el caso de la LPO) que
provoca dafio y, por consiguiente, la alteracién de la mem-
brana celular. Esta alteraciéon produce anomalias funcio-
nales caracterizadas por la pérdida de la funcionalidad
de receptores de membrana y, por lo tanto, una respuesta
celular disminuida. Pero ademas, el estrés a través del au-
mento de las ROS puede inducir oxidacién descontrolada
de proteinas y dafio al ADN celular. El dafio a proteinas y
a ADN no es evaluado por la técnica de LPO.

En resumen, el fundamento de esta técnica es:
cuando el estado oxidativo de las células estd incremen-
tado se producen reacciones que involucran radicales
libres sobre los dcidos grasos de las membranas. Estas
reacciones tienen, entre sus subproductos, el malondial-
dehido (MDA)'®.

La técnica de cuantificacién de la LPO se basa
en que el MDA (como dijimos, principal subproducto de
la LPO) es capaz de reaccionar con 4cido tiobarbitirico
(TBA) cuya reaccién produce un reactivo de color que
puede cuantificarse a 535 nm en espectrofotémetro. Los
resultados se expresan en nmol/mg proteinas.

Determinacion de la actividad de la enzima antioxidan-
te SOD

El método utilizado para determinar la activi-
dad de la SOD!7 se basa en la habilidad que tiene esta
enzima para inhibir la autooxidacién de la epinefrina a
pH=10,2 y a una temperatura de 30 °C. La oxidacién de
la epinefrina es seguida por la formacién del adrenocro-
mo, que tiene un maximo de absorbencia a 480 nm. Los
resultados se expresan en Ul/mg proteina.

Determinacion de los niveles de metabolito antioxidante
GSH

Como hemos mencionado, las células son capa-
ces de contrarrestar el estrés oxidativo mediante meca-
nismos antioxidantes, entre ellos se encuentra el GSH.
El método'’ se basa en la reaccién de reduccion del 4ci-
do 5,5,-ditiobis-2 nitrobenzoico (DTNB), llevada a cabo
por el GSH, en medio reductor. Al reducirse, el DTNB
forma compuestos coloreados, que es posible cuantificar
a 412 nm. Los resultados se expresan en micromol/mg
proteina.

Cabe destacar que ante una respuesta al estrés
oxidativo, las defensas antioxidantes se ven disminuidas
debido a que se consumen en respuesta a la cadena de
mecanismos antioxidantes. Sin embargo, cuando la si-
tuacion de estrés es mas severa, estos mecanismos an-
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tioxidantes se activan de tal manera que se observa un
incremento de las defensas antioxidantes con respecto a
situaciones de estrés controlado.

Concentracion de proteinas

Las proteinas fueron determinadas en el fluido
folicular de los cuatro grupos mediante la técnica de
Bradford.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando el
programa Instat (GraphPAD software, San Diego, CA,
USA) y el test de andlisis de la varianza (ANOVA) co-
rregido con Bonferroni de comparaciones miltiples. Se
consideraron significativas las diferencias entre media-
nas de P<0,05.

Resultados
Efecto de la edad sobre el estrés oxidativo en pacientes
con infertilidad a causa del SOP, la EDT y la BR

En la Tabla 1 pueden compararse los niveles de
estrés oxidativo (LPO, y de las defensas antioxidantes
SOD y GSH) de los fluidos foliculares correspondientes
a los grupos controles, SOP, EDT y BR y clasificados
por edad de las pacientes. Analizando la Tabla, vemos
que en el grupo perteneciente a las pacientes controles,
a mayor edad (grupo control >33 afios), las defensas an-
tioxidantes disminuyen significativamente con respecto
a controles <33 afios. La disminucién mds marcada es
la de la actividad de la SOD, lo que implica un aumento
en la acumulacién de radical superdxido (sustrato de la
SOD). Asimismo, el hecho de que las mujeres >33 afios

presenten una disminucién en los niveles de GSH gene-
raria la acumulacién de peréxido de hidrégeno.

En mujeres con SOP, a mayor edad de las pa-
cientes se observa mayor estrés oxidativo de los fluidos
foliculares tal como lo indica el incremento de la LPO,
y como respuesta a este estrés oxidativo generado, se
produce el aumento en las defensas antioxidantes SOD
y GSH.

En pacientes diagnosticadas con EDT, si bien
no existe diferencia significativa en la LPO con respecto
a la edad, las defensas antioxidantes se encuentran alte-
radas, con una disminucién de la actividad de SOD y un
aumento del GSH en pacientes >33 afios con respecto a
las mujeres <33 afios de edad.

No se encontraron diferencias significativas en
la LPO entre pacientes BR <33 o >33 afios. Tampoco se
vieron diferencias significativas en los niveles de antio-
xidantes SOD y GSH entre los grupos <33 y >33 afios de
edad, en los fluidos foliculares de estas pacientes.

El estrés oxidativo en pacientes con infertilidad a causa
del SOP, la EDT y la BR

La Figura 1 muestra la LPO en mujeres con
SOP, EDT y BR en el fluido folicular de pacientes <33
afios. Las pacientes con SOP presentan una disminucién
significativa de LPO (Fig. 1a vs. b) con respecto a los
controles. Esto puede deberse al establecimiento de un
importante estado proinflamatorio que presentan estas
pacientes, que se tradujo en un aumento significativo en
la produccién de prostaglandinas en el fluido folicular
(datos no presentados). Mds atn, se ha demostrado que
en condiciones de estrés oxidativo acompaiiado con es-

Control <33| Control >33 SOP <33 SOP >33 EDT <33 EDT >33 BR <33 | BR >33
1,42 1,44+0,04 1,57 1,63 1,43 1,33
LPO + 1,44+0,05 1,23+0,024 P<0,0001 + + + +
0,08 vs. SOP <33 0,069 0,07 0,023 0,02
5,75+0,06 0,64+0,04
6,22 0,32+0,11 0,86+0,07 P<0,0001 0,76+0,02 P<0,0003 7,25 7,36
SOD + P<0,0001 P<0,0001 vs. control >33 | P<0,0001 vs. control >33 + +
1,26 vs. control <33 | vs. control <33 y vs. control <33 y 0,70 0,80
vs. SOP <33 vs. EDT <33
0,0166
0,00360 0.0033 + 0,0060 0,0070+0,0002
0,00450 + ! 0,0001 + P<0,0001 0,008 | 0,0070
GSH + 0,00026 0 O%O] P<0,0001 0,0002 vs. control >33 + +
0,0009 P<0,001 mirol <33 | V5 control >33 | P<0,0001 y 0,0009 | 0,0009
vs. control <33 | V8- control = y vs. control <33 EDT <33
vs. SOP <33

Tabla 1. Comparacién del estrés oxidativo y mecanismos antioxidantes en fluido folicular de mujeres con distintas patologias
reproductivas: SOP, EDT y BR. Controles: pacientes con infertilidad por factor masculino o diagnéstico de factor tubo-peritoneal
diferente a endometriosis. Los estimulos se detallan en la seccién Materiales y métodos.
LPO: indice de peroxidacién lipidica (nmol/mg proteina); GSH: niveles de antioxidante glutatién (micromol/mg proteina); SOD:
niveles de antioxidante superéxido dismutasa (Ul/mg proteina); N=15 pacientes por grupo; se utilizé ANOVA test.
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Figura 1. Determinacién del indice de LPO en fluido folicular
de pacientes menores de 33 afios de edad con distintas pa-
tologias reproductivas: SOP, EDT y BR. Controles: pacientes con
infertilidad por factor masculino o diagnéstico de factor tubo-
peritoneal diferente a endometriosis. Los estimulos se detallan en
la seccién Materiales y métodos. Cada columna representa la
mediana + desviacién estdndar de N=15 pacientes por grupo,
se utilizd ANOVA test para andlisis de diferencias significativas,

a vs. b (P<0,001); a vs. c (P<0,001).

tado proinflamatorio, se produce una disminucién de la
LPO en un efecto de retroalimentacion negativa debido a
la alta produccién de prostaglandinas. En fluido folicular
de pacientes con EDT se encontré un aumento (Fig. la
vs. ¢) de LPO con respecto a los controles. Cuando las
pacientes eran >33 afios (Fig. 2), en el grupo con SOP
se vio que el indice LPO es igual que en los controles,
mientras que en mujeres con EDT se incrementa la LPO
(Fig. 2a vs. c) con respecto a los controles. La LPO se
vio disminuida en pacientes con BR (Fig. 2 a vs. d) con
respecto a los controles. Sugerimos que en el grupo de
pacientes EDT la LPO se deberia a la presencia de alto
estrés oxidativo en el fluido folicular mientras que en el
caso de las pacientes BR, ademads de estrés oxidativo,
se encontraria un importante estado proinflamatorio que
produciria una disminucién de la LPO.

La Figura 3 muestra los niveles del antioxidante
SOD, que en el grupo de pacientes con SOP y EDT <33
afios de edad se encuentra disminuido (Fig. 3a vs. by
a vs. ¢, respectivamente) con respecto a los controles.
En el caso de las pacientes BR <33 afios, se ve que la
actividad SOD esta incrementada debido a la activacién
del camino de la SOD en estas pacientes (no se ve in-
cremento de la LPO). En el caso de las pacientes >33
afios, se ve activacion de las defensas antioxidantes que
se traduce en un incremento de SOD con respecto a los
controles, en pacientes con SOP y BR (Fig. 4avs. by a
vs. d, respectivamente).

Con respecto al GSH, se encontrd que en pa-
cientes con SOP <33 afios de edad se producia una dis-
minucién (Fig. 5 a vs. b) con respecto a los controles,

Figura 2. Determinacién del indice de LPO en fluido folicular
de pacientes mayores de 33 afios de edad con distintas pa-
tologias reproductivas: SOP, EDT y BR. Controles: pacientes con
infertilidad por factor masculino o diagnéstico de factor tubo-
peritoneal diferente a endometriosis. Los estimulos se detallan en
la seccién Materiales y métodos. Cada columna representa la
mediana + desviacién estdndar de N=15 pacientes por grupo,
se utiliz6 ANOVA test para andlisis de diferencias significativas,

avs. ¢ [P<0,001); a vs. d (P<0,001).
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Figura 3. Deferminacién de la actividad de la enzima SOD en
fluido folicular de pacientes menores de 33 afios de edad con
distintas patologias reproductivas: SOP, EDT y BR. Controles: pa-
cientes con infertilidad por factor masculino o diagnéstico de
factor tubo-peritoneal diferente a endometriosis. Los estimulos se
detallan en la seccién Materiales y métodos. Cada columna rep-
resenta la mediana + desviacién estdndar de N=15 pacientes
por grupo, se utilizé ANOVA test para andlisis de diferencias
significativas, a vs. b (P<0,0001); a vs. ¢ (P<0,0001); a vs. d
(P<0,05).

mientras que en pacientes EDT y BR se encontré un in-
cremento (Fig. 5a vs. ¢ y a vs. d, respectivamente) con
respecto a los controles. Cuando las pacientes eran >33
afios, el GSH se increment6 (Fig. 6a vs. b, a vs. c, a vs.
d) con respecto a los controles. Estos resultados demues-
tran una importante activacién del sistema antioxidante
en este grupo de pacientes.
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Figura 4. Determinacién de la actividad de la enzima SOD
en fluido folicular de pacientes mayores de 33 afios de edad
con distintas patologias reproductivas SOP, EDT y BR. Controles:
pacientes con infertilidad por factor masculino o diagnéstico de
factor tubo-peritoneal diferente a endometriosis. Los estimulos se
detallan en la seccién Materiales y métodos. Cada columna re-
presenta la mediana + desviacién estdndar de N=15 pacientes
por grupo, se utilizé ANOVA test para andlisis de diferencias
significativas, a vs. b (P<0,0001); a vs. d (P<0,0001).
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Figura 6. Determinacién de los niveles de GSH total en fluido
folicular de pacientes mayores de 33 afios de edad con distintas
patologias reproductivas: SOP, EDT y BR. Controles: pacientes
con infertilidad por factor masculino o diagnéstico de factor tu-
bo-peritoneal diferente a endometriosis. Los estimulos se detallan
en la seccién Materiales y métodos. Cada columna representa la
mediana + desviacién estdndar de N=15 pacientes por grupo,
se utiliz&6 ANOVA test para andlisis de diferencias significativas,
a vs. b (P<0,0001); a vs. ¢ (P<0,001); a vs. d (P<0,001).

Discusion y conclusiones

El estrés oxidativo estd relacionado con un nu-
mero importante de patologias tales como enfermedades
cardiovasculares, diabetes, cancer, patologias neurode-
generativas y envejecimiento, entre otras. Particular-
mente, se ha demostrado una correlacion entre el estrés
y la infertilidad tanto del tipo femenino como masculi-
no'8, La funcionalidad ovarica declina con la edad vy,
como consecuencia, disminuye la capacidad del ovocito
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Figura 5. Determinacién de los niveles de GSH total en fluido
folicular de pacientes menores de 33 afios de edad con distintas
patologias reproductivas: SOP, EDT y BR. Controles: pacientes
con infertilidad por factor masculino o diagnéstico de factor tu-
bo-peritoneal diferente a endometriosis. Los estimulos se detallan
en la seccién Materiales y métodos. Cada columna representa la
mediana + desviacién estdndar de N=15 pacientes por grupo,
se utiliz6 ANOVA test para andlisis de diferencias significativas,
a vs. b [P<0,001); a vs. c (P<0,001); a vs. d (P<0,001).

para ser fecundado'. Se ha demostrado que el estudio
del fluido folicular representa una herramienta excelente
para la evaluacién del ovocito®.

En el presente trabajo hemos comparado el es-
trés oxidativo en el fluido folicular de pacientes con tres
patologias de infertilidad: SOP, EDT y BR. Dos de ellas
(SOP, EDT) son responsables de causar infertilidad en un
porcentaje importante de mujeres en edad reproductiva,
mientras que las pacientes con BR representan un desafio
importante en el campo de la fertilizacion asistida. Aspi-
ramos a encontrar marcadores de diagndstico que nos per-
mitan prever el éxito o fracaso de los tratamientos. Para
ello, hemos realizado un analisis teniendo en cuenta si la
edad de la paciente es un factor negativo en cada una de
estas patologias con respecto a la induccion de estrés.

En coincidencia con trabajos previos'”?, nues-
tros resultados muestran que el estrés oxidativo que se
produce en el microambiente ovocitario se incrementa
con la edad. Esto lo vimos no solo en pacientes diag-
nosticadas con SOP y EDT, sino también en el grupo de
controles (bajo programas de reproduccién asistida por
infertilidad masculina y/o diagnéstico de factor tubo-
peritoneal). En el grupo de pacientes BR, el estrés oxi-
dativo no se modifica con la edad, es posible que otros
parametros, y no la induccién de estrés oxidativo, pue-
dan ser mds determinantes en la calidad ovocitaria. Otra
posibilidad es que el estrés oxidativo que se alcanza ya
en el grupo de mujeres <33 afios sea tan alto que no se
vea modificacién con la edad, como si hubiera llegado
a un tope. De hecho tampoco se modifican las defensas
antioxidantes con la edad.



Demostramos por primera vez que el estrés oxi-
dativo presente en el fluido folicular de todas las pacientes
(grupos SOP, EDT y BR) se genera en forma preponde-
rante como dafio a proteinas y/o al ADN, puesto que, aun
en el caso de estrés importante (el cual se reflejo en altera-
ciones de los mecanismos antioxidantes), no se vio modi-
ficacion en el indice LPO (el cual evalda dafio a lipidos).
Esto es importante a la hora de seleccionar parametros
determinativos de la calidad ovocitaria, estimamos que las
defensas antioxidantes SOD y GSH reflejan de una ma-
nera mds acertada el estrés del microambiente ovocitario.

Cabe aclarar que demostramos también por pri-
mera vez que en aquellas condiciones donde el estrés
oxidativo estd muy incrementado (como es el caso del
grupo de pacientes SOP <33 afios y BR >33 afios), el
indice LPO se vio disminuido. Esta aparente parado-
ja necesita un andlisis mds profundo. Esto es, en esas
condiciones patoldgicas, hemos establecido que ademas
del estado prooxidativo, se genera un importante esta-
do proinflamatorio reflejado en un aumento importante
en la sintesis de prostaglandinas (datos no mostrados).
De hecho, se ha demostrado que durante la regresion lu-
teal inducida por estradiol en cuerpos liteos humanos,
se genera estrés oxidativo pero en lugar de aumento, se
produjo disminucion de la LPO?'. Los autores sugieren
que esto es consecuencia de la exacerbacion del metabo-
lismo de las prostaglandinas®'.

Del andlisis de nuestros resultados se desprende
que, en condiciones de estrés oxidativo “controlado”, las
defensas antioxidantes se consumen Yy, por lo tanto, dismi-
nuyen (SOD en SOP y EDT en pacientes <33 afios, GSH
en pacientes SOP <33 afios). Por otra parte, cuando el estrés
oxidativo resulta “descontrolado”, se produce activacién de
las defensas antioxidantes y, por lo tanto, un incremento de
las defensas (SOD en BR <33 afios, SOD en SOP y BR en
pacientes >33 afios, GSH en EDT y BR en el grupo de pa-
cientes <33 afios y en SOP, EDT, BR en pacientes >33 afios).

Finalmente, queremos destacar que de las tres
patologias estudiadas, las pacientes del grupo BR fueron
las que presentaron una condicién de estrés oxidativo
m4s severo.

Concluimos que la edad es importante para te-
ner en cuenta, segiin sea la patologia SOP y EDT, no asi
en el caso de las BR. Que la determinacion de las de-
fensas antioxidantes, mds que la peroxidacion lipidica,
podria ser un excelente método para evaluar el estado o
la posible respuesta ovocitaria.
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Resumen

Objetivo: comparar resultados de FIV (fertili-
zacién in vitro) con pretratamiento con ACO y sin €l

Disefio: estudio prospectivo, aleatorizado.

Metodologia: 150 pacientes con indicacion de FIV.

Inclusién: Mujeres <39 afios, 1° FIV, FSH <12
mUI/ml.

Exclusién: SOP (sindrome de ovario poliquisti-
o), cirugia ovérica o TESE (biopsia testicular).

Grupo A (N=75): pretratamiento con 0,02 mg
de etinilestradiol y 0,1 mg de levonorgestrel durante 21
dias en ciclo previo. Estimulaciéon: FSH recombinante
200 Ul/dia desde el dia 2-3 del ciclo.

Grupo B (N=75): igual esquema, sin pretrata-
miento.

Ambos grupos: antagonistas de GnRH (cetro-
rrelix 0,25 mg subcutdneo, protocolo flexible), comen-
zando con foliculo de 14 mm, continuando diariamente
hasta dia de hCG (250 pg).

Analisis estadistico: test de %2, t-test.

Resultados: se asignaron 75 pacientes a cada
grupo. Se cancelaron 7 ciclos (4 grupo A y 3 grupo B).
No se observo diferencia significativa en dosis de gona-
dotrofinas, N° de dias de estimulo, ovocitos captados,
tasa de fertilizacion, N° de embriones, tasa de embriones
de buena calidad, ni tasa de implantacion.

La tasa de embarazo fue significativamente ma-
yor en el grupo A.

®

Conclusién: el tratamiento previo con ACO
en ciclos de estimulaciéon con antagonistas de GnRH
no afecta el nimero ni la calidad de los ovocitos. En
nuestra experiencia, aumentd significativamente la tasa
de embarazo.

Permite, ademas, programar el ciclo sin interfe-
rir con la respuesta ovdrica. Constituye una herramienta
valiosa en este tipo de protocolos de estimulacién ova-
rica.

Palabras clave: antagonistas GnRH, FIV, esti-
mulacién ovdrica, anticonceptivos en ciclo previo.

Abstract

Objective: To compare IVF performance in an-
tagonist GnRH cycles with and without oral contracep-
tive pre-treatment.

Design: Prospective, randomized, controlled study.

Material and Methods

150 patients with IVF indication.

Inclusion criteria: Age <39, first IVF attempt,
FSH <12 mIU/ml. Exclusion criteria: PC (polycystic
ovarian syndrome), ovarian surgery and TESE (testicu-
lar biopsy).

Group A (N=75): April® (0.02 mg etinilestra-
diol — 0.1 mg levonorgestrel) for 21 days in the preced-
ing cycle. Follicular development was induced rFSH of
200 1U/day from cycle day 2-3.

Group B (N=75): Same stimulation protocol,
non OCP pre-treatment.



