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Historia =

REVISTA ARGENTINA DE REPRODUCCION

Instrumento de la comunicacion cientifica

La Revista Argentina de Reproduccion Humana tiene
su debut en el ano 1992, de la mano del Dr. Roberto
Tozzini como presidente de la Sociedad Argentina de
Medicina reproductiva. Su tiraje fue bianual en sus ini-
cios, alcanzando desde el 2008, 4 nimeros anuales. La
dltima gestion editorial estuvo a cargo de la Dra. Silvia
Ciarmatori y la Licenciada Alicia Pené, quienes fueron
responsables de la revista hasta el primer niimero del
corriente afio.

A partir del 2020 nace la necesidad de reestructurar el
perfil de la revista, renovando su contenido y aumenta-
do los estandares de calidad con el proposito de su in-
dexacion. El objetivo sera adaptarla a un formato méas
econdmico, sustentable y moderno, que estimule y pro-
mueva un nuevo vinculo con el lector. Se dejara atras el
formato papel para pasar a uno completamente digital
y de libre acceso.

La revista contara con un 80% de articulos originales de
alta calidad cientifica, disponibles en idioma espafol e
inglés, con una periodicidad semestral. Su contenido
estara dirigido al profesional de la salud relacionado a
la Reproduccién Humana, como asi también a la comu-
nidad cientifica en general.

El objetivo primordial de la Revista sera difundir el co-
nocimiento cientifico, a través de trabajos originales
producto de investigacion basica, investigacion clinica,
y revisiones bibliograficas que impacten en el drea mé-
dica, biol6gica, psicoldgica y otras areas afines a la ferti-
lidad. La meta sera posicionar a la Revista Argentina de
Reproducciéon como un espacio de produccién nacional
e internacional, que promueva la convocatoria y partici-
pacion de investigadores, como asi también la coopera-
cion cientifica interdisciplinaria, manteniendo siempre
los estandares que reflejen la esencia de la Sociedad.



Sociedad Argentina de
Medicina Reproductiva

@ SAMeR

Reproduccion

i Volumen 37 - N° 1 - Junio 2023
Organo oficial de la Sociedad Argentina de Medicina Reproductiva (SAMeR)

indice .

EDITORIAL

Problemas actuales y futuras soluciones de la
investigacion cientifica en salud
Dra. Idelma Serpa

INFERTILIDAD

Condicionamiento de la receptividad endometrial
en pacientes con fallas recurrentes de implantacién
en fertilizacion in vitro

M Irigoyen

ANDROLOGIA

Descenso brusco de peso en varones jovenes sometidos
a cirugia bariatrica: impacto sobre la funcién
reproductiva

MC Craia,; C Massoni; M Vicentin; M Grimoldi; R Martinelli: A

Caille; R Tioni; A Marcolini; D Awruch,; MJ Svetaz; M Posadas;

MJ Munuce

25

CIRUGIA
REPRODUCTIVA

Rol de la laparoscopia diagnéstica

en las pacientes con aparente infertilidad
inexplicada

G Botti; L Solari.

40

INFERTILIDAD

Inyeccion de plasma rico en plaquetas intraovarico
en pacientes pobres respondedoras
L Devenutto; G Rey Valzacchi; M Ercolano; O Etchegoyen

48

CIENCIAS SOCIALES
Y HUMANAS EN
REPRODUCCION

Genética y filiacion.
Un caso clinico de donacion intrafamiliar
MV Stelluto

60

INFERTILIDAD

Efecto de la suplementacion de progesterona en
ciclos de transferencia embrionaria con preparacion
endometrial artificial y niveles bajos de progesterona
D Tonelli; P Perfumo; V Ventura,; L Domenech,; M Parolin;
R Sylvestre Begnis; Paula Hovanyecz

Reproduccidén - Volumen: 37 / Afio 2023 / N° 1



Editorial ,

Problemas actuales y futuras soluciones
de la investigacion cientifica en salud

Dra. Idelma Serpa
Editora en Jefe
Revista Reproduccion
SAMeR

Hacer investigacion cientifica en gene-
ral, y en salud en particular, no ha sido
nunca una tarea facil. Muchos son los
problemas asociados al disefo y ejecu-
cion de proyectos de investigacion: la
falta de remuneracion econémica en
los medios privados, la disminuciéon
del nimero y monto de subsidios en
el ambito publico, la falta de organi-
zacion de registro de datos, la falta de
formacion cientifica.

En nuestro pais, se vuelve particular-
mente dificultoso gestionar el tiempo
para dedicarle a la investigacion. Dada
la escasez de salarios del personal de
salud, crisis actual, el tiempo disponi-
ble debe repartirse entre el asistencia-
lismo — fuente de ingresos- y la inves-
tigacion — no remunerada-, por lo que

investigar se vuelve una tarea casi im-
posible. En este contexto actual, sur-
gen perspectivas futuras alentadoras.
Por ejemplo, la posibilidad de acceso
a informacion almacenada en grandes
cantidades disponible para su anélisis
(“big data”), permitird que multiples
usuarios puedan acceder a estos da-
tos interconectados desde cualquier
parte, en vez de manejar una base de
datos limitada a una sola institucion.
Otro ejemplo esta asociado al avance
en inteligencia artificial (IA) en el pro-
cesamiento del lenguaje natural para
la obtencién de datos directamente
desde la historia clinica electronica.
Esta técnica tiene como objetivo prin-
cipal la transformacién de manera
automatica del texto libre en informa-
cion estructurada, generando nuevas
capas de conocimiento, de manera que
se facilite la clasificacion o fenotipado
de los pacientes en distintos grupos,
en funcion del contenido escrito por
los profesionales.

Ademas, se podran incluir nuevos mo-
delos de ensayos clinicos con la incor-
poracion de las hipotesis generadas a
partir del anéalisis de grandes canti-
dades de datos y ntimero de partici-
pantes, muchas veces una limitacion
metodologica, la cual no dependera de
una sola institucidn, sino que se traba-
jara en modelos multicéntricos.

Asi, en funcién de los registros en la
historia clinica sobre el perfil clinico,



molecular, de riesgo debido a expo-
sicion a factores ambientales y del
conocimiento biomédico, sintomas y
signos, el sistema podra proporcionar
recomendaciones terapéuticas perso-
nalizadas y adaptadas a la entidad cli-
nica y molecular propia del paciente,
avanzando asi hacia la medicina per-
sonalizada de precisiéon y no teniendo
que extrapolar los resultados de cier-
tas investigaciones a las realidades de
nuestros pacientes, que no siempre
son coincidentes con los participantes
de la investigacién de origen.

Por tanto, el uso conjunto de nuevas
fuentes de datos y nuevas técnicas de
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“Machine Learning” y “Deep Lear-
ning” (disciplinas de la IA), se intenta
cambiar la practica médica con la in-
troduccion de sistemas de apoyo a la
decision clinica, tendientes a mejorar
la atencion y contribuyendo al sostén
de la investigacion en el Sistema Sani-
tario.

Mientras tanto, debemos aunar es-
fuerzos para seguir publicando con
pequenos y significativos aportes que
podamos hacer, cada uno desde nues-
tro lugar, intentando sortear las difi-
cultades econémicas y de tiempo, que
hoy nos condicionan para investigar.
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Condicionamiento de la receptividad
endometrial en pacientes con fallas
recurrentes de implantacion en

fertilizacion in vitro

Conditioning of endometrial receptivity in patients with recurrent in vitro

fertilization failure
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RESUMEN

Pregunta de estudio: ;La receptividad en-
dometrial en pacientes con fallas recurrentes
de implantacion (RIF) en tratamientos de
fertilizacion in vitro estd condicionada por
alteraciones en el programa de decidualiza-
cion?

Lo que se sabe: La decidualizacion de las
c¢lulas estromales endometriales involucra
un espectro de cambios de los cuales depen-
dera la receptividad endometrial.

Respuesta resumida: Las pacientes con
RIF presentan alteraciones en el programa
de decidualizacion, en la respuesta inflama-
toria asociada y en la adhesion del blastocis-
to.

Diseiio del estudio: cuasi experimental con-
trolado.

Materiales y Métodos: El analisis bioin-
formatico integrado incluy6 informacion de
bases de datos publicas (Reactome, Gene
Ontology, WikiPathways, KEGG, GEO)
y el Software Gephi para el armado de las
redes de genes asociados al proceso de de-
cidualizacion. Como modelo in vitro de

ABSTRACT

Study question: Is the endometrial re-
ceptivity in patients with recurrent im-
plantation failures (RIF) conditioned by
an alteration in the decidual program?
What is known: Decidualization of en-
dometrial stromal cells involves a spec-
trum of changes from which endometrial
receptivity arose.

Summary answer: Patients with RIF
present alterations: in the decidualiza-
tion program, in the associated inflam-
matory response and in the adhesion of
the blastocyst.

Study design: exploratory, prospective
case-control type.

Materials and Methods: The integrated
bioinformatic analysis included infor-
mation from public databases (Reac-
tome, Gene Ontology, WikiPathways,
KEGG, GEO) and used Gephi Software
for the assembly of the networks. The
HESC (Human endometrial stromal
cells) cell line was used as an in vitro
model of decidualization, and ex vivo,
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decidualizacion se uso la linea celular HESC
(Human Endometrial Stromal Cells) y ex
vivo, biopsias de endometrio de mujeres con
RIF y fértiles. Los genes IFGBP1, Prolacti-
na, NLPRP3 e ITGAS fueron cuantificados
por RT-qPCR; IL-1B por marcacion intraci-
toplasmatica y citometria de flujo.
Resultados: El analisis in sillico de los pro-
cesos de decidualizacion, inflamacion y re-
gulacion genética permitio identificar una
red de genes que los conectan. En las células
HESC decidualizadas se confirm6 el aumen-
to de la respuesta inflamatoria (activacion del
inflamasoma NLRP3 y de la produccion de
IL-1p activa). En otro analisis bioinformatico
se encontro la expresion diferencial de genes
a partir de arrays de pacientes con RIF y de
pacientes fértiles. La validacion en biopsias
de endometrio de pacientes con RIF, mostro
una expresion disminuida significativamente
de IFGBP1 y prolactina, NLRP3 e ITGAS
(integrina involucrada en la adhesion del
blastocisto) comparado con la expresion de
estos genes de pacientes fértiles.
Limitaciones del estudio: Si bien los resul-
tados fueron validados en muestras de endo-
metrio se necesitan mas estudios para diluci-
dar si estos mecanismos operan de manera
similar in vivo.

Implicancias de los hallazgos: El entendi-
miento de alteraciones en el programa de de-
cidualizacion aportaria a esclarecer la “me-
moria del endometrio”, un campo muy poco
explorado aun.

Palabras clave: decidualizacion, inflama-

cion, fallas recurrentes en las fertilizaciones
in vitro.
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endometrial biopsies from women with
RIF and fertile. The IFGBPI, Prolactin,
NLPRP3 and ITGAS genes were quan-
tified by RT-qPCR; IL-1f by intracyto-
plasmic labeling and flow cytometry.
Results: The in-silico analysis of the
processes of decidualization, inflamma-
tion and genetic regulation allowed us to
identify a network of genes that connect
them. In decidualized HESC cells, we
confirmed the increase in the inflamma-
tory response (activation of the NLRP3
inflammasome and the production of
active IL-1f). In another bioinformatic
analysis we studied the differential ex-
pression of genes from arrays of patients
with RIF. Validation in endometrial bi-
opsies from patients with RIF showed
significantly decreased expression of IF-
GBPI and prolactin, NLRP3 and ITGAS
(integrin involved in blastocyst adhe-
sion).

Study limitations: Although the results
were validated in endometrial samples,
further studies are needed to elucidate
whether these mechanisms operate sim-
ilarly in vivo.

Implications of the findings: The un-
derstanding of alterations in the decid-
ualization program would contribute
to clarify the “memory of the endome-

1)

trium”, a field that has not yet been ex-
plored.
Keywords: decidualization, inflamma-

tion, recurrent implantation failures.
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Condicionamiento de la receptividad endometrial en pacientes con fallas recurrentes de implantacion en fertilizacién in vitro

INTRODUCCION

La decidualizacién es un proceso ce-
lular esencial para la implantacion del
embrién y posterior establecimiento del
embarazoV. Este proceso involucra un
espectro de cambios biomecanicos y tran-
siciones bioquimicas de las células es-
tromales que dependeran del contexto de
sefalizacion, dado tanto por las hormonas
como por mediadores locales, para esta-
blecer un ambiente uterino receptivo®.
La decidualizacion también se caracteriza
por el crecimiento de las arterias espirala-
das uterinas y la infiltracion del estroma
por leucocitos maternos que junto con la
produccion de inmunomoduladores, regu-
laran la invasion del trofoblasto y la for-
macion de una interfase materno-fetal®.

De lo expuesto se desprende que un
inadecuado fenotipo decidual, inevita-
blemente generara complicaciones en la
gestacion, que dependiendo del grado de
severidad, puede reflejarse en fallas re-
iteradas de implantacion en las fertiliza-
ciones in vitro (RIF del inglés: recurrent
imlantation failures), pérdidas recurrentes
del embarazo o complicaciones asociadas
con una placentacion inadecuada como
la preeclampsia®?. Sin embargo, los me-
canismos que llevan a las alteraciones de
este proceso alin se desconocen.

Cuando el blastocisto entra en contacto
con el epitelio uterino comienza un dia-
logo embrio-endometrial que mediara la
implantacion embrionaria®. Particular-
mente, la adhesion estable es el resultado
de los cambios moleculares tanto en la
superficie del trofoblasto como en la del
endometrio. Esta adhesion entre células
de origenes distintos estd mediada por la
induccion de moléculas de adhesion en la
superficie celular uterina durante la venta-
na de implantacién, especialmente por las
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integrinas, responsables de mediar unio-
nes estables. Seguidamente, la capa mas
externa, el trofoblasto, comenzara un ca-
mino invasivo en la decidua permitiendo
su inclusion en el endometrio®.

La generacion de un microambiente
inflamatorio durante la implantacion em-
brionaria es crucial y por ello fisiologica-
mente se incrementan la expresion de la
mayoria de las citoquinas inflamatorias”.
Entre ellos, la familia de IL-1 y particular-
mente sus miembros IL-1a e [L-1p que se
expresan tanto en el endometrio como en
el blastocisto®. En cuanto a la relevancia
de la IL-1pB, la expresion de esta citoqui-
na esta altamente preservada en prima-
tes y ha sido propuesta como uno de los
mediadores en la viviparidad placentaria
que aumenta la receptividad del endome-
trio®'9. Actualmente, la evidencia sefala
que la IL-1P contribuye a la decidualiza-
cion por varios mecanismos tales como:
la induccidon de integrinas; la produccion
del factor inhibidor de leucemia (LIF) y
de leptina® y la disociacion de actina
filamentosa en células estromales huma-
nas').

En el presente trabajo nos propusimos
realizar un andlisis bioinformatico inte-
grado exploratorio utilizando bases de
datos publicas para estudiar aquellos ge-
nes que interconectan el proceso de deci-
dualizacion, con la respuesta inflamatoria
estéril, implantacion y placentacion. A
través de la validacion de los resultados
en un modelo in vitro de decidualizacion
y ex vivo, utilizando biopsias de endome-
trio de pacientes con RIF y de mujeres
fértiles. De este modo, se pretende apor-
tar al conocimiento de los mecanismos
involucrados en el condicionamiento de
la receptividad endometrial asi como sus
alteraciones en pacientes con RIF.
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Materiales y Métodos
Disefio del estudio:
controlado in vitro.
Andlisis bioinformadtico integrado

Se realiz6 una busqueda en de las po-
sibles vias de sefializacion o pathways
involucrados en los procesos de deci-
dualizacion, placentacion, angiogénesis,
inflamacion y regulacion inmune en ba-
ses de datos publicas (Reactome, Gene
Ontology, Wikipathways y KEGG). De
esta busqueda se obtuvieron 32 pathways,
los cuales fueron asociados a cada uno
de los procesos anteriormente indicados.
Posteriormente, se extrajeron los genes
que forman parte de los pathways, man-
teniendo su asociacion con cada proceso
y eliminando duplicados. A partir de es-
tos datos, se generaron las tablas de nodos
(996 genes + 5 procesos) y aristas (1154)
y se construyo la red usando Gephi. La
forma de la red se obtuvo por el algoritmo
ForcedAtlas2 a partir de una distribucion
aleatoria hasta autoestabilizarse. El tama-
fio de los nodos es proporcional al nimero
de aristas recibidas.

En una segunda etapa, se buscaron
arrays publicos en la base de datos GEO
del NCBI. Se seleccionaron arrays de célu-
las endometriales con estimulos inflama-
torios o de mujeres con RIF (GSE58144,
GSE92324, GSE103465, GSE111974,
GSE174689). Se extrajeron los genes que
se modulaban significativamente (p<0.05;
FDR<(0.25) utilizando la plataforma ge-
nepattern, y se aplico este resultado sobre
los genes de la red indicando con color su
modulacion.

experimental

Cultivo celular

Las células HESC, linea celular de es-
troma endometrial humano, fueron culti-
vadas a 37°C y 5% CO2 en 3ml de medio
DMEM F12 high glucose (Invitrogen)
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suplementado con 10% Suero Fetal Bovi-
no (SFB, Natocord), antibidticos (PenS-
trepto, Invitrogen) y glutamina (Invi-
trogen) 20mM (medio completo). Las
células crecieron en monocapa en botellas
de 25 cm2 (Botellas T25) y se reemplazo
el medio cada 48 h en cabina de seguri-
dad biologica de clase II hasta alcanzar un
80% de confluencia, momento en el cual
se expandieron. Para ello, las células fue-
ron tratadas con TrypLE® (GIBCO) por 2
a 5 minutos a 37°C para lograr despegar-
las de la placa. A continuacion, se suspen-
dieron en medio completo y se sembro el
20% de las células en una placa nueva.

Protocolo de decidualizacion de células
HESC

Las células HESC, cultivadas como se
indic6 previamente, fueron sembradas
en placa de 24 pocillos (20.000 células/
pocillo) y se estimularon con 2,5mM de
dibutirilAMPc (dbAMPc, SIGMA) vy
0,1uM de medroxiprogesterona (MPA,
SIGMA). El tratamiento se realiz6 por 8
dias renovando el 50% del medio y los es-
timulos cada 48 h. Pasados los 8 dias de
diferenciacion las células fueron lavadas
con medio completo y utilizadas para los
diferentes ensayos. Las células no dife-
renciadas (control negativo) se mantuvie-
ron con medio completo durante la misma
cantidad de dias.

Reclutamiento de pacientes y obtencion
de Biopsias de endometrio
Pacientes con_fallas reiteradas en las
fertilizaciones in vitro

Las pacientes fueron invitadas a partici-
par en el presente protocolo de investiga-
cion y seleccionadas segun los siguientes
criterios de inclusion:
« Mujeres entre 25 y 42 afios.
« Firma del consentimiento informado.
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« Dos o mas FIV previas fallidas con al
menos 1 embridn en estadio de blasto-
cisto de buena calidad transferidos en
cada intento (Consenso Estambul), de
tratamientos con 6vulos propios o do-
nados.

« Cavidad uterina normal, evaluada por
histerosalpingografia, histeroscopia y/ o
ecografia transvaginal.

« FSH de fase folicular menor a 10Ul y/o
HAM>alng/ml.

« Conteo foliculos antrales basal > 10 (en
uno o en los dos ovarios).

« TSH menor a 2,5 Ul

« Medicacion concomitante permitida: me-
tformina, acido folico, levotiroxina, sul-
fato ferroso, antioxidantes, vitamina E.
Criterios de exclusion:

« Pacientes con hidrosalpinx uni o bilateral

. Utero con adenomiosis.

Mujeres Fértiles (Grupo control)

Criterios de inclusion:

+ Mujeres entre 25 y 42 afios.

« Firma del consentimiento informado.

« Cavidad uterina normal, evaluada por
ecografia transvaginal.

« TSH menor a 2,5 UL

« Medicacion concomitante permitida: me-
tformina, acido folico, levotiroxina, sul-

fato ferroso, antioxidantes, vitamina E.

Criterios de exclusion:

+ Que hayan tenido alguna pérdida de em-
barazo.

« Pacientes con hidrosalpinx uni o bila-
teral.

« Adenomiosis.

Se les ofrecié participar en el grupo
control de mujeres fértiles, a aquellas
que hubieren optado como método anti-
conceptivo la utilizacion de Dispositivo
Intrauterino (DIU). Se realizé la biopsia
endometrial el mismo dia y previo a la
colocacion del DIU.

14

Obtencion de las muestras de endometrio

Las muestras de biopsias de endometrio
fueron obtenidas en ambos grupos, en la
fase secretoria del ciclo menstrual. Fueron
realizadas al dia + 6 del pico endogeno de
LH, el cual fue medido por tiras reactivas
de ovulacion en orina (One Step MedNet
GmbH, sensibilidad a la LH > a 20 mIU/
ml) o por LH sérica era > a 15 mUI/ml.
Para confirmar que las mujeres se encon-
traban en la fase secretoria del ciclo, se
midieron ademas los niveles progestero-
na en sangre periférica al momento de la
toma de muestra. (Valor de Progesterona
> 3 ng/ml)

Las biopsias fueron realizadas en con-
sultorio, con la paciente en posicion gi-
necologica y previa antisepsia del introito
vaginal e intravaginal y colocacion de es-
péculo. Se utilizé cureta de Novak o Pi-
pelle de Cornier o canula Endomete para
realizar el procedimiento.

Las muestras endometriales obtenidas
se colocaron en Trizol (Life Technologies)
para su transporte y fueron remitidas al
laboratorio donde se procesaron para la
obtencion de cDNA (ver RT-qPCR a con-
tinuacion).

Las mismas fueron codificadas con 4 ca-
racteres con 2 letras correspondientes a las
iniciales de paciente y 2 nlimeros comen-
zando desde 01 hasta el 20 y siguiendo en
forma consecutiva. La identidad de la pa-
ciente fue mantenida en confidencialidad
durante el desarrollo del proyecto.

RT-qPCR

Las células recuperadas luego de los dis-
tintos tratamientos fueron resuspendidas
en 500 pl de Trizol (Life Technologies)
y se procedid a realizar la extraccion de
ARN total siguiendo las recomendacio-
nes del fabricante. Brevemente, se agre-
gan 100 ul de cloroformo, se incuba por 5
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minutos y se centrifuga por 15 minutos a
12.000 g a 4°C. EI ARN, disuelto en la fase
acuosa, se transfiere a un tubo nuevo y se
precipita agregando 250 ul de isopropanol
e incubando 10 min. Luego se centrifugo
10 min a 12.000 g a 4°C. Se lava el pellet
con 500 pl de etanol 75% y se resupende
en 30 ul de agua libre de RN Asas. E1 ARN
se cuantificd por espectrometria (Nano-
Drop) midiendo la absorbancia a 260 y
280 nm.

Para realizar el pasaje a DNA copia
(ADNc) se utilizé 1 pg de ARN previa-
mente incubado 10 min a 60°C y la mez-
cla de reaccion (ANTPs 25 mM (Embio-
tec), oligodT 5 ng/ul (Biodynamics), RT
M-MLV 100 U, RNAsin 15 U y Buffer RT
M-MLV 1X (Promega) hasta un volumen
final de 20 pl. La reaccion se llevo a cabo
a 42°C durante 1 h y se detuvo incubando
durante 10 min a 90°C. E1 ADNc¢ obtenido
se conservo a -20°C hasta su uso. La qPCR
se realizé mezclando 2ul de ADNc de cada
muestra con los primers correspondientes
(0,20 uM) y MasterMix (Roche) hasta un
volumen final de 20 ul. La qPCR se rea-
liz6 en un termociclador BioRad MyiQ?2.
Se utilizé un paso previo de desnaturali-
zacion por 5 min a 94°C antes del progra-
ma, un paso de lectura luego de cada paso
de extension y un paso de extension final
de 10 min a 72°C al final del programa.
Los primers utilizados para amplificar las

distintas secuencias se describen en la Ta-
bla 1. Se utilizaron los genes GAPDH y
YWHAZ como genes housekeeping.

Inmunofluorescencia y analisis por Ci-
tometria de flujo

Las células cultivadas fueron recupera-
das por tratamiento con TrypLE® y centri-
fugadas 1500 rpm por 5 minutos. Los pe-
llets celulares obtenidos se resuspendieron
y se realizo la marcacion intracelular de
IL-1p. Para ello las células se fijaron con
Cytofix/Cytoperm durante 20 min a 4°C
y posteriormente se permeabilizaron por
lavado con solucion Perm/Wash (ambos
de BD Biosciences). El Ac anti IL-1p (PE
BD Biosciences 340516) se incub6 junto
con el buffer de permeabilizacion durante
30 min a temperatura ambiente. Posterior-
mente, se removid el anticuerpo no pe-
gado lavando en presencia de ese mismo
buffer. El procedimiento se repitio para el
Ac. secundario. Finalmente, las células se
resuspendieron nuevamente en solucion
fijadora/permeabilizadora hasta su analisis
por citometria de flujo. En forma paralela
se realizé la marcacion con el correspon-
diente control de isotipo. Finalmente, las
muestras se analizaron en un Citometro de
Flujo FacsAria II (BD) y se adquirieron
entre 10.000 y 50.000 eventos. Los resul-
tados se interpretaron utilizando el progra-
ma FlowJo® version 7.6.2.

Tabla 1. Secuencia de los cebadores utilizados para la deteccién de ARNm mediante PCR. Se
indica la secuencia sentido (S) y antisentido (AS) desde el extremo 5’ a 3.

Gen Secuencia S Secuencia AS

YWHAZ CAGAGAGAAAATTGAGACGGAGC GTGACTGATCGACAATCCCTTTC
GAPDH TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG TCCTTGGAGGCCATGTAGGCCAT
NLRP3 TCAGACAGAGAAGGCAGACC GGCATATCACAGTGGGATTCG
ITGA8 TGGGAGTTTCTACTGGCAAGG GCAGCAACTGAGTATCCAAGGT
IFGBP1 GAGCCCTGCCGAATAGAACT GATGTCTCACACTGTCTGCTG
Prolactina TCATCTGGTCACGGAAGTACG GTTTCAGGATGAACCTGGCTG
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Analisis estadistico

En el caso de los ensayos que involucran
lineas celulares se utilizo la prueba T de
Student. En el caso de los ensayos donde
se utilizaron muestras de pacientes, se rea-
liz6 el test no paramétrico Mann-Whitney
U-test. Se utiliz6 el software GraphPad
Prism 9 (GraphPad software Inc) para rea-
lizar las pruebas estadisticas, consideran-
do p<0.05 como diferencia significativa.

Resultados

Analisis bioinformatico integrado: in-
terconexion de procesos asociados a la
implantacion.

Dada la complejidad de los procesos aso-
ciados a la implantacion y formacion de la
interfase materno-placentaria y al gran nu-
mero de genes asociados a los mismos, en
primer lugar, se estudiaron los genes invo-
lucrados en integrar estos procesos. Para
ello se realizd un analisis bioinformatico
que integra simultaneamente los procesos
de decidualizacion, angiogénesis, placen-
tacion, inflamacion y regulacion genética.
Se analizaron pathways estandarizados en
bases de datos publicas como describio en
Materiales y Métodos.

Posteriormente se obtuvo un listado con
todos los genes que forman parte de los
pathways y su relacion con cada proceso.
A partir de este listado, se gener6 la red
usando el programa Gephi con los proce-
sos como nodos representados en verdes y
los genes como puntos rosados (ver figura
1A). Esta primera red cuenta con 994 ge-
nes.

Para restringir la lista de genes a estu-
diar, se realizd6 un nuevo analisis in si-
llico a partir de bases de datos publicas,
pero ahora en base a dos arrays en los
que se comparaba la expresion de genes
entre células estromales sin tratar o trata-
das con un estimulo inflamatorio (TNFa,
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IFNy+LPS). Se buscaron cuales genes se
modulaban diferencialmente y sobre la red
anterior, se aplico colores indicando si los
genes se modulaban significativamente re-
presentados en rosa, o no, representados
en celeste (Ver Figura 1B). Finalmente, de
este analisis surge una lista de genes que
corresponde a aquellos mas relevantes que
interconectan los procesos de angiogéne-
sis, placentacion, decidualizacion, Infla-
macién y regulacion inmunologica (ver
Figura 1C).

El programa de decidualizacion in vitro
induce una respuesta inflamatoria esté-
ril: produccion de IL-1p activa.

Teniendo en cuenta los resultados ob-
tenidos del analisis in sillico y que la im-
plantacion se asocia a una respuesta pro
inflamatoria estéril fisioldgica, se investi-
g6 el mecanismo de activacion que lleva
a la produccion de IL-1p activa. Para ello
se utilizd6 un modelo de decidualizacion
in vitro basado en la linea celular HESC
(Human Endometrial Stromal cells) pre-
viamente desarrollado en nuestro labora-
torio y como se describio en la seccion de
Materiales y Métodos!'?.

Es importante aclarar que la produccion
de IL-1p requiere la activacion del infla-
masoma para ser liberada en la forma ac-
tiva. El inflamasoma es un complejo mul-
tiprotéico que es activado por un amplio
rango de estimulos de diferentes fuentes y
esta activacion termina con la escision y
secrecion de la forma activa de IL-1p.
La mayoria de los inflamasomas que se
han descrito contienen una molécula sen-
sora (la mas estudiada es NLRP3), una la
proteina adaptadora y la caspasa-1, la cual
es responsable de clivar la pro-IL-1p a su
forma activa IL-1p.

Asi, en primer lugar, nos enfocamos la
expresion de NLRP3 y, como se observa
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Figura 1. Anilisis bioinformatica integrado. A: Se analizaron pathways estandarizados en bases
de datos piblicas (Reactome, Gene Ontology, WikiPathways, KEGG, como se describié en Mate-
riales y Métodos) que interconectan los procesos de angiogénesis, placentacion, decidualizacion,
Inflamacién y regulacién inmune. Se identificaron los genes que forman parte de los pathways y
su relacién con cada proceso. Con esta base se gener6 la red usando el programa Gephi con los
procesos como nodos verdes y los genes como puntos rosados. La red cuenta con 994 genes y
1154 aristas. B: A partir de bases de datos p(blicas, se analizaron dos arrays de expresidén compa-
rando la expresion de genes entre células estromales sin tratar basales o tratadas con un estimulo
inflamatorio (TNFa, IFNy+LPS). Los genes que se modulaban significativamente se muestran rosa, y
los que no en celeste. Solo se muestran genes de grado 2 o mayor. C: Lista de genes relevantes en
la red. El grado expresa en cuantos de los procesos (angiogénesis, placentacion, decidualizacion,
Inflamacidén y regulacion genética) participa este gen.

en la figura 2A, las células HESC al deci-
dualizarse aumenta significativamente la
expresion NLRP3 en comparacion con las
no decidualizadas. A continuacion, investi-
gamos la produccion de IL 1P antes y des-
pués de la decidualizacion por marcacion
intracitoplasmatica y citometria de flujo.
La figura 2B muestra que la produccion de
IL-1P aumenta significativamente luego de
la decidualizacion en células HESC.
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Receptividad endometrial: analisis de
biopsias endometriales de pacientes con
RIF y de mujeres fértiles.

Teniendo en cuenta los resultados ob-
tenidos en el modelo in vitro de decidua-
lizacidén, realizamos un nuevo analisis
bioinformatico integrando arrays de biop-
sias endometrio. A partir de bases de datos
publicas, se encontraron tres arrays en los
que se comparaba la expresion de genes
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Figura 2. Activacion del inflamasoma NLRP3 y produccion de IL-1f. Dado que la produccion
de IL-1B requiere la activacion del inflamasoma para ser liberada en la forma activa, evaluamos
la expresion de NLRP3 y la produccion de IL-1f. A: Esquema del inflamasoma NLRP3, complejo
multiproteico formado por la molécula sensora (NLRP3), una la proteina adaptadora y la caspasa-1
(responsable de clivar a pro-IL-1f a su forma activa IL-1f). B y C: La linea celular HESC (Human
Endometrial Stromal cells) fue cultivada hasta alcanzar la confluencia y decidualizadas en presencia
de medroxiprogesterona y dibutiril AMPc durante 8 dias. Las células no decidualizadas (No Dec)
y decidualizadas (Dec) se analizaron para la expresion de NLRP3 por RT-qPCR. La expresion de
NLRP3 se muestra normalizada con respecto a GAPDH. La produccién de IL-1f activa se cuantifi-
c6 por marcacion intracelular y analisis por citometria de flujo. Los resultados se muestran como
porcentaje de células positiva para IL-1 f.
Las barras corresponden a la media £ SEM de al menos 5 ensayos independientes (* p <o0.05, ** p
<0.01, *** p <0.001 prueba t de Student)

entre biopsias endometriales de mujeres
fértiles vs pacientes con RIF.

Se buscaron cuales genes se modulaban
diferencialmente (en al menos un array)
y sobre la red creada previamente (Figura
1B) que integraba los procesos, se aplico
colores indicando si los genes se modula-
ban significativamente (rosa) o no (celes-
te), (ver Figura 3). Es importante destacar
que el 52% de los genes con grado 2 o
mas, es decir aquellos que intervienen en
al menos dos procesos, estan significativa-
mente modulados, lo que denota la rele-
vancia de estos genes para el estudio de las
pacientes RIF.

A partir de bases de datos publicas, se
encontraron tres arrays en los que se
comparaba la expresion de genes entre
biopsias endometriales de mujeres fértiles
vs pacientes con fallas reiteradas en las
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fertilizaciones in vitro (RIF). Se obtuvie-
ron los genes modulados diferencialmente
en al menos un array y sobre la red ante-
rior, se identific con colores indicando si
los genes se modulaban significativamen-
te (rosa) o no (celeste). En la red solo se
muestran genes que estén involucrados
en 2 o mas procesos. El 52% de los genes
mostrados presenta modulacion.

A continuacion, se validé la expresion de
algunos de estos genes en biopsias de en-
dometrio obtenidas de pacientes con RIF y
se las comparo con la obtenida a partir de
biopsias endometriales de mujeres fértiles.
Las muestras de endometrio fueron obte-
nidas durante la fase secretoria del ciclo
menstrual segin los criterios detallados
en Materiales y Métodos. En la tabla 2 se
muestras las caracteristicas de ambos gru-
pos de mujeres.
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Figura 3. Analisis bioinformética integrado de arrays de biopsias endometrio.

Tabla 2. Datos clinicos de las pacientes con RIF y de mujeres fértiles. Los valores se muestran
como mediana y rango.

Caracteristicas Fértiles RIF

N 17 14
Edad 38 (31-42) 35 (33-39)
Nacimientos 2 (1-5) o
Fallas recurrentes en implantacion o 5 (2-9)

A partir de las biopsias obtenidas de am-
bos grupos de pacientes se obtuvo el corres-
pondiente cDNA y se analiz6 la expresion
génica por RT-gPCR. Como muestran las Fi-
guras 4A 'y B, los endometrios obtenidos de
pacientes con RIF presentaron disminuidos
significativamente la expresion de los mar-
cadores caracteristicos de decidualizacion
IFGB1 y prolactina en comparacion con la
observada en muestras de mujeres fértiles.

Dado que el programa de decidualiza-
cion regula la respuesta inflamatoria y la
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expresion de la familia de integrinas res-
ponsables de mediar la adhesion estable
del blastocisto, se investigd la expresion
de NLRP3 y de la integrina ITGA8 (419
en ambos grupos de pacientes. Como se
observa en las Figuras 4C y D, la expre-
sion de NLRP3 fue significativamente me-
nor en las biopsias de pacientes con RIF
en comparacion con la observada en los
endometrios de las mujeres fértiles; acom-
pafiado por una marcada reduccién en la
expresion de la integrina ITGAS.
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Figura 4. Receptividad endometrial: analisis de biopsias endometriales. Se obtuvie-
ron biopsias endometriales durante la fase secretora del ciclo menstrual de pacientes con RIF y de
mujeres fértiles. Las muestras se procesaron mecanicamente, se aisl6 el ARN y se generd6 ADNc.
Se estudi6 la expresion de A: IGFBP1, B: Prolactina, C: NLRP3 y D: ITGA8 por RT-qPCR. En las
pacientes RIF, el proceso de decidualizacién fue acompanado de una menor expresion de los mar-
cadores de decidualizacion IGFBP1y PRL, asi como de la subunidad NLRP3 del inflamasoma y de
la integrina ITGAS8. Los resultados se expresaron como 2-ACt normalizando a los genes house-
keeping GAPDH o YWHAZ. *p<0,05, ***p<0,005, ****p<0.0001, Mann-Whitney U-test

Estos resultados sugieren que el endo-
metrio de las pacientes con RIF presenta
alteraciones en el programa de decidua-
lizacion que llevarian a una inadecuada
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expresion de marcadores caracteristicos,
asi como a alteraciones en la respuesta in-
flamatoria y en el mecanismo de adhesion
del blastocisto.
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Discusion

En este trabajo, nos enfocamos en al-
gunos genes que resultan criticos para
integrar procesos que acompaiian la deci-
dualizacion e implantaciéon embrionaria; y
como ciertas alteraciones en los mismos
podrian pre condicionar el endometrio de
pacientes con RIF.

En primer lugar, realizamos un analisis
in sillico integrado los procesos de angio-
génesis, placentacion, decidualizacion,
inflamacion y regulacion inmune que nos
permitio identificar una red de genes que
los conectan. Luego utilizamos un mode-
lo de decidualizacion in vitro, basado en
la linea celular HESC, mediante el cual
pudimos confirmar la decidualizacion se
acompaia de la produccion de IL-1p ac-
tiva. A su vez, en otro analisis integrado
bioinformatico abordamos la expresion

diferencial de genes a partir de arrays de
pacientes con RIF, encontrando que mas
de la mitad de los genes que unen los dis-
tintos procesos estan alterados en pacien-
tes con RIF. Finalmente, validamos algu-
nos de los genes identificados en muestras
de pacientes con RIF y fértiles lo que nos
permitio concluir que el endometrio de las
pacientes con RIF presenta alteraciones
en el programa de decidualizacion, en la
respuesta inflamatoria y en consecuencia
en el mecanismo de adhesion (attachment)
del blastocisto (Figura 5).

En trabajos ya publicados, el modelo in
vitro de decidualizacion permitio estudiar
la generacion de un microambiente pro-
inflamatorio asociado a la implantacion
embrionaria exitosa!>'?. Con respecto
a la produccion de IL-1PB, esta citoqui-
na resulta clave en la regulacion de la

Figura 5. Condicionamiento de la receptividad endometrial en pacientes con fallas
recurrentes en las fertilizaciones in vitro: resumen grafico del trabajo. El endome-
trio de las pacientes con RIF presenta alteraciones en el programa de decidualizacién asociado a
una inadecuada expresion de marcadores caracteristicos; llevando a alteraciones en la respuesta
inflamatoria fisiolégica y en consecuencia disminuiria la adhesion estable (attachment) del blas-
tocisto al epitelio uterino.
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respuesta inflamatoria en el periodo pe-
ri-implantacional®'®. Particularmente, un
nivel moderado de IL-1B tiene funcion
proimplantatoria, modulando la expresion
de proteinas de remodelacion de matriz
extracelular e incrementado la expresion
de integrinas en el endometrio, que luego
mediaran la adhesion estable del blastocis-
to+1519 Tas integrinas son las glicopro-
teinas dominantes en la adhesion debido
a su capacidad para unirse a los ligandos
de la matriz extra celular para mediar la
adhesion y de reorganizar citoesqueleto
para estabilizar la adhesion del blastocisto.
La contribucion de las integrinas a la ad-
hesion del blastocisto al epitelio luminal
ha sido muy bien caracterizado en distin-
tos modelos animales y especificamente la
ITGAS en el modelo bovino!'?.

Cuando estudiamos las biopsias de pa-
cientes con RIF, encontramos una dis-
minuciéon en los marcadores IFGBP1 y
prolactina, ambos marcadores del pro-
grama de decidualizacion. Este progra-
ma ciclico en humanos contribuye al
“precondicionamiento* del endometrio
y de ¢l depende la receptividad endome-
trial@%2b,

Mas aun, las pacientes con RIF también
presentaron disminuida significativamente
la expresion NLRP3, una subunidad del
inflamasoma, lo que indica una respuesta
inflamatoria inadecuada. A su vez, la res-
puesta inflamatoria también es responsable
de inducir la activacion de las integrinas,
en consecuencia, se afectaria la adhesion
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estable del blastocisto. En ese sentido, evi-
denciamos una marcada disminucion de la
expresion de la integrina ITGAS, que nos
sugiere que la adhesion estable del blasto-
cisto estaria disminuida en este grupo de
pacientes.

Finalmente, el uso de herramientas
bioinformaticas que combinan multiples
vias de sefializacion junto con el analisis
de expresion de genes en arrays publicos,
presenta una gran oportunidad para explo-
rar posibles genes clave en la regulacion
de los procesos asociados a la reproduc-
cion. En el presente trabajo utilizando
herramientas bioinformaticas muy nove-
dosas, exploramos los potenciales genes
mas relevantes y sentamos las bases para
profundizar en los mecanismos asocia-
dos a la decidualizacién y a la implanta-
cion embrionaria. Ademas, exploramos
los cambios en la expresion génica tanto
en un modelo in vitro de decidualizacion,
como en endometrios de mujeres fértiles
y mujeres con RIF, evidenciando en este
ultimo grupo (RIF) una respuesta inflama-
toria inadecuada que a su vez condiciona
la adhesion del blastocisto, aportando asi
al entendimiento que subyacen a las fallas
reiteradas en las implantaciones in vitro.

Identificar los mecanismos alterados
en la receptividad endometrial aportaria
desde la investigacion basica al disefio de
nuevas estrategias terapéuticas impactan-
do a futuro en el éxito de los tratamientos
de fertilizacion asistida y especialmente
en pacientes con RIF.
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RESUMEN

Pregunta de estudio: ;Se modifica el pa-
tron de hormonas sexuales y la calidad se-
minal en varones jovenes obesos morbidos
sometidos a cirugia Bariatrica?

Respuesta resumida: junto con la pérdida
brusca de peso tras la cirugia Bariatrica se
observa una mejora en el patron de hormo-
nas sexuales con algtin deterioro en la cali-
dad seminal.

Lo que ya se sabe: Existe una estrecha
relacion entre la obesidad y la infertilidad
masculina.

Diseiio: Estudio prospectivo longitudinal
analitico desarrollado en 18 meses.
Materiales y Métodos: Se incluyeron
varones jovenes (n=9) con obesidad mor-
bida (IMC>> 40 Kg/m2), evaluados antes
y 6-10 meses después de la cirugia Ba-
riatrica. El estudio seminal se realizé de
acuerdo a normas OMS (2010) utilizan-
do un sistema computarizado de andlisis
del movimiento. Se incluyo el indice de

ABSTRACT

Study question: Does Bariatric surgery
modifies sex hormone profile and seminal
quality in morbidly obese young males?
Summary response: along with the sud-
den loss of weight after Bariatric surgery,
an improvement in sex hormones with a
deleterious effect in seminal quality, is
observed.

What is already known: There is a close
relationship between obesity and male in-
fertility.

Study design: Prospective matched study
performed in 24 months.

Materials and Methods: Young men
(n=9) with morbid obesity (BMI> 40 kg/
m2), evaluated before and 6-10 months
after Bariatric surgery, were included.
Seminal study was conducted according
to WHO (2010) standards using a com-
puterized motion analysis system. The
teratozoospermia index, DNA fragmenta-
tion state, and nuclear immaturity were
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teratozoospermia, el estado de fragmenta-
cion del ADN vy la inmadurez nuclear. Se
determino el perfil FSH, LH, Testosterona
total y libre y SHBG por ECLIA. Todos
los pacientes firmaron consentimiento.
Resultados: : La pérdida brusca de peso tras
la cirugia Bariatrica, se asocié con aumento
en la FSH y SHBG y una disminucion en
la calidad seminal reflejada en la disminu-
cion del volumen seminal, el recuento total
de espermatozoides, la velocidad curvilinea
y la amplitud lateral de la cabeza. La varia-
cion del IMC correlaciond positivamente
con la del volumen seminal y la SHBG. El
perfil glucolipidico mostré una disminucion
en la insulino-resistencia sefialada por HO-
MA-IR y en los valores de colesterol No-
HDL.

Limitaciones del estudio: Dado que los
pacientes fueron reclutados a partir del Ser-
vicio de Cirugia Bariatrica y Metabolica, y
por no presentar problemas reproductivos
carecen de evaluacion uro / andrologica
previa.

Implicancias de los hallazgos: Los re-
sultados sugieren recomendar consejeria
reproductiva a fin de alertar a los jovenes
obesos sobre posibles riesgos de disminu-
cion del potencial fértil a corto plazo tras la
cirugia Bariatrica.

Se requieren mas estudios que contemplen
posibles deficiencias nutricionales post-qui-
rargicas y un periodo de evaluacion mayor
(12-24 meses) para confirmar los efectos
observados y su reversibilidad.

Palabras clave: Laparoscopia diagnostica,
infertilidad inexplicada, embarazo.
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also evaluated. The profile of FSH, LH,
Total and Free Testosterone and SHBG
were assayed by ECLIA. All patients
signed a written consent.

Results: The sudden loss of weight after
Bariatric surgery was associated with
an increase in FSH and SHBG and a de-
crease in seminal quality reflected in the
decrease in seminal volume, total sperm
count, curvilinear velocity and lateral
head amplitude. The variation in BMI
correlated positively with seminal volume
and SHBG. The glycolipid profile showed
a decrease in insulin-resistance indicated
by HOMA-IR and in non-HDL cholester-
ol values.

Study limitations: Since patients were re-
cruited from the Bariatric and Metabolic
Surgery Service, and because they did not
present infertility problems, they lack pri-
or uro/andrological evaluation.
Implications of the findings: The re-
sults suggest recommending reproductive
counseling in order to alert young obese
males to possible risks of diminishing fer-
tile potential in the short term after Bar-
latric surgery.

More studies looking at possible post-sur-
gical nutritional deficiencies and a lon-
ger evaluation period (12-24 months) are
required to confirm the observed effects
and the reversibility.

Keywords: obesity, bariatric surgery, se-
men analysis, DNA fragmentation.

Reproduccion - Volumen: 37 / Afo 2023 / N° 1



Dr. Maria Munuce

Introduccion

La obesidad es una enfermedad infla-
matoria cronica, multifactorial que se ha
convertido en las Gltimas décadas en una
“pandemia” global®?. Se postula que la
obesidad podria ser una causa asociada a
trastornos reproductivos en el varon®,

Aunque la mayoria de los estudios se
han centrado en el impacto de la obesidad
materna, hoy dia se debaten los posibles
efectos de la obesidad sobre el potencial
reproductivo masculino®. Se ha demos-
trado que las células del tejido graso se-
cretan adipoquinas que afectan a diferen-
tes procesos metabolicos, reproductivos,
de coagulacion, de resistencia vascular,
entre otros. Algunos de estos factores tie-
nen principalmente un efecto paracrinos y
otros tienen efectos sistémicos®. El tejido
adiposo aumentado produce una mayor
conversion de Testosterona (T) en Estra-
diol (E2), estableciendo un estado de hi-
pogonadismo hiperestrogénico secundario
que afecta al desarrollo normal de la es-
permatogénesis®.

Por otro lado, dado que los adipocitos
expresan receptores especificos para hor-
monas hipofisarias y factores liberadores
hipotalamicos, el tejido adiposo podria
considerarse un “organo endocrino” bajo
regulacion de un eje hipotalamico-pituita-
rio-adiposo.

La obesidad masculina y la infertilidad
pueden asociarse a través de una desre-
gulacion endocrina, de la acumulacion
de toxinas ambientales liposolubles, del
aumento de la temperatura escrotal y de
la disfuncidn eréctil®?. Ademas, el estrés
oxidativo a nivel del micro-ambiente testi-
cular generado por accion de los productos
toxicos liberados por el adipocito, puede
danar el ADN espermatico!?.

Algunos estudios previos que evaluaron
el efecto de la obesidad sobre las hormonas
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sexuales y la calidad seminal, concluyen
que existe una asociacion entre el incre-
mento del IMC y niveles mas bajos de T
total y SHBG, con mala relacion con E2
y T libre. Sin embargo no hay evidencia
solida sobre la relacion entre el IMC y la
calidad del semen‘'".

Existe poca informacién sobre la salud
sexual y reproductiva de varones obesos
que transitan un proceso de adelgazamien-
to. La cirugia Bariatrica (CB) es una al-
ternativa que promueve una pérdida de
peso mayor y mas duradera, lo que mejora
la calidad y esperanza de vida de los pa-
cientes!?, La informacion disponible so-
bre los beneficios de la CB y la reversion
de la infertilidad masculina, es escasa y
contradictoria®>!'¥, Algunos autores des-
criben una mejoria en algunos parametros
del semen y mas lentamente en el perfil de
las hormonas sexuales, mientras otros no
detectan cambios u observan un empeora-
miento! !9,

La CB y la reproduccion médicamente
asistida son tratamientos recientemente
incorporados al Programa Médico Ar-
gentino Obligatorio de Asistencia Social.
Teniendo en cuenta que los beneficios de
la pérdida de peso asociados con la infer-
tilidad masculina atin son altamente con-
tradictorios, decidimos analizar el impacto
de la CB sobre las hormonas reproductivas
y la calidad seminal en varones jovenes
obesos.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental: Estudio prospecti-
vo longitudinal analitico desarrollado en
18 meses.

Sujetos:

Criterio de inclusion: Varones menores
de 45 afios con Indice de masa corporal
(IMC) > 40 Kg/m? (obesos morbidos)
que se les indico Cirugia Bariatrica y que
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voluntariamente quisieron participar del
proyecto.

Criterio de exclusion: Varones mayores
de 45 afios con Indice de masa corporal
(IMC) > 40 Kg/m? (obesos mérbidos) que
se les indic6 Cirugia Bariatrica.

Técnicas y procedimientos: Se inclu-
yeron inicialmente 11 participantes, las
primeras determinaciones se realizaron
antes de la cirugia (bypass gastrico lapa-
roscopico o gastrectomia en manga). Una
segunda evaluacion del paciente se realizo
entre 6-10 meses post-cirugia. Quince dias
antes de la cirugia, los pacientes fueron
suplementados con Supradyn forte (Ba-
yer, Leverkusen, Alemania), después de la
cirugia con Centrum (Pfizer, Nueva York,
E.E.U.U). Un equipo de nutricionistas
gui6 la dieta posquirargica controlando el
perfil metabodlico evaluando: glucosa, in-
sulina, HOMA-IR, colesterol (total, HDL,
LDL, No HDL) y triacilgliceroles.
Medidas antropométricas: Los datos co-
rrespondientes a la talla, el peso corporal y
el IMC de los pacientes fueron obtenidos
de las historias clinicas de acuerdo con los
estandares del Sanatorio Britanico de la
ciudad de Rosario.

Determinacion de hormonas reproduc-
tivas: La muestra de sangre se extrajo el
mismo dia en que se obtuvo la muestra de
semen; el suero se almaceno a -20°C hasta
su analisis.

Los niveles séricos de hormona foliculo
estimulante (FSH) (rango normal: 1,5-
12,5 mUI/ml), hormona luteinizante (LH)
(rango normal: 1,7-8,7 mUl/ml), testoste-
rona total (TT) (rango normal: 2,43-8,36
ng/ml), testosterona libre (TL) (rango
normal: 57,0-178,0 pg/ml), testosterona
biodisponible (TB) (rango normal: 1,25-
4,10 ng/ml), globulina fijadora de hor-
monas sexuales (SHBG) (rango normal:
16,5-55,9 nmol/l) y estradiol (E2) (rango
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normal: 25,8-60,70 pg/ml), fueron deter-
minados por el método de inmunoensayo
competitivo de electroquimioluminiscen-
cia (ECLIA) (Cobas e 411, Roche Diag-
nostics, Ltd Rotkreuz, Suiza). También se
midio la concentracion sérica de albumina
(Cobas ¢ 311, Roche Diagnostic, Suiza)
(rango normal: 3,40-4,80 g/dl) para per-
mitir el calculo matematico de TB a partir
de TT y SHBG.

Analisis de semen: El semen se obtuvo
por masturbacion tras dos a siete dias de
abstinencia sexual y se recogio en un co-
lector estéril provisto por el laboratorio.
Después de la licuefaccion se registro el
volumen, la viscosidad y el pH. El anali-
sis de semen se realizo de acuerdo a las
normativas de la Organizacion Mundial
de la Salud"® con la ayuda de un Sistema
Integrado de Analisis de Semen ISAS vl
(Proiser R&D, Valencia, Espaiia) que ana-
liza 25 fotogramas por segundo (s) (tiem-
po total analizado 1 s). El equipo discrimi-
na el movimiento espermatico en: grado
a (VAP > 25 pm/s; STR> 80%), grado b
(25 pm/s > VAP > 10 pum/s), grado ¢ (10
um/s > VAP >4 um/s) y grado d (VAP <4
pum/s); se registraron el porcentaje de mo-
viles totales (grado a + b + ¢) y porcentaje
de moviles progresivos (grado a + b).

Las caracteristicas cinéticas del movi-
miento espermatico se clasifican como:
VAP (velocidad de trayecto medio), VSL
(velocidad rectilinea), VCL (velocidad
curvilinea), ALH (amplitud lateral de la
cabeza), BCF (frecuencia de batido flage-
lar), STR (indice de rectitud) y LIN (indi-
ce de linealidad).

La morfologia de los espermatozoides se
informé como porcentaje de formas nor-
males y se obtuvo el indice de deformidad
teratozoospérmica (TZI) segin criterios
estrictos.

Estado de fragmentacion del ADN: Se
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evalu6 mediante la prueba de dispersion de
cromatina espermatica, descrito por Fer-
nandez y cols. (2003), segln las instruc-
ciones del fabricante del kit de Goldcyto
(Microptic, Barcelona, Espana)!”. Los es-
permatozoides con halos grandes o media-
nos se consideraron no fragmentados y los
espermatozoides con halos pequefios, sin
halos o degradados se consideraron frag-
mentados. Se contaron 200 espermatozoi-
des por duplicado y se calcul6 el indice de
fragmentacion (IF) = 100 x (ntmero de
espermatozoides con ADN fragmentado) /
(ntimero de espermatozoides contados). IF
<15% se considerd fragmentacion normal,
IF >15% se considerd fragmentacion mo-
derada y IF > 30% fragmentacion severa.
Inmadurez nuclear: Se evaluo la com-
pactacion o maduracion de la cromatina
espermatica segun Sellami y col. (2013)
con la ayuda de una solucion de azul de
anilina (18). Los nucleos inmaduros ricos
en histonas se muestran tefiidos de azul,
mientras que los nucleos maduros ricos
en protamina permanecieron sin tefiir. Se
contaron 200 espermatozoides por dupli-
cado y se calculd el indice de inmadurez
(II) = 100 x (numero de espermatozoides
en la cabeza tefiida de azul) / (nimero de
espermatozoides contados). II > 30% se
considerd inmadurez severa.

Perfil glucolipidico: Los datos del perfil
glucolipidico de los pacientes fueron ex-
traidos de sus historias clinicas en el Sa-
natorio Britanico de la ciudad de Rosario.
Las variables analizadas fueron Glucosa
(rango normal: 70-110 mg/dl), Insulina
(rango normal: 2-20 pU/ml), HOMA-IR
(rango normal: < 2,0), Colesterol (rango
normal: < 200 mg/dl), HDL-Col (rango
normal: > 40 mg/dl), LDL-Col (rango
normal: < 100 mg/dl), No HDL-Col (ran-
go normal: < 130mg/dl), Triacilgliceroles
(rango normal: < 150 mg/dl).
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Analisis de los datos: El analisis estadis-
tico de los datos se llevo acabo con el pro-
grama R (version 3.4.0 (2017-04-21)). Los
resultados se presentan como mediana y
(rango intercuartil 25-75% (IQR)). La es-
tadistica comparativa se realiz6 mediante
la prueba de Wilcoxon. Las correlaciones
se evaluaron mediante el método de Pear-
son. Se consider¢ estadisticamente signifi-
cativo una p <0,05.

Aspectos éticos: El presente estudio fue
aprobado por el Comité de Bioética de la
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Far-
macéuticas de la Universidad de Rosario,
el Comité de Etica del Hospital Provincial
del Centenario y el Sanatorio Britanico de
Rosario. Todos los pacientes firmaron el
consentimiento informado.

RESULTADOS

Siguiendo los criterios de inclusion, ini-
cialmente fueron reclutados para el estu-
dio once pacientes, sin embargo, uno de
ellos debid ser excluido por no tener la
aprobacion por parte de su Obra Social
para realizarse la cirugia y otro se mudo
al extranjero después de la cirugia y no
regreso para los controles, por lo tanto, el
estudio completo apareado se llevo a cabo
con nueve pacientes (32 (6,5) afios).

Debido a episodios febriles en el invier-
no y a las medidas de aislamiento social,
preventivo y obligatorio dispuestas por el
Gobierno nacional frente a la pandemia de
COVID 19, las evaluaciones post-quirar-
gicas previstas a los seis meses, en algunos
pacientes debieron reprogramarse hasta
los 10 meses. Ninguno de los pacientes
incluidos informo enfermedad por SARS-
COV 2 durante el estudio.

Como era de esperar, la cirugia Bariatri-
ca posibilité una disminucion significativa
del IMC de 45,4 (8,1) vs 29,0 (5,4) kg/m?,
p =0,003.
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La Tabla 1 muestra los valores de media-
na (IQR) para las variables hormonales an-
tes y después de la cirugia. Se observa un
aumento significativo (p <0.05) en FSH y
SHBG post-cirugia. Sélo un paciente pre-
sentd valores compatibles con hipogona-
dismo en la evaluacion pre-quirurgica (TT
<2,5 ng/mL) con FSH, LH y E2 normales;
en este paciente no se evidencioé una me-
joria de su condicion luego de la cirugia.

Inicialmente y segtn los valores de refe-
rencia dispuestos por OMS 2010, el 66%
(6/9) de los pacientes incluidos para el es-
tudio fueron normozoospérmicos.

Después de la cirugia 4 de los 6 pa-
cientes oligozoopérmico y teratozoospér-
mico continuaron siéndolo, un paciente
que era teratozoospérmico antes de la ci-
rugia mejoro su condiciéon pasando a ser

considerado normozoospérmico.

La Tabla 2 que muestra los valores ob-
tenidos del analisis seminal permite ob-
servar que luego de la cirugia hubo una
reduccion significativa en el volumen se-
minal y en el recuento total de esperma-
tozoides en el eyaculado. A pesar de que
la motilidad progresiva no se vio afectada
por la pérdida de peso, el analisis cinético
del movimiento mostré que la VCL y la
ALH disminuyeron.

No se observaron cambios pjost-cirugia
sobre la viabilidad de los espermatozoi-
des, el % de formas normales, TZI, estado
de inmadurez de la cromatina y fragmen-
tacion del ADN espermatico.

Es de destacar que, si bien los datos del
IF parecieron mostrar una mejoria, no se
alcanzo6 significancia estadistica (Figura 1).

Tabla 1. Variacién de los niveles de hormonas reproductivas antes y después de la cirugia

Bariatrica.
Variables Valores de ) cirugia st cirugia
(G ELED) Referencia Mediana Mediana
(IQR) (IQR)

FSH 1,5 — 12,5 2,7 (1,3) 3,3 (1,6) 0,021*
(mUl/ml)
LH 1,7 — 8’6 4,3 (1’1) 4,5 (0’8) 0’426
(mUl/ml)
TT 2,5 -8,4 4,5 (1,3) 4,6 (0,2) 0,734
(ng/ml)
TL 57,0 — 178,0 98,1 (13,3) | 80,4 (23,7) 0,129
(pg/ml)
TB 1,25 = 4,1 2,5 (0,2) 2,0 (0,7) 0,098
(ng/ml)
E2 16,5 = 55,9 59,6 (16,7) | 49,9 (22,4) 0,074
(pg/ml)
SHBG 25,8 - 60,7 27,5 (20,19 | 69,4 (58,8) 0,007*
(nmol/l)

Perfil de hormonas reproductivas antes y después de la cirugia Bariatrica, expresado en mediana (IQR).
FSH: hormona Foliculo-estimulante, LH: hormona Luteinizante, TT: Testosterona Total, TL: Testosterona
Libre, TB: Testosterona Biodisponible, E2: Estradiol, SHBG: Globulina fijadora de Hormonas Sexuales. Los
datos se muestran en mediana (IQR), (*) p < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo, (n=9).
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Tabla 2. Variacién de las variables seminales antes y después de la cirugia Bariatrica.

Variables Valores de Pre Post
(Unidades) referencia al Mediana Mediana
percentil 5to (IQR) (IQR

Volumen (ml) 1,5 3,5 (0,5) 3,0 (1,5) 0,04*
Concentracion 15 53 (64) 28 (58) 0,1
(x 10¢/ml)
Recuento Total 39 218 (186) 74 (170) 0,02*
(x 109)
Movilidad 32 81,1(36,1) 67,5(29,2) 0,07*
Progresiva (%)
Formas 4 6(5) 6(5) 0,9
Normales (%)
TZI 1,5 1,3(0,1) 1,4(0,2) 0,6
IF (%) < 30 19(9) 9(7) 0,3
Il (%) <30 12(6) 14(18) 0,6
Viabilidad (%) 58 95(6) 90(3) 0,1
VAP(um/s) - 40,7(3,8) 39,1(12,1) 0,1
VCL (um/s) - 58,7(6,8) 55,0(16,4) 0,02*
VSL(um/s) - 31,2(4,8) 33,0(9,3) 0,3
ALH (um) - 3,1(0,3) 3,0(0,8) 0,01*
BCF (H2) - 9,0(0,8) 9,4(1,8) 0,9
LIN (%) - 53,1(6,9) 55,2(10,1) 0,2
STR (%) - 76,7(9,0) 79,3(6,2) 0,2

Variables seminales antes y después de la cirugia, expresadas en mediana (IQR). TZI: indice de teratozoos-
permia, IF: indice de fragmentacién, II: Indice de inmadurez, VAP (velocidad de trayecto medio), VSL (velo-
cidad rectilinea), VCL (velocidad curvilinea), ALH (amplitud lateral de la cabeza), BCF (frecuencia de batido
flagelar), LIN (indice de linealidad) y STR (indice de rectitud). Los datos se muestran en mediana (IQR), (*)
P < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo, (n=9).

Figura 1. Fragmentacion del ADN espermatico antes y después de la cirugia Bariatrica. La linea
continua sefala los valores de referencia para dicha variable IF » 30% dafio severo, IF > 15 % dafio
moderado. (NS, n=9).
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Como se observa en el grafico la media-
na pre-cirugia se encontraba por encima
del 15% mientras que este parametro (y
todo el IQR) post-cirugia se halla por de-
bajo de este valor. Cuando se analizaron
los datos en forma individual, se observd
que, en el andlisis inicial, seis de los nue-
ve pacientes (66,7%) presentaban un IF >
15 %, mientras que al analizar los datos
post-cirugia observamos que esta frecuen-
cia se habia reducido a solo dos de nueve
(22%). (Figura 2).

Se encontré una correlacion positiva
(Rho=0,66) entre la variacion del IMC
(AIMC) y la variacion del volumen se-
minal (Avolumen) (p < 0,05). Respecto a
las variables hormonales, se observo una
correlacion también positiva (Rho=0,8)
entre la variacion del IMC (AIMC) y la
variacion de la concentracién sanguinea
de SHBG (ASHBG) (p < 0,01) (Figura 3).

Respecto al perfil glucolipidico, al ex-
traer los datos de la historia clinica de los
pacientes, no fue posible obtener los valo-
res de todas las variables y todos los pa-
cientes con el mismo lapso post-quirtirgico
por diferentes razones: los pacientes no
regresaron al control luego del descenso
de peso al mismo tiempo, el médico tra-
tante no consider6 necesario solicitar la

determinacion plasmatica de alguno de
los parametros o la pandemia de COVID
19 impidio el control de laboratorio entre
6 —10 meses post-cirugia, etc. Por lo antes
dicho, no se efectuaron comparaciones an-
tes-después de la cirugia, pero atin sin po-
der avalar estadisticamente las diferencias,
se aprecia que €stas son notorias y especi-
ficamente, después de la cirugia se norma-
lizan HOMA-IR y No HDL-Col (Tabla 3).

DISCUSION

El presente estudio mostro el seguimien-
to de nueve varones jovenes con obesidad
morbida, sin antecedentes de infertilidad,
que realizaron una cirugia Bariatrica. El
disefio experimental proporciona resulta-
dos confiables ya que todas las determi-
naciones fueron realizadas en las mismas
instituciones y por los mismos operadores.
Los datos muestran que la mayoria de los
pacientes incluidos en este estudio, si bien
tenian un IMC > 40 Kg/m? presentaban
valores dentro del rango normal en las
hormonas reproductivas analizadas, aun-
que cercano al limite inferior. Solamente
un paciente presentd valores compatibles
con hipogonadismo (Paciente N° 7, TT:
1,2 ng/ml, TL: 21,7 pg/ml y TB: 0,5 ng/
ml) pero no hipogonadotropico (FSH y

Figura 2. Datos del IF (%) individual antes y después de la cirugia Bariatrica.
(---) IF = 30%, un IF > 30% fragmentacion severa del ADN espermatico. (---) IF = 15% valores mayo-
res dafio moderado en el ADN. (A) valores antes de la cirugia y (e) valores obtenidos después de
la cirugia. (n=9).
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Figura 3. Los graficos muestran la correlacién entre la variacién en el IMC antes y después de la
Cirugia Bariatrica (AIMC) y la variacién (A) en: a) Volumen seminal, b) SHBG. p < 0,05

Tabla 3. Evaluacién del perfil glucolipidico antes y después de la cirugia Bariatrica.

Variables plasmaticas AT Post-clrugia .10 ge
(Unidades) Lo B Lo B referencia
(IQR) (n=11) (IQR) (n=5)
Glucosa (mg/dl) 93 (9,5) 84,5 (7,0) 70-110
Insulina (uU/ml) 19,8 (18,9) 4,6 (2,2) 2-20
HOMA-IR 5,2 (5,5) 0,7 (0,4) <2,0
Colesterol (mg/dl) 181,0 (29,0) 182,0 (61,0) < 200
HDL-Col (mg/dl) 39,0 (11,0) 52,0 (11,0) > 40
LDL-Col (mg/dl) 114,0 (36,5) 111,0 (59,0) <100
No HDL-Col (mg/dl) 140,0(24,0) 125,0 (74,0) <130
Triacilgliceroles (mg/dl) 119,0 (100,0) 70,0 (13,0) <150

Valores plasmaticos del perfil glucolipidico antes y después de la cirugia expresados como Mediana (IQR).

Reproduccion - Volumen: 37 / Afio 2023 / N° 1 33



Descenso brusco de peso en varones jovenes sometidos a cirugia bariatrica: impacto sobre la funcién reproductiva

LH normales) ni hiperestrogénico (E2
normal).

Respecto a la calidad seminal y segun
los valores establecidos por la OMS 2010
para el percentil quinto, podemos afirmar
que nuestra poblacion inicial no manifes-
taba el efecto nocivo de la obesidad sobre
las variables seminales ya que el 66,7 %
(6/9) de los pacientes eran normozoospér-
micos antes de la cirugia. Estos resultados
coinciden con los aportados por Rufus y
col. quienes no encontraron diferencias
en la calidad del semen, entre varones con
IMC normal y elevado (con sobrepeso u
obesidad)®. Sin embargo, en una revision
sistematica, Sermondade y col., observa-
ron un riesgo aumentado de infertilidad
asociado a baja calidad seminal, en las pa-
rejas en las que el varon tenia sobrepeso u
obesidad®.

En cuanto a la fragmentacion del ADN
inicial, 6/9 pacientes presentaban un va-
lor de IF superior al 15 %, cabe suponer
que esto se debe al deterioro de la funcion
mitocondrial caracteristica de la obesidad,
que conlleva a una produccion excesiva de
especies reactivas del oxigeno (ROS) muy
nocivas para el ADN@), Estudios recientes
en modelos animales sugieren que los ex-
cesos dietarios y las dislipemias afectarian
la funcion epididimaria®. Sin embargo,
nuestros datos muestran que la inmadurez
nuclear (como medida de la maduracion
epididimaria), se mantuvo dentro del ran-
go de normalidad (<30%). Se ha demos-
trado también que, en ratones con obesi-
dad inducida con dieta rica en grasas, los
niveles de ROS intracelulares aumentan y
el estrés oxidativo induce dafio en el ADN
de los espermatozoides disminuyendo la
capacidad de fertilizacion®., Esto nos lle-
va a suponer que la fragmentacion nuclear
moderada observada en este grupo de obe-
sos, es debida a la agresion del medio (rico
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en ROS) sobre el ADN espermatico en una
etapa posterior al transito epididimario.

Nuestros datos mostraron que la pérdida
significativa de peso después de la cirugia
Bariatrica llevo a la normalizacion de los
valores séricos de FSH y SHBG sin cam-
bios en T y E2. Ademas, se observo una
correlacion positiva entre la variacion en
el IMC y la variacion en la concentracion
de SHBG. Se sabe que la obesidad esta
inversamente asociada con los niveles de
SHBG, lo

que se explica, al menos parcialmente,
por la disminucion de SHBG provocada
por la insulino-resistencia que habitual-
mente acompafia a la obesidad. La pro-
duccion hepatica de SHBG, -disminuida
en individuos obesos- se restablece tras
la cirugia Bariatrica ya que la pérdida de
peso disminuye la insulino-resistencia;
también se generan cambios y mejoras en
la histologia hepatica®* 2.

La Tabla 4 resume los datos obtenidos
en estudios similares al nuestro. En coinci-
dencia, varios de estos articulos informa-
ron una clara mejoria en FSH y SHBG"”
2628 En nuestro estudio no detectamos
aumento de T ni disminucion de E2 des-
pués de la cirugia.

En contraposicion parcial, Lee y col. en
una revision sistematica y un meta-analisis
(1022 pacientes) confirmaron aumento en
TT, TL, LH, FSH y SHBG y disminucion
significativa de E2 después de la cirugia
Bariatrica®.

Con respecto a la calidad seminal, nues-
tros datos estuvieron concordantes con
Calderon y col., quienes describieron que
la disminucién en el IMC se correlaciona
positivamente con disminucion en el vo-
lumen seminal®”. El menor recuento de
espermatozoides sin cambios en la moti-
lidad de los mismos descrito en este estu-
dio, también fue observado por Wood y
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Tabla 4. Comparativa entre trabajos similares y el presente trabajo.

. Presente ~ Samavat y AT Calderén y
UELELD Trabajo col. 201 U col. 201
(Unidades) n= ) n.—z 7 2016 n.—zo 9
_9 =23 n=[|.6 =
IMC Pre-cirugia 45,4 45,8 714 50 43,9
(Kg/m>)
IMC Post-cirugia 29,05 34,7 46,9 32 32,3
(Kg/m>)
Tiempo transcurrido para 6-10 6 12 24 6
la evaluacion Post-ciru-
gia
(meses)
FSH 1 1 x 1 i
(mUI/ml)
LH x 1 x x x
(mUI/ml)
T x T T T T
(ng/ml)
TL x 1 NA 1 1
(pg/ml)
SHBG T 1 NA 1 1
(nmol/1)
E2 X | X x x
(pg/ml)
Volumen seminal l 1 x } x
(ml)
Cantidad de espermato- ! x x x !
zoides en el eyaculado
(Mill.)
% formas métiles x x x x x
% formas normales X ! x x x
% deformidad X NA NA NA NA
(TZ1)
% formas vivas x 1 NA x NA
% fragmentacion x x NA NA !
% de inmadurez x x NA NA NA

Comparacion entre el presente trabajo y cuatro trabajos similares de disefnio prospectivo longitudinal. NA:

No analizado, Taumenté significativamente (p < 0,05) post-cirugia respecto del inicial, | disminuyé signifi-

cativamente (p <0,05) post-cirugia respecto del inicial, x no hubo diferencia ente post-cirugia respecto del
inicial.
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col.?®. El ventajoso empleo de un sistema
computarizado de andlisis espermatico
nos permitié evaluar el desplazamiento
cinético de los espermatozoides (ademas
de su % de motilidad) y detectar una dis-
minucion en la VCL y la ALH. Aunque
no existen parametros de referencia para
dichas variables, se asume que la VCL es
una estimacion confiable de la capacidad
de fertilizacion de los espermatozoides
humanos; poblaciones con mejores chan-
ces de fecundar presentarian velocidades
mayores®?. Asimismo, el envejecimiento
(como proceso degenerativo) se asocia a
una disminucion tanto de la VCL como de
la ALH, tal como observamos post-cirugia
por lo que ambos parametros estimarian el
deterioro de la calidad seminal®.

En cuanto al grado de fragmentacion del
ADN, se describe que la pérdida de peso
mejora el estado de fragmentacion del
ADN vya que al disminuir la adiposidad
disminuye la cantidad de subproductos
oxidantes causados por los productos to-
xicos®?, De acuerdo con Samavat y col.,
también observamos una mejoria (sin que
se alcance significancia estadistica) en la
cantidad de espermatozoides fragmenta-
dos; post-cirugia el IF cayo del 19% me-
dido inicialmente al 9%"Y. Recientemente
Wood y col., también mostraron en 18 pa-
cientes un efecto beneficioso de la pérdida
de peso sobre el grado de fragmentacion
del ADN®®,

Existen algunas consecuencias no desea-
das debido a la cirugia, como complica-
ciones por deficiencias de micronutrientes
(hierro, calcio) y macronutrientes (desnu-
tricion, falta de vitaminas D, B1, B12 y
B9) en periodos cortos (12 a 18 meses),
que pueden afectar la espermatogénesis
normal®*3%. En ratones, la deficiencia de
vitamina D afecta el desarrollo testicular y
la espermatogénesis. La vitamina D ejerce

36

un efecto directo sobre la calidad seminal
(mejorando la motilidad y activacion del
calcio intracelular que conduce a una re-
accion acrosomica®”. La deficiencia nu-
tricional también puede conducir a una
disminucion en la pulsatilidad de la GnRh
hipotalamica que afecta el eje reproducti-
vo©®,

Los resultados del presente trabajo su-
gieren recomendar consejeria reproductiva
a fin de alertar a los varones jovenes obe-
sos sobre posibles riesgos de disminucion
en el potencial fértil a corto plazo tras la
cirugia Bariatrica. Las caracteristicas es-
permaticas al menos entre los 6 y 10 meses
post-cirugia, pueden no mejorar a pesar de
los cambios beneficiosos en las hormonas
reproductivas. El estado de malnutricion
podria revertir pasados los 24 meses, con
normalizacion del eje hormonal y la esper-
matogénesis. Se requieren mas estudios
que contemplen las posibles deficiencias
nutricionales post-quirdrgicas y un perio-
do de evaluacion mayor para confirmar los
efectos observados.

En el caso de pacientes con deseo repro-
ductivo a corto plazo post-quirdrgico una
opcion preventiva seria la criopreserva-
cion de semen ya que es un procedimiento
simple, no invasivo y de costo moderado
ampliamente utilizado en Medicina Re-
productiva®,

Fortalezas: Es la primera vez que se
realiza un estudio prospectivo apareado
el que no solo se midieron variables de
espermograma estandar, sino pruebas op-
cionales que evaluan la funcionalidad es-
permatica.

Limitacién: Dado que los pacientes
fueron reclutados a partir del Servicio de
Cirugia Bariatrica y Metabdlica, y por no
presentar problemas de infertilidad, care-
cen de evaluacion uro / andrologica pre-
via.
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Conclusion

La pérdida masiva de peso después de
la cirugia Bariatrica en hombres jovenes
con obesidad morbida se asocid con un
aumento de las hormonas reproductivas y
una disminucion en algunas variables del
semen que reflejan la pérdida de su calidad
en el corto plazo.
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Rol de la laparoscopia diagnostica
en las pacientes con aparente infertilidad

inexplicada

Role of diagnostic laparoscopy in patients with apparent infertility unexplained
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RESUMEN

Pregunta de estudio: ;Es de utilidad la
realizacion de una laparoscopia diagnostica
en pacientes con una aparente infertilidad
inexplicada?

Respuesta resumida: Realizando laparos-
copias diagnosticas en este grupo de pa-
cientes se diagnosticaron patologias pelvia-
nas (endometriosis y enfermedad pelviana
inflamatoria cronica) inadvertidas en los
estudios por imagenes previos y se logro
una tasa de embarazo por paciente post
laparoscopia muy satisfactoria (50%) con
tratamiento expectante (TE), induccion de
ovulacion (IO) o inseminacion intrauterina
().

Lo que ya se sabe: Es controvertida la in-
dicacion de una laparoscopia diagnéstica
en pacientes con los estudios basicos de
infertilidad normales (ovulatorias, histero-
salpingografia normal y factor masculino
normal o leve) consideradas como portado-
ras de infertilidad inexplicada.

Diseiio: Estudio retrospectivo descriptivo.
Materiales y Métodos: Se estudiaron 92
pacientes ovulatorias, con histerosalpingo-
grafia normal y factor masculino normal o

ABSTRACT

Study question: Is it useful to perform a
diagnostic laparoscopy in patients with
apparent unexplained infertility?
Summary response: Performing diag-
nostic laparoscopies in this group of
patients diagnosed pelvic pathologies
(endometriosis and chronic pelvic in-
flammatory disease) unnoticed in previ-
ous imaging studies and achieved a very
satisfactory pregnancy rate per patient
post laparoscopy (50%) with expectant
treatment (ET), ovulation induction (OI)
or intrauterine insemination (IUI).

What is already known: The indication
of a diagnostic laparoscopy in patients
with normal basic infertility studies (ovu-
latory, normal hysterosalpingography
and normal or mild male factor) consid-
ered as carriers of unexplained infertility
is controversial.

Study design: Retrospective descriptive
Study.

Materials and Methods: We studied 92
ovulatory patients, with normal hystero-
salpingography and normal or mild male
factor during the period from January
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leve durante el periodo comprendido entre
enero de 2015 y diciembre de 2018.

Se efectud a todas ellas una laparoscopia
diagnoéstica bajo anestesia general e inter-
nacion ambulatoria.

Se indico luego del estudio tratamiento
expectante (TE) o induccion de ovulacion
(I0) por 4 a 6 meses y en caso de no lograr-
se el embarazo un maximo de 3 ciclos de
inseminacion intrauterina (IIU) y finalmen-
te reproduccion asistida de alta
complejidad (FIV/ICSI).

Resultados: Se incluyeron en el estudio
92 pacientes, el promedio de edad fue de
33,2 afios (rango 24-38) y los hallazgos la-
paroscopicos fueron: normales en 10 casos
(10.9%), endometriosis minima en 25 casos
(27.1%), leve en 37 (40.2%), moderada en
6 (6.6%), severa en 2 casos (2.2%) y adhe-
rencias secundarias a enfermedad pelviana
inflamatoria cronica (EPIC) en 12 casos
(13%).

Se obtuvieron luego de la laparoscopia 60
embarazos, 46 de ellos sin utilizar técnicas
de reproduccion asistida de alta compleji-
dad (16 con TE, 18 con IO y 12 con IIU), es
decir una tasa de embarazo por paciente del
50% (46/92) sin FIV o ICSI.

Limitaciones del estudio: Es un estudio
retrospectivo y carece de un grupo control
para comparar estos resultados con otras
estrategias como son indicar tratamientos
de fertilizacion asistida de alta complejidad
(FIV/ICSI) directamente, luego de realiza-
dos los estudios basicos de infertilidad y
catalogarlas como infertilidad inexplicada.

Palabras clave: Laparoscopia diagnostica,
infertilidad inexplicada, embarazo.
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2015 to December 2018.

All of them underwent a diagnostic lap-
aroscopy under general anesthesia and
outpatient hospitalization.

Expectant treatment (ET) or ovulation in-
duction (10) was indicated after the study
for 4 to 6 months and if pregnancy is not
achieved, a maximum of 3 cycles of in-
trauterine insemination (IUI) and finally
IVF or ICSL

Results: Ninety-two patients were in-
cluded in the study, the mean age was
33.2 years (range 24-38) and the laparo-
scopic findings were: normal in 10 cas-
es (10.9%), minimal endometriosis in 25
cases (27.1%), mild in 37 (40.2%), mod-
eratein 6 (6.6%), severe in 2 cases (2.2%)
and adhesions secondary to chronic pel-
vic inflammatory disease (PID) in 12 cas-
es (13%).

After laparoscopy, 60 pregnancies were
obtained, 46 of them without using highly
complex assisted reproduction techniques
(16 with ET, 18 with OI and 12 with [UI),
that is, a pregnancy rate per patient of
50% (46/92) without IVF or ICSI.

Study limitations: It is a retrospective
study and lacks a control group to com-
pare these results with other strategies
such as indicating highly complex assist-
ed fertilization treatments (IVF / ICSI)
directly, after performing the basic stud-
ies of infertility and cataloging them as
unexplained infertility.

Keywords: Diagnostic laparoscopy, un-
explained infertility, pregnancy.
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Introduccion

La infertilidad inexplicada esta definida
en el Glosario Internacional de Infertili-
dad y Cuidado de la Fertilidad publicado
en 2017 como aquella que afecta a parejas
con funcién ovarica normal, al igual que
las trompas de Falopio, utero, cérvix y
pelvis, con una adecuada frecuencia coital
ademas de una funcion testicular, aparato
genitourinario y eyaculado también nor-
males™.

Los estudios que deben realizarse a una
pareja que no ha logrado un embarazo lue-
go de 1 afio de relaciones sexuales sin uti-
lizar un método anticonceptivo (6 meses
cuando la mujer es mayor de 35 afios) son
aquellos para determinar si la mujer tiene
una ovulacion normal (determinaciones
hormonales en fase folicular temprana y
progesterona plasmatica durante la fase
lutea), una histerosalpingografia (HSG)
para evaluar la cavidad uterina y la per-
meabilidad tubaria y finalmente un esper-
mograma®.

Luego de estos estudios basicos de infer-
tilidad normales, alrededor del 30% de las
parejas son diagnosticadas como portado-
ras de infertilidad inexplicada®.

Sin embargo, debemos tener en cuenta,
por ejemplo, que la HSG tiene limitada
sensibilidad (0.65) y especificidad (0.85)
para diagnosticar la permeabilidad de las
trompas y la presencia de adherencias pe-
ritubarias® y no brinda informacion so-
bre la presencia de alteraciones pelvianas
compatibles con estadios tempranos de
endometriosis®.

La laparoscopia diagnostica puede ser
de mucha utilidad en estos casos para
completar el estudio de las trompas en
busca de alteraciones sutiles en su anato-
mia (diverticulos, ostiums y trompas acce-
sorias, quistes de Morgagni o paratubari-
cos, fimosis, aglutinacion de las fimbrias,
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etc) que no se pongan en evidencia en
la HSG y evaluar el resto de la pelvis en
busca de lesiones endometridsicas tipi-
cas o atipicas o adherencias secundarias a
una enfermedad pelviana inflamatoria que
tampoco pueden detectarse en los estudios
por imagenes.

La Sociedad Americana de Medicina
Reproductiva (ASRM) sugiere la laparos-
copia diagnodstica en pacientes jovenes,
con mas de 3 afios de infertilidad y el resto
de los estudios normales® y las guias del
Instituto Nacional de Salud de Inglaterra
(NICE) sugieren realizar una laparoscopia
diagnostica en las pacientes infértiles si se
sospechan co-morbilidades®.

Existen publicaciones en la bibliografia
como la de Ochoa y col.”” que realizaron
laparoscopia diagnostica a 92 pacientes
con 2 afos o mas de infertilidad luego de
4 ciclos de induccion de ovulacion con ci-
trato de clomifeno y encontraron patologia
pelviana en el 64.1% de los casos (endo-
metriosis 48.9%, adherencias pelvianas
32.6% y enfermedad tubaria 1.1%).

De Cicco y col.® estudiaron 170 pacien-
tes con diagnoéstico de infertilidad inex-
plicada realizdndoles laparoscopia e his-
teroscopia encontrando con este estudio
combinado patologias en el 49,4% de los
casos, siendo las lesiones endometriosicas
y las alteraciones peritubo-ovaricas las
mas frecuentes.

Evidentemente, teniendo en cuenta es-
tos datos, no se puede rotular a una pareja
como portadora de una infertilidad inex-
plicada cuando existen patologias como
la endometriosis (sobre todo en los esta-
dios tempranos), la enfermedad pelviana
inflamatoria crénica con la presencia de
adherencias peritubo-ovaricas o las al-
teraciones sutiles de la anatomia tubaria
(diverticulos, trompas y ostiums acceso-
rios, quistes paratubdricos, etc.) que no
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se pueden diagnosticar con los examenes
ginecoldgicos o los estudios con imagenes
que se solicitan habitualmente (ecografia
intravaginal, sonohisterografia, etc. y que
sin duda afectan a la fertilidad.

Indicar tratamientos de fertilizacion
asistida de baja y alta complejidad (inse-
minacion intrauterina y FIV/ICSI) en es-
tos casos con diagnoéstico de “supuesta”
infertilidad inexplicada suponen un gasto
econdmico, pérdida de tiempo y frustra-
cion para estas parejas que puede evitarse
profundizando el diagnéstico con una la-
paroscopia, que nos permite, ademas del
diagnostico, tratar la patologia en caso de
existir.

OBJETIVO

Primario: Describir los hallazgos obteni-
dos en una laparoscopia diagnostica reali-
zada a pacientes con aparente infertilidad
inexplicada.

Secundario: Analizar los embarazos ob-
tenidos luego de la laparoscopia diagnos-
tica de manera espontanea o con induccion
de ovulacion (Citrato de Clomifeno o Le-
trozole), inseminacion intrauterina o ferti-
lizacion asistida de alta complejidad (FIV/
ICSI) (FIV/ICSI).

MATERIALES Y METODOS

Estudio retrospectivo descriptivo
Se estudiaron 92 pacientes durante el pe-
riodo comprendido entre enero de 2015 y
diciembre de 2018, que cumplian con los
siguientes criterios de inclusion:
1- Igual o menores de 38 afios.
2- Infertilidad de mas de 2 afios de evo-
lucion.
3- Ovulatorias o con induccion de ovula-
cion hasta 6 meses.
4- Histerosalpingografia normal.
5- Factor masculino normal o teratozoos-
permia leve.
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Se define como infertilidad a la falta de
embarazo luego de 1 afio de relaciones se-
xuales no protegidas.

Se consider6 ovulatorias a las pacientes
que presentaban ciclos regulares con dosa-
jes hormonales normales (FSH, LH, PRL
Plasmatica, Estradiol Basal, Hormona An-
timulleriana, TSH, T4 libre y ATPO), pro-
gesterona plasmatica en fase litea media
ovulatoria (> de 10 ng/ml) y/o monitoreos
de desarrollo folicular por ecografia ovu-
latorios ya sea en ciclos espontaneos o in-
ducidos durante no mas de 6 meses.

Se defini6 a una histerosalpingografia
(HSG) como normal cuando se observo una
cavidad uterina sin alteraciones, con trom-
pas de aspecto normal, sin evidencia de obs-
truccion y con pasaje bilateral de la substan-
cia de contraste a la cavidad peritoneal®.
Para la evaluacion del factor masculino se
utilizaron los parametros descriptos en el
Manual de la OMS publicado en 20109,
incluyéndose pacientes con factor masculi-
no normal o teratozoospermias leve (mor-
fologia normal: igual o mayor del 3%).
Fueron criterios de exclusion: HSG pa-
tologica, patologia anexial en ecografias
previas, diagnostico previo de endome-
triosis ovarica o pelviana, cirugia anexial
o pelviana previa y factor masculino mo-
derado o severo.

Se efectud a todas ellas una laparoscopia
bajo anestesia general e internacion ambu-
latoria. Durante los procedimientos se rea-
liz6 cromotubacion con azul de metileno,
destruccion de las lesiones tipicas y atipi-
cas de endometriosis con energia bipolar;
fimbridlisis, salpingooforolisis y enteroli-
sis en casos de endometriosis y enferme-
dad pelviana inflamatoria crénica (EPIC)
con diseccion aguda y roma; correccion
de las alteraciones de la anatomia tuba-
ria (diverticulos, quistes paratubaricos,
hidatides de Morgagni quisticas, fimosis
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y/o aglutinacion de las fimbrias, etc) y
miomectomias en los casos con miomas
intramurales y subserosos que se conside-
6 pudieran producir infertilidad o afectar
la evolucion de embarazos futuros.

Todos los procedimientos laparoscopicos
fueron realizados por el mismo equipo
quirurgico utilizando la misma metodolo-
gia y criterios diagnosticos y terapéuticos.
El protocolo de tratamiento utilizado
para este grupo de pacientes luego de la
laparoscopia fue tratamiento expectante
o induccioén de ovulacion con citrato de
clomifeno o letrozole segun las caracteris-
ticas endocrinas de las pacientes por 4 a
6 meses, luego un maximo de 3 ciclos de
inseminacion intrauterina y finalmente en
caso de no lograrse el embarazo con los
tratamientos previos, fertilizacion asistida
de alta complejidad (FIV/ICSI).

RESULTADOS

El promedio de edad de las 92 pacien-
tes estudiadas fue de 33,2 afios (rango 24-
38) y los hallazgos fueron: normales en 10

casos (10.9%), endometriosis minima 25
casos (27.1%), leve en 37 (40.2%), mode-
rada en 6 (6.6%), severa en 2 casos (2.2%)
y adherencias compatibles con enferme-
dad pelviana inflamatoria (EPIC) en 12
casos (13%). Tabla 1.

Se registraron 60 embarazos en las 92
pacientes estudiadas (65.2%), 5 en las
10 pacientes con laparoscopias normales
(50%), 46 en las 70 pacientes con diagnos-
tico de endometriosis (65.7%) y 9 en las
12pacientes en la que se diagnosticé EPIC
(75%). Tabla 2.

En cuanto a los embarazos registrados
segun el tipo de tratamiento utilizado, hu-
bieron 16 embarazos luego de ciclos es-
pontaneos (26.7%), 18 con induccion de
la ovulacion (30%), 12 con inseminacion
intrauterina (20%) y 14 en las pacientes
que realizaron FIV/ICSI (23.3%) Tabla 3.

De los 60 embarazos registrados, 46 se
obtuvieron sin apelar a técnicas de repro-
duccidn asistida de alta complejidad (16
con CE, 18 con 10 y 12 con IIU), es de-
cir una tasa de embarazo por paciente del

Tabla 1. Hallazgos laparoscépicos

Normales 10 10,9
Endometriosis 70 76,1
Minima 25 27,1
Leve 37 40,2
Moderada 6 6,6
Severa 2 2,2
EPIC 12 13
Total 92 100
Tabla 2. Embarazos post laparoscopia
Pacientes n embarazos %
Normales 10 5 50
Endometriosis 70 46 65,7
EPIC 12 9 75
Total 92 60 65,2
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Tabla 3. Embarazos segiin el tipo de tratamiento

Pacientes (n) TE 10 U FIV/ICSI TOTAL (%)
Normales (n: 10) 1 1 3 - 5 (50%)
E. Minima (n: 25) 1 7 5 7 20 (80%)
E. Leve (n: 37) 8 8 4 3 23 (62.2%)
E. Moderada (n: 6) 2 - - 2 (33.3%)
E. Severa (n: 2) 1 - - 1 (50%)
EPIC (n: 12) 3 2 - 4 9 (75%)
Total (n: 92) 16 18 12 14 60 (65,2%)
TE: Tratamiento Expectante, 10: Induccion de Ovulacion, 1IU: Inseminacién intrauterina

50% (46/92) luego de la laparoscopia y
con el protocolo terapéutico descripto an-
teriormente.

DISCUSION

En el presente estudio, luego de una la-
paroscopia diagndstica, en pacientes con
una aparente infertilidad inexplicada, se
pudo diagnosticar endometriosis en di-
ferentes estadios y enfermedad pelviana
inflamatoria croénica, pudiendo esclarecer
el diagnostico real y quitando el rétulo de
ESCA, cuando realmente no lo era.

Se debe considerar que son pacientes
que concurren a una clinica privada de in-
fertilidad por lo que la prevalencia de la
endometriosis es alta, los resultados po-
drian ser diferentes si este estudio se hicie-
ra a nivel hospitalario donde seguramente
se incrementaria la prevalencia de pacien-
tes con EPIC.

Luego de la laparoscopia 60 pacientes de
las 92 en incluidas en el estudio lograron
embarazarse (65,2%) y 46 de las 92(50%)
sin necesidad de apelar a técnicas de re-
produccion asistida de alta complejidad.

Si bien este es un estudio retrospectivo
y carece de un grupo control para compa-
rar estos resultados con otras estrategias
como son indicar tratamientos de fertili-
zacion asistida de alta complejidad (FIV/
ICSI) directamente luego de realizados los
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estudios basicos de infertilidad, estos da-
tos apoyan la estrategia de profundizar en
el diagndstico con una laparoscopia diag-
noéstica en estas pacientes con una “apa-
rente” infertilidad inexplicada.

Por otra parte, las laparoscopias fueron
realizadas por el mismo equipo quirurgico
y con el mismo criterio diagnostico y tera-
péutico lo que disminuye la posibilidad de
sesgo en la interpretacion de los hallazgos.

Creemos que esta estrategia es util en
mujeres jovenes, menores de 38 afios, y
luego de 2 afios de infertilidad. En muje-
res mayores a esa edad no es conveniente
“perder tiempo” con otros estudios y en
esos casos si indicar tratamientos de fer-
tilizacion asistida de alta complejidad para
evitar el impacto de la edad sobre la cali-
dad genética de los ovocitos.

La laparoscopia es una intervencion qui-
rirgica minimamente invasiva que, si bien
puede realizarse en forma ambulatoria,
debe llevarse a cabo en un ambito hospita-
lario, con anestesia general y es un proce-
dimiento que implica una agresion fisica a
las pacientes y no es carente de complica-
ciones!'V.

La fertilizacion asistida de alta com-
plejidad, que es el tratamiento alternativo
que muchas veces se propone en su lugar,
también requiere una sedacion para la as-
piracion folicular y tiene complicaciones
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como son el sindrome de hiperestimula-
cion ovarica'?, hemoperitoneo post-pun-
cion y finalmente el embarazo multiple!'.

Ademas, son tratamientos que tienen
un costo economico elevado y que si bien
gracias a la ley de Reproduccion Medica-
mente Asistida sancionada en Argentina
en 2013% su acceso esta garantizado a
las parejas infértiles sin costo, éste si tiene
que ser absorbido por el sistema de salud
publico o privado.

Por otra parte, la tasa de embarazo por
transferencia luego de tratamientos de
fertilizacion asistida de alta complejidad
(FIV/ICSI) publicada por el Registro Ar-
gentino de Fertilizacion Asistida (RAFA)
en 2017 fue de 23.2%"Y y que puede ser
algo mayor si se tiene en cuenta la tasa
acumulativa de embarazo, es decir contan-
do los embarazos obtenidos por la transfe-
rencia de los embriones descongelados en
los casos que los hubiera, este porcentaje
de embarazos por paciente es bastante me-
nor al obtenido en este estudio que fue del
50% (46 embarazos en 92 pacientes) luego
de la laparoscopia y sin técnicas de repro-
duccion asistida de alta complejidad.
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RESUMEN

Pregunta de estudio: ;se pueden mejo-
rar los pardmetros de reserva ovdrica y la
recuperacion de ovocitos en pacientes ba-
jas respondedoras que realizan inyeccion
intraovarica de plasma rico en plaquetas
(PRP)?

Respuesta resumida: la inyeccion de PRP
intraovarica mejord los pardmetros de re-
serva ovarica en pacientes bajas responde-
doras en un lapso de 3 meses, sin aumentar
el nimero de ovocitos recuperados.

Lo que ya se sabe: se postula que el PRP
podria ser beneficioso para retrasar la atre-
sia del foliculo y la degeneracion de los
ovocitos, ademas de promover el desarro-
llo de los foliculos primordiales y prima-
rios hasta el estadio preantral.

Disefio del estudio: estudio de cohorte
prospectivo.

Materiales y métodos: se incluyeron 61
pacientes bajas respondedoras que realiza-
ron inyeccion de PRP entre octubre 2021 a
marzo 2022 en nuestra institucién, compa-
rando la funcién ovérica previa y posterior

ABSTRACT

Study question: Is it possible to improve
ovarian reserve parameters and oocyte
retrieval in low responders who undergo
intraovarian injection of platelet-rich
plasma (PRP)?

Summary answer: intraovarian PRP
injection improved ovarian reserve pa-
rameters in low responders within 3
months, without increasing the number
of oocytes retrieved.

What is already known: it is postulated
that PRP could be beneficial in delaying
follicle atresia and oocyte degeneration,
as well as promoting the development of
primordial and primary follicles up to
the pre-antral stage.

Study design: prospective cohort study.

Materials and methods: we included
61 low responder women who under-
went PRP injection between October
2021 to March 2022 in our institution,
comparing pre and post PRP ovarian
function. In addition, we studied IVF
outcomes of a subgroup of patients after
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a la misma. Ademas, se compararon los
resultados de fertilizacion asistida de un
subgrupo de pacientes luego de la inter-
vencion con respecto a la Gltima previa.
Resultados: se observo una mejoria de la re-
serva ovarica con respecto a los valores pre-
vios: FSH (14,25 vs. 10,28, p=0,04), HAM
(0,43 vs. 0,54, p=0,11), conteo de foliculos
antrales (3,86 vs. 5,57, p=0,001); asi como
también un mayor niimero de embriones
evolutivos (0,65 vs. 1,4, p=0,01); sin impac-
to en el nimero de ovocitos recuperados ni
en el nimero de embriones producidos.
Limitaciones: estudio con pequefio ta-
mafio muestral y corto periodo de segui-
miento, sin resultados de transferencias
embrionarias.

Implicancias: la inyeccion de PRP in-
traovarico permitiria restaurar la funcion
ovarica y postularse como una alternativa
a la ovodonaciéon en pacientes con baja
reserva ovarica que no acepten dicho tra-
tamiento y dentro de un marco experimen-
tal. Faltan ensayos controlados randomi-
zados que avalen estos hallazgos.

Palabras clave: plasma rico en plaquetas,
reserva ovarica, fertilizacion in vitro.
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the intervention with respect to the latest
previous one.

Results: an improvement in ovarian re-
serve was observed in relation to pre-
vious values: FSH (14.25 vs. 10.28,
p=0.04), AMH (0.43 vs. 0.54, p=0.11),
antral follicle count (3.86 vs. 5.57,
p=0.001); as well as a higher number of
evolved embryos (0.65 vs. 1.4, p=0.01);
with no impact on the number of oocytes
retrieved or the number of embryos pro-
duced.

Limitations: the main limitation of this
study is the small sample size, the short
follow-up period, and the fact that it
does not evaluate pregnancy outcomes
after embryo transfers.

Implications: although experimental,
intraovarian PRP could restore ovari-
an function and be postulated as an al-
ternative to oocyte donation in patients
with low ovarian reserve who do not
accept this treatment. There is a lack of
randomized controlled trials to support
these findings.

Keywords: platelet-rich plasma, ovarian
reserve, in vitro fertilization.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la insuficiencia ovari-
ca producto del envejecimiento ovarico
de mujeres con edad reproductiva avan-
zada, constituye una de las principales
causas de infertilidad en el mundo!". La
misma implica una disminuciéon tanto
en la cantidad como en la calidad de los
ovocitos, con el consecuente compromi-
so en los resultados de tratamientos de
fertilizacion asistida, en lo que respecta a
las bajas tasas de fertilizacion y de blas-
tulacion y las altas tasas de aneuploidias
embrionarias’?.

Las mujeres denominadas “pobres
respondedoras”, definidas por la combi-
nacion de ciertos parametros de reserva
ovarica disminuidos y baja recuperacion
de ovocitos tras la estimulacién ovarica,
presentan un envejecimiento ovarico ace-
lerado®!. Esta poblacion representa entre
el 9 y el 24% de pacientes que realizan
fertilizacion in vitro (FIV), lo que impli-
ca que hasta una de cada cuatro pacientes
tendra un mal pronostico reproductivotS!,

Recientemente se han introducido dife-
rentes enfoques orientados a mejorar este
prondstico, sin embargo, ain no se ha
logrado identificar estrategias lo suficien-
temente efectivas. Dentro de un marco
experimental, con el fin de promover la
activacion de foliculos y aumentar el nu-
mero de ovocitos recuperados, se ha des-
crito la fragmentacion ovarica con o sin
activacion in vitro y posterior autotras-
plantel®; asi como también el trasplante
ovarico autdlogo de células madre!”. Di-
chas técnicas son invasivas y ain no se
han desarrollado ensayos randomizados
que demuestren su eficacia.

En la misma linea, un procedimiento
mucho menos invasivo y que también
se encuentra en etapa de investigacion,
es la inyeccion intraovarica de plasma
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rico en plaquteas (PRP). Se trata de un
concentrado derivado de sangre entera
centrifugada que contiene hasta siete ve-
ces mas plaquetas con respecto a las del
suero circulante, y sus propiedades rege-
nerativas radican en sus altas concentra-
ciones de factores de crecimiento como:
TGF-B (transforming growth factor-f),
IGF-1 e IGF-2 (insulin-like growth fac-
tors 1 and 2), VEGF (vascular endothelial
growth factor), EGF (epidermal growth
factor), bFGF (basic fibroblast growth
factor) y HGF (hepatocyte growth factor)
81 Varios de estos factores promueven
la cicatrizacién y la regeneracion de los
tejidos al inducir la quimiotaxis, la mi-
gracion y la diferenciacion celular. Ade-
mas, contribuyen a la angiogénesis y a los
cambios inflamatorios que desempefian
un papel fundamental en la reparacion y
regeneracion de los tejidost'%.

Se cree que el PRP podria ser benefi-
cioso para retrasar la atresia del foliculo y
la degeneracion de los ovocitos!®!, ademas
de promover el desarrollo de los foliculos
primordiales y primarios hasta el estadio
preantral!'l. Otro de los beneficios a des-
tacar es que, como preparado autdgeno,
el tratamiento con PRP elimina los ries-
gos de enfermedades transmisibles y el
rechazo inmunolégicol'?.

El objetivo del presente estudio fue
caracterizar los parametros de reserva
ovarica y los resultados de la FIV en una
cohorte de mujeres bajas respondedoras
tratadas con inyeccion intraovarica de
PRP autologo.

Como hipétesis nos planteamos que la
inyeccion intraovarica de plasma rico en
plaquetas (PRP) puede mejorar los para-
metros de reserva ovarica y la recupera-
cion de ovocitos en pacientes bajas res-
pondedoras que realizan un tratamiento
de reproduccion asistida.

Reproduccion - Volumen: 37 / Afo 2023 / N° 1
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MATERIAL Y METODOS
Disefio del estudio y seleccion de pacientes

Estudio observacional de cohorte pros-
pectivo de parametros de reserva ovarica
y de resultados de FIV en mujeres bajas
respondedoras luego de la inyeccion in-
traovarica de PRP autélogo. El mismo fue
llevado a cabo en un Centro de Medicina
Reproductiva de Buenos Aires, desde oc-
tubre de 2021 a marzo de 2022.

Se incluyeron 61 pacientes menores a
45 afios de edad, todas con antecedente de
al menos un tratamiento de fertilizacion
asistida con recuperacion de menos de 5
ovocitos y/o perfil de baja reserva ovarica
(Poseidon 1,2, 3 y 4).

La baja reserva ovarica fue definida
como: hormona antimulleriana (HAM) <1
ng/ml y/o conteo de foliculos antrales en
fase folicular temprana <5.

Se excluyeron pacientes con enfermedad
oncologica activa, antecedentes de quimio
o radioterapia, enfermedad cardiaca grave,
endometriosis ovarica y/o profunda, poli-
quistosis ovarica, enfermedad de trans-
mision sexual activa, multiples cirugias
pelvianas previas, trastorno conocido en la
funcién plaquetaria, plaquetopenia mode-
rada-severa, coagulopatias y tratamiento
anticoagulante.

Se evalud la funcion ovarica en cada
paciente mediante estudios hormonales
(FSH, LH, estradiol y HAM) y ecogra-
fia transvaginal con conteo de foliculos
antrales, comparando resultados previos
(dentro de los 6 meses) y a los 3 meses
posteriores al procedimiento. Ademas, en
las pacientes que realizaron tratamiento
de fertilidad de alta complejidad, se com-
pararon los resultados de fertilizacion y
desarrollo embrionario posteriores a la
inyeccion de PRP con respecto al tltimo
tratamiento realizado antes de la misma.

Todas las mujeres incluidas en el estudio

Reproduccion - Volumen: 37 / Afio 2023 / N° 1

firmaron un consentimiento informado
previo, en el cual se aclaraba el enfoque
experimental del procedimiento, asi como
también los posibles riesgos asociados,
que debian aceptar. Los pacientes que de-
cidieron participar

devolvieron a la clinica una copia firma-
da del formulario de consentimiento infor-
mado.

Procedimientos

Por cada paciente se extrajeron 60 ml de
sangre en condiciones estériles de la vena
antebraquial mediana entre hora y media y
dos horas antes de la inyeccion intraovari-
ca. En todos los casos se indicé no consu-
mir aspirina durante 7 dias previos al pro-
cedimiento y ayuno minimo de 6 horas.
La sangre se coloco en dos tubos estériles
de 50 ml con 7,5 ml de ACD-A (relacion
1 vol ACD-A : 4 vol sangre). Se realizo
doble centrifugacion a 2000 y 2500 rpm,
durante 6 y 10 min respectivamente. Se
suspendié y homogeneizé el concentrado
de plaquetas en 7,5 ml de plasma autolo-
g0 a una concentracion de 1,5 x 10 6 /ul.
Se agregd 2,5 ml de solucion fisiologica
dado que la dilucion aumenta el efecto re-
generativo y de neovascularizacion ya que
diluye factores de crecimiento que inhiben
esta funcion. Posteriormente se coloco la
suspension en heladera a 4°C durante 30
min y se activd con Cl2Ca 22-25 mM al
10%, es decir para 10 ml se agregé 1 ml de
Cl2Ca. Todo el procesamiento de la mues-
tra de sangre y preparacion del PRP, se
realiz6 en ambiente de acceso restringido,
bajo condiciones de asepsia y empleando
campana de flujo laminar.

Previo a la intervencién, se realizd una
evaluacion del estado general de las pa-
cientes mediante hemograma, coagulogra-
ma, funcién renal, electrocardiograma y
serologias (HIV, hepatitis B, hepatitis C,
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sifilis). Ademas, se evaluaron parametros
de reserva ovarica con perfil hormonal
(FSH, LH, estradiol y HAM) y ecografia
transvaginal con recuento de foliculos an-
trales entre el segundo y el cuarto dia del
ciclo menstrual.

La inyeccion de PRP se realizé en todos
los casos al menos 2 meses posteriores al
ultimo tratamiento de fertilidad fallido, en
fase folicular (dia 7 a 10 del ciclo mens-
trual). Se realizaron entre 1 a 3 aplicacio-
nes consecutivas mensuales. La prepara-
cion de la paciente se realizo de acuerdo
a protocolo de puncion aspiracion ovarica
de nuestra institucion, en litotomia dorsal
bajo anestesia local o neuroleptoanestesia.
En primera instancia se procedi6 a la vi-
sualizacion de ambos ovarios por ecogra-
fia transvaginal, accediendo a la porcién
central de los mismos mediante una aguja
con lumen tnico de 17 GA/30 cm Cook®.
Posteriormente se realizo la infusion gra-
dual en el area subcortical y estromal, em-
pleando 3 ml de PRP activado por ovario,
a través de una jeringa de 5 ml conectada
al tapon de silicona de la aguja. Aunque
los ovarios de pacientes de edad materna
avanzada y pobres respondedoras pueden
ser pequefios y fibroticos, la inyeccion se
logré mediante la creacion de nuevos pla-
nos mediante la distension y la inyeccion
en multiples sitios. El tiempo maximo em-
pleado fue de 20 minutos.

Después del procedimiento, las pacientes
fueron llevadas a la sala de recuperacion y
dadas de alta el mismo dia después de un
periodo de observacion de 30-40 minutos.
Se indico antibioticoprofilaxis de acuerdo
a protocolo de puncioén folicular de nues-
tra institucion. Luego de la intervencion
se examind la pelvis minuciosamente me-
diante ecografia, con el fin de comprobar
integridad vascular total. Se recomendo
la posicion supina durante los 15 minutos
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posteriores a la infusion.

Durante el tercer mes posterior a la inyec-
¢i6n, se realizo un monitoreo de la funcion
ovarica mediante perfil hormonal (FSH,
LH, estradiol y HAM) y conteo de foli-
culos antrales por ecografia transvaginal,
entre dias 2 a 5 del ciclo menstrual.

De acuerdo a la respuesta obtenida (al me-
nos 3 foliculos antrales visualizados por
ecografia transvaginal) y a los deseos de
la pareja, se indico un tratamiento de fer-
tilidad de alta complejidad en el tercer ci-
clo menstrual posterior al procedimiento,
empleando un protocolo con antagonistas
de GnRH y 300 UI de gonadotrofinas (fi-
lotropina alfa y/o gonadotrofina menopau-
sica humana) desde el dia 2 del ciclo. Se
prescribié antagonista de GnRH con foli-
culo de al menos 14 mm de diametro y/o
estradiol de 300-400 pg/ml. La descarga
de la ovulacion fue desencadenada con
gonadotrofina coridonica humana recombi-
nante con foliculo de al menos 18 mm de
diametro. Se realizo6 la puncion aspiracion
ovocitaria a las 36 horas de la descarga e
inseminacion por ICSI.

Analisis estadistico

Se describieron las variables cuantita-
tivas mediante media y desvio estandar.
Se compararon las diferencias en las va-
riables cuantitativas entre los grupos con
t- test. Se consideraron diferencias estadis-
ticamente significativas a las probabilida-
des menores a 0.05. El analisis estadistico
se realizo con el software Epi Info 7.2.5.0.

RESULTADOS

Las 61 pacientes incluidas en el estudio
tenian una edad promedio de 39,85 afios
(33-44) al momento del procedimiento,
habian realizado entre 1 a 6 estimulos pre-
vios para alta complejidad (media de 1,72)
y el 78,68% (48) de ellas realiz6 una tinica
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inyeccion de PRP. El 9,83% (6 pacientes)
realizd dos inyecciones mensuales conse-
cutivas y el otro 11,47% (7 pacientes), 3
inyecciones mensuales consecutivas.

En lo que respecta a la funcion ovarica,
se observo una mejoria en los valores de
HAM, FSH y en el conteo de foliculos
antrales posterior a la inyeccion de PRP,
resultando estos dos Ultimos parametros
estadisticamente  significativos (Tabla
1). Dado el reducido niimero de pacien-
tes que realizaron dos o tres infusiones
consecutivas, no se analizaron resultados

estratificando por dicha variable.

Se realizé un subanalisis de los resulta-
dos de acuerdo a diferentes rangos etarios
categorizados como grupo 1 (menores a
40 afios), grupo 2 (40 a 42 afios) y grupo 3
(mayores a 42 afios). Si bien, las pacientes
mas beneficiadas en lo que respecta a la
funcion ovarica fueron las menores de 42
afos, la diferencia estadisticamente signi-
ficativa en los valores de FSH y recuento
de foliculos antrales, solo se mantuvo en el
grupo 1 (16,36 vs. 8,33, p=0,04; y 3,73 vs.
6,2, p=0,007) (Tabla 2).

Tabla 1. Resultados hormonales y conteo de foliculos antrales

Pre PRP Post PRP P
FSH (mUl/ml) 14,25 + 8,70 10,28 + 6,80 0,04
LH (mUl/ml) 6,86 % 3,27 7 £ 7,28 0,90
Estradiol (pg/ml) 58,95 + 66,99 65,10 + 55 0,70
HAM (ng/ml) 0,43 % 0,32 0,54 %+ 0,45 0,11
Conteo foliculos antrales 3,86 + 2,28 5,57 + 2,98 0,001

Tabla 2. Resultados hormonales y conteo de foliculos antrales por edad

Grupo 1 (<40 aiios) Pre PRP Post PRP P
FSH (mUI/ml) 16,36+10,26 8,33+3,92 0,04
LH (mUI/ml) 7,06+1,81 5,67+2,66 0,26
Estradiol (pg/ml) 44+18 49,73+25,68 0,69
HAM (ng/ml) 0,51+0,32 0,70+0,60 0,33
Conteo foliculos antrales 3,73+2,78 6,2+3,27 0,007
Grupo 2 (40-42 aiios)

FSH (mUl/ml) 14,66+8,16 9,57+5,49 0,17
LH (mUI/ml) 6,88+4,21 5,4+4,19 0,38
Estradiol (pg/ml) 47,87+20,57 69,34+63,17 0,31
HAM (ng/ml) 0,44+0,38 0,56+0,37 0,09
Conteo foliculos antrales 4,22+1,09 5,77+3,34 0,13
Grupo 3 (42 aiios)

FSH (mUI/ml) 12,37+8,88 12,38+9,31 0,99
LH (mUI/ml) 6,72+3,17 9,72+11,04 0,34
Estradiol (pg/ml) 84,01+113,51 71,32+63,92 0,77
HAM (ng/ml) 0,28+0,23 0,29+0,24 0,84
Conteo foliculos antrales 3,75+2,3 4,78+2,02 0,23
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Al momento de escribir este trabajo,
se realizaron 34 procedimientos de ferti-
lizacion asistida, todos ellos se indicaron
al tercer ciclo post inyeccion de PRP in-
traovarico. Se realiz6 un analisis de estos
casos comparando los resultados de ferti-
lizacion posteriores a la inyeccion de PRP
con respecto al ultimo tratamiento de alta
complejidad previos a la misma en cada
caso. La edad promedio de estas pacientes
fue de 39,64 afios (33-44). Se constataron
4 fallas de respuesta a la estimulacion.
Dentro de esta cohorte, hubo 6 pacientes
que realizaron vitrificacion de ovocitos
para maternidad diferida; en el 86,95%
(26 pacientes) de los casos se realizé ICSI
y en el 13,04% (4 pacientes), FIV.

Se observd una mejoria significativa de la
reserva ovarica con respecto a los valores
previos (evaluada por FSH, HAM y conteo
de foliculos antrales); mientras que los re-
sultados de fertilizacion previos y posterio-
res al procedimiento fueron similares.

De las pacientes que realizaron la pun-
cion aspiracion folicular, el 93,33% (28
pacientes) tuvo al menos un ovocito en
metafase II.

Como dato relevante, mientras que la
cantidad de embriones producidos fue se-
mejante, se obtuvo una mejoria significa-
tiva en el nimero de embriones evolutivos
luego del tratamiento con PRP (Tabla 3).

No hubo complicaciones ni efectos ad-
versos en los casos realizados durante el
periodo de este estudio.

DISCUSION

La inyeccion intraovarica de PRP fue
introducida recientemente como una alter-
nativa a la donacion de 6vulos en pacien-
tes con pobre pronostico reproductivol!®!,

En lo que respecta a su mecanismo de
accion, se proponen dos hipotesis: la mas
controvertida introduce el concepto de
neo-ovogénesis sugiriendo la presencia
de células madre ovaricas como fuente de
ovocitos en ovarios adultos!". Numerosos
estudios han demostrado que es posible
obtener células germinales mitdticamente
activas de tejido ovarico adulto sano en ra-
tones y humanos ['>19); sin embargo, no hay
evidencia de que la reactivacion espontanea
de las células madre se produzca de forma
natural in vivo en el ovario humano adulto.

Tabla 3. Resultados en pacientes sometidas a FIV

Pre PRP Post PRP P
FSH (mUI/ml) 16,44 + 9,63 8,89 + 4,13 0,01
LH (mUl/ml) 6,58 + 4,13 5,91 £ 3,75 0,64
Estradiol (pg/ml) 44,15 + 20,17 43,6 £ 22,7 0,95
HAM (ng/ml) 0,43 + 0,27 0,64 + 0,40 0,05
Conteo de foliculos antrales 4,52 £ 2,12 6,30 + 2,81 0,01
Ndmero de ciclos de FIV 2,09 + 1,25 1+t0 0,001
Ndmero de ovocitos recuperados 3,32 £ 2 3,04 £ 2,4 0,56
Niamero de MII 2,91 + 1,86 2,62 + 2,12 0,47
Ndmero de ovocitos inseminados 3,22 2,9 + 1,99 0,60
Nimero de embriones fertilizados en 2 PN 2 + 1,65 1,9 + 1,41 0,33
Nimero de embriones fertilizados anormales 0,4 + 0,59 0,2 + 0,52 0,21
Nidmero de embriones producidos 1,95 + 1,60 1,7 £ 1,41 0,59
Nimero de embriones evolutivos 0,65 + 0,81 1,4 +1 0,01
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Otra de las hipotesis sugiere que el PRP
permitiria activar el desarrollo y madura-
cion de foliculos primordiales “durmien-
tes” o quiescentes, aumentando el pool de
foliculos ovulatorios ',

Los factores de crecimiento derivados
de PRP incluyen multiples proteinas re-
guladoras que se unen a los receptores
de la membrana celular y median impor-
tantes mensajes quimicos. Mediante esta
interaccion se desencadenan mecanismos
de sefializacion inter e intracelulares que
dirigen el crecimiento, proliferacion y di-
ferenciacion celular!l. A diferencia de las
hormonas, los factores de crecimiento del
PRP actian unicamente en la proximidad
de su sitio de liberacion, jugando un rol
importante en la restauracion del nicho
ovarico, principalmente mediante la pro-
mocion de procesos fisiologicos de an-
giogénesis, proliferacion y crecimiento,
apoptosis, control de la inflamacion y mi-
gracion celulart'2%,

En la ultima década, se han reportado
numerosos estudios que reportan que la
inyeccion de plasma directamente en el
ovario, permite aumentar la foliculogéne-
sis y restaurar la funcion ovarica y el perfil
hormonal, con la consecuente mejoria en
la recuperacion de ovocitos en pacientes
sometidas a fertilizacion asistida®!l. Los
primeros resultados con la utilizacion de
esta técnica fueron reportados por Pantos.
et al, quienes demostraron la posibilidad
de restaurar la funcion ovarica en una co-
horte de 8 mujeres perimenopausicas so-
metidas a FIV, con recuperacion ovocita-
ria exitosal??l.

En este estudio investigamos si la in-
yeccion intraovarica de PRP permite me-
jorar la reserva ovarica y los resultados
de FIV en pacientes bajas respondedoras.
Demostramos una mejoria en la funcién
ovarica de estas pacientes mediante una
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disminucién en los valores de FSH y au-
mento de la HAM, asi como también un
incremento en el namero de foliculos an-
trales visualizados por ecografia. Dichos
hallazgos son similares a los reportados
por un estudio reciente de 510 mujeres
bajas respondedoras, en el que se com-
pararon los valores hormonales y conteo
de foliculos antrales pre y post inyeccion
de PRP, resultando en una disminucion de
FSH (20,6 Ul/ml vs. 16,4 Ul/ml; p<0,001)
aumento de HAM (0,35 ng/ml vs. 0,53 ng/
ml; p<0,001) y aumento en el conteo de
foliculos antrales (2,6 vs. 4,2; p<0,001)3!,
Este mismo estudio evalud el impacto de
diferentes variables en los resultados obte-
nidos, y calculd la edad de 40 afios como
punto de corte para las pacientes que no se
beneficiarian del PRP debido a la ausencia
de respuesta ovarica (sensibilidad de 61,54
y especificidad de 73,77). En nuestro es-
tudio, todas las pacientes presentaron un
aumento en el recuento de foliculos antra-
les luego del procedimiento; sin embargo
tanto este parametro como el valor de FSH
solo mejoraron de manera significativa en
las pacientes de menos de 40 afios de edad.

Creemos que podria ser de utilidad reali-
zar un ajuste de resultados por otras varia-
bles, como por ejemplo la reserva ovarica
basal, lo cual permititia seleccionar dentro
de la muestra las mejores candidatas para
esta técnica. Para ello, necesitamos poder
incluir un mayor niimero de pacientes.

Un ensayo prospectivo controlado no
randomizado que compard 46 pacientes
con baja reserva ovarica que realizaron
la inyeccion de PRP (grupo estudio) vs.
37 que no lo hicieron (grupo control), de-
mostro a los 3 meses de seguimiento una
mejora significativa en la FSH, HAM y
conteo de foliculos antrales en el grupo de
estudio, mientras que no hubo cambios en
el grupo de control™. Otros investigadores
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experimentaron hallazgos similares(?"-23-2¢],

En lo que respecta a los resultados de
fertilizacion asistida, si bien el nimero de
pacientes incluidas es bajo, no pudimos
demostrar una mejora en el niimero de
ovocitos recuperados, numero de ovocitos
en metafase 11, tasa de fertilizacion, nime-
ro de embriones fertilizados en 2 pronu-
cleos y numero de embriones producidos.
Sin embargo, fue llamativamente mayor
el niimero de embriones evolutivos en el
grupo que realizé la intervencion. Este
factor podria explicarse por la hipotesis
de la coexistencia de células madre en el
ovario como fuente de ovocitos nuevos,
susceptibles de ser activadas mediante los
factores proangiogénicos, proliferativos y
proinflamatorios proporcionados por las
plaquetas, como el VEGF y la esfingosina
1 fosfato®”.. Por lo tanto, podemos inferir
que pese a que no detectamos un impac-
to a nivel cuantitativo en lo que respecta
al nimero de ovocitos recuperados y tasa
de fertilizacion post PRP, obtuvimos un
mayor porcentaje de embriones de buena
calidad aptos para transferir y/o congelar
luego del procedimiento.

A diferencia de nuestros hallazgos, Caki-
roglu et al., obtuvo un aumento significa-
tivo en el nimero de ovocitos recuperados
(2,2 vs. 3,4; p<0.001), nimero de ovocitos
en metafase I (1,7 vs. 2,7; p<0,001), tasa
de fertilizacion (57,6 vs. 66,9; p 0,008)
y nimero de embriones fertilizados en 2
pronucleos (1,3 v. 2,1; p<0,001)Bl. Cabe
destacar que en este ultimo estudio solo se
compararon resultados de pacientes en las
cuales se habian recuperado ovocitos en
la puncidn, sin incluir ni reportar los ca-
sos de falla de recuperacion ovocitaria, lo
cual puede ser causa de sesgo. En nuestro
trabajo, incluimos en el analisis de datos
aquellos casos en los cuales no se ha-
bian recuperado ovocitos. Otros estudios
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también reportaron mejoria en los para-
metros de fertilizacion asistida, asi como
también disminucion en las tasas de can-
celacion!-428],

Con respecto a la muestra de este estu-
dio, dado que se trata de una técnica que
estd en etapa de investigacion, decidimos
incluir a pacientes con indicacion de ovo-
donacion pero que no acepten dicha alter-
nativa; por lo cual seleccionamos especi-
ficamente a aquellas categorizadas como
Poseidon 3 o 4, con la particularidad de
haber realizado al menos un intento de alta
complejidad con una respuesta suboptima
(menos de 5 ovocitos recuperados). A la
vez, incluimos aquellas que realizaron 2 o
mas tratamientos de alta complejidad con
esta misma respuesta, independientemen-
te de la reserva ovarica; esto es porque en
nuestra institucion luego de dos intentos
fallidos con 6vulos propios, la principal
sugerencia es la ovodonacion.

La decision de espectar 3 ciclos post pro-
cedimiento se baso en el conocimiento de
que el desarrollo folicular lleva un prome-
dio de 90 a 120 dias desde el reclutamiento
del foliculo primordial hasta el desarrollo
del foliculo antral, sosteniendo la hipotesis
de que el PRP permitiria estimular el de-
sarrollo de foliculos pre antrales y retrasar
la atresia.

Una de las fortalezas de este estudio es
su naturaleza prospectiva asi como tam-
bién la utilizacion de un protocolo unifica-
do, con preparacion del PRP 2 horas antes
del procedimiento, realizado por el mismo
operador. A la vez, destacamos el dise-
filo comparativo, que permitio incluir a la
misma cohorte de pacientes como su gru-
po control, controlando de esta forma las
diferencias en las variables demograficas.

Una de las principales limitaciones es el
bajo tamafio muestral y el corto periodo
de seguimiento, ya que solo evaluamos el
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resultado de la primera FIV, desconocien-
do hasta esta instancia las implicancias a
largo plazo. Por otro lado, seria interesan-
te conocer si el aumento en el nimero de
embriones evolutivos impacta en las tasas
de embarazo y nacidos vivos posteriores a
las transferencias embrionarias, dato que
no contamos al momento de escribir este
trabajo pero que nos proponemos analizar
en el futuro cercano.

Finalmente, es importante destacar que
existe en la literatura una amplia heteroge-
neidad en los protocolos de esta técnica, en
lo que respecta a multiples factores como:
volumen de sangre procesada, volumen de
plasma inyectado, método de preparacion/
activacion de plaquetas, via de inyeccion
de plasma, momento del ciclo, nimero de
infusiones a realizar, seguimiento, tiempo
hasta indicar tratamiento de fertilizacion
asistida, definicion de baja respondedora.
Asimismo, la evidencia por el momento se
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Genetics and filiation: a clinical case of intrafamilial donation
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RESUMEN

Pregunta de estudio: ;Puede una pare-
ja que tiene una dificultad reproductiva
aceptar una gameta donada por un familiar
(donacion intrafamiliar)? ;Como evalta el
psicélogo estas situaciones?

Respuesta resumida: Si, se puede recu-
rrir a la donacion intrafamiliar luego de
una evaluacion exhaustiva realizada por el
equipo tratante.

Lo que ya se sabe: Recurrir a la donacion
de gametas implica atravesar un duelo ge-
nético. No obstante, muchas personas ne-
cesitan conocer algo de la genética de la
gameta que van a recibir.

Diseiio del estudio: Caso clinico
Materiales y Métodos: Entrevistas se-
mi-dirigidas individuales con cada miem-
bro de la pareja receptora y con la donante
intrafamiliar, Entrevista semidirigida vin-
cular (receptores-donante), Test de Bender,
HTP (House, Tree, Person), Familia kiné-
tica actual y Familia kinética prospectiva,
Inventario clinico de Sintomas SCL-90-R.
Descripcion del caso clinico: Se trata de
una pareja heterosexual (mujer de 42 y va-
ron de 44 anos) que requiere de donacion

ABSTRACT

Study question: Can a couple that has a
reproductive difficulty accept a gamete
donated by a family member? How does
the psychologist evaluate these situations?
Summary answer: Yes, intra-family dona-
tion can be used after an exhaustive eval-
uation carried out by the treating team.
What is already known: Resorting to
the donation of gametes implies going
through a genetic duel. However, many
people need to know something about the
genetics of the gamete they are going to
receive.

Study design: Clinical case

Materials and Methods: Individual
semi-directed interviews with each mem-
ber of the recipient couple and with the
intra-family donor, bonding semi-directed
interview (recipients-donor), Bender Test,
HTP (House, Tree, Person), Current kinet-
ic family and kinetic family prospective,
Clinical Symptom Inventory SCL-90-R.
Description of the clinical case: Hetero-
sexual couple (42-year-old woman and
44-year-old man) who require egg do-
nation due to low ovarian reserve. The
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de 6vulos debido a la baja reserva ovarica.
La mujer ya tiene dos hijos de su anterior
matrimonio, el varén no tiene hijos aun.
La posible donante es la sobrina de la re-
ceptora (25 afios), que ya tiene dos hijos.
Limitaciones del estudio: Al ser una des-
cripcion de un caso clinico, no puede ge-
neralizarse sobre el curso de los resultados
de este estudio y no puede ser aplicable a
todos los casos de donacion intrafamiliar.
Implicancia de los hallazgos: Cuando se
tiene que concebir un hijo teniendo que
recurrir a la donacion de gametos, lo mas
frecuente es recurrir a terceros fuera del
ambito familiar, pero en algunas ocasio-
nes hay parejas que deciden optar por al-
guien de su entorno. Esta posibilidad abre
un debate, porque si bien desde el campo
de la medicina es posible, desde el punto
de vista psicologico nos interroga respecto
de los vinculos que se generaran entre los
actores involucrados, especialmente pen-
sando en el nifio/a por nacer.

Palabras clave: donacion de gametos —
donacion intrafamiliar — familia - genética
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woman already has two children from her
previous marriage, the man has no chil-
dren yet. The possible donor is the recip-
ients niece (25 years old), who already
has two children.

Limitations of the study: Being a descrip-
tion of a clinical case, it cannot be gener-
alized about the course of the results of
this study and may be not applicable to all
cases of intrafamilial donation.
Implication of the findings: When you
have to conceive a child appealing to gam-
ete donation, the most common thing is to
participate of the ovodonation program,
but on some occasion, there are couples
who decide to opt for someone from their
environment. This possibility opens a de-
bate, because although it is possible from
the medical field, from the psychological
point of view it questions us regarding the
links that will be generated between the
actors involved, especially thinking about
the unborn child.

Keywords: gamete donation - intrafamil-
ial donation - family - genetics
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Introduccion

“Cada nifio construira su version mitica
de su venida al mundo, cualquiera que sea
la forma en que fue concebido”.

Lacan, 1957

Las nuevas formas de filiacion y las nue-
vas redes de parentesco generadas por las
técnicas de reproduccion humana asistida
(TRHA), dejan atras el modelo heteronor-
mativo y el paradigma biogenético del si-
glo pasado.

La forma de acceder a la maternidad/pa-
ternidad se ve transformada y se pluraliza.
La ciencia deja atras a la relacion sexual
como unica opcion, abriendo otros cami-
nos.

Donacion de 6vulos, donacion de esper-
ma, gestacion subrogada, son nuevas op-
ciones a la hora de pensar una familia.

El objetivo de este trabajo es reflexionar
sobre qué rol juega la genética en la cons-
truccion del parentesco en este caso clini-
co, apelando a un trabajo interdisciplinario
que piensa que cada familia y cada sujeto
es una construccion singular y sin esperar
que estos resultados se apliquen a otros
casos.

Materiales y métodos

Diseiio del estudio: caso clinico
Descripcion del caso clinico:

En 1978 nacio6 el primer bebe in vitro y
afios mas tarde en 1984 nacio el primer
bebé concebido con 6vulos donados.

En Argentina uno de cada cuatro trata-
mientos de fertilidad es con 6vulos dona-
dos™. Prescindir de la genética propia y
recurrir a los gametos de un tercero, im-
plica realizar lo que llamamos “duelo ge-
nético”.

Thery explica: “En cuanto a las TRA-D, la
figura del/la donante introduce un tercero
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en la relacion familiar que provoca in-
quietud y ambigiiedad en la posicion que
ocupa la madre o padre que carece de vin-
culo genético con su hijo/a”®.

Por ese motivo, muchas personas se sien-
ten mas seguras con un donante dentro
de su grupo familiar frente a la opcion de
tener que aceptar algo totalmente ajeno y
desconocido.

El comité de ética de la Sociedad Ameri-
cana de Medicina Reproductiva (ASMR),
dice: “El uso de donantes de gametos
intrafamiliares o en gestacion subroga-
da generalmente es éticamente acepta-
ble cuando todos los participantes estan
completamente informados y asesorados,
pero deben prohibirse los arreglos que re-
produzcan los resultados de uniones con-
sanguineas o incestuosas verdaderas. Las
donaciones de hijo a padres generalmente
son inaceptables y entre padres e hijos son
aceptables en situaciones limitadas. Los
programas que opten por participar en los
arreglos intrafamiliares deben estar pre-
parados para dedicar mas tiempo al ase-
soramiento de los participantes y garanti-
zar que hayan tomado decisiones libres e
informadas”®.

Por lo mencionado a diferencia de la dona-
cion an6nima de gametos, en la donacion
intrafamiliar se debe evaluar que no haya
trama incestuosa, tanto desde lo médico
como desde lo psicolégico.

Desde el punto de vista psicologico, la tra-
ma incestuosa esta asociada con los moti-
vos por los cuales se dona y se acepta la
donacion, por los vinculos entre los miem-
bros de la familia que estan involucrados
en el proceso y por el lugar que ocupara el
nifio/a advenir.

El psicologo debe evaluar que no haya
coercion consciente ni inconsciente (pro-
teccion de la autonomia del/la donante)
e indagar como es el lazo afectivo previo
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con la donante.

En estos casos si bien no hay anonimato,
puede haber secreto, lo cual genera un es-
pecial cuidado en el nifio nacido, ya que
estara en contacto con su donante y sera
parte de su familia.

Por otro lado, si bien no hay compensacion
econdmica, puede haber deuda simboélica.
Por todos los motivos desarrollados es
fundamental el asesoramiento combinado
y separado de donantes y receptores™.
Toda pareja que tiene que recurrir a la do-
nacion de gametos, realiza un duelo por no
poder contar con sus gametos propios. Se
ha mencionado que hay un grupo de per-
sonas que prefiere -como mejor alternativa
para ellos- la donacion intrafamiliar, frente
a lo desconocido y lo ajeno que le repre-
senta la donacion de un tercero anénimo.
Apelando a la donaciéon de 6vulos de un
miembro de la familia evitan perder la
trasmision “genética” familiar que con sus
o6vulos no pueden aportar.

No obstante, se enfrentan a la transforma-
cion familiar, teniendo que repensar que lu-
gares tiene cada uno y que lugares tendran.
Luego que el médico y la embridloga
evaluaron y consideraron que esta pareja
podria optar por la donacion intrafamiliar,
son derivados a las entrevistas psicologi-
cas.

Se procede a tener varias entrevistas con
ellos en las cuales se utilizaron: Entrevis-
tas semi-dirigidas individuales con cada
miembro de la pareja receptora y con la
donante intrafamiliar, Entrevista semidi-
rigida vincular (receptores-donante), Test
de Bender, HTP (House, Tree, Person),
Familia kinética actual y Familia kinética
prospectiva, Inventario clinico de Sinto-
mas SCL-90-R.

En las entrevistas se le explica a cada
uno que este no es un proceso evaluativo,
sino una instancia para procesar juntos y

Reproduccion - Volumen: 37 / Afio 2023 / N° 1

evaluar asi si esta es la mejor opcion para
esta pareja.

Se trata de una pareja heterosexual (mujer
de 42 y varén de 44 afios) que requiere de
donacion de 6vulos debido a la baja reser-
va ovarica. La mujer ya tiene dos hijos de
su anterior matrimonio, el varén no tiene
hijos aun. La posible donante es la sobrina
de la receptora (25 afos), que ya tiene dos
hijos.

Se le pregunta a la receptora que es un
ovulo para ella y responde “Un dvulo es
informacion genética, lo que yo valoro de
la donacion es la informacion genética”.
“Este hijo/a va tener un vinculo genético
con mis hijos. Si manana necesita una do-
nacion de un organo, o algo asi...”.

Ante la pregunta de ;Por qué intrafamiliar
y no anonima? y (A quién se le ocurrié
pensar en la opcion intrafamiliar?, respon-
de: “B. (donante) me lo ofrecio. No me
gustaria que sea anonimo y no temner esa
informacion para mi hijo/a”.

Se le hace la misma pregunta a la pareja
de la receptora: ;Por qué intrafamiliar y
no anénima? y responde: “;Por los genes
que tiene! Yo habia pensado en B.”.

Al interrogar a la donante sobre: ;Qué sig-
nifica la donaciéon de gametos? dice: “Yo
no lo tenia pensado, me lo comento mi tia
v la quise ayudar. La vi angustiada y se
me ocurrio. Yo me ligué las trompas y no
quiero mas hijos. Donar ovulos es ayudar
a alguien a ser madre”.

Con respecto a ;qué es un 6vulo? para ella
explica: “Es una pequernia parte de mi, es
una pequena ayuda” y aclara “Mama es
la que da amor, la que cria”.

De las técnicas administradas no se des-
prende ningtn indicador disruptivo y se
ve con claridad la proyeccion de la con-
formacion familiar a futuro -tanto de los
receptores y los donantes- sin confusion
de roles.
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Genética y filiacion. Un caso clinico de donacion intrafamiliar

En este caso clinico, vemos como para
esta pareja es fundamental mantener la ge-
nética a la hora de tener un hijo.

Discusion

Ansermet escribe con claridad: “Hay
cambios en el mundo que se producen de-
masiado rapido como para poder reflexio-
nar sobre ellos. Estos cambios en curso
implican también cambios en las repre-
sentaciones, instancias de vértigo, instan-
cias de tropiezo, exigiendo un retorno al
enfoque clinico para comprender caso por
caso, la manera en que los sujetos se las
arreglan con las realidades inéditas intro-
ducidas por las biotecnologias; y exigen
también investigaciones antropologicas,
historicas, sociologicas, juridicas o éticas
para comprender el impacto de estas nue-
vas manipulaciones del cuerpo sobre las
representaciones, tanto subjetivas, como
colectivas”™®.

También nos ensefia que cuando se recu-
rre a las TRHA, hay un riesgo de reducir
todo al origen de como fue la misma, ad-
virtiéndonos que no debemos caer en ese
reduccionismo y trabajar sobre el deseo y
la historia de ese hijo en esa familia®,

En sus propias palabras: “Designar al do-
nante de esperma como padre biologico
introduce un malentendido sobre la trans-
mision. El origen es también el deseo de
tener un hijo de quienes querian conce-
bir un hijo. La transmision entrana otras
dimensiones ademas de la biologica. El
padre no puede ser atribuido al esperma.
Asimismo, la madre no puede ser reducida
al ovulo. Hacer recaer el origen en los ga-
metos, incluso en la barriga de quien hu-
biera llevado al nifio en caso de gestacion
subrogada, es caer en un malentendido
total; haciendo que el proyecto de quienes
decidieron pasar por una donacion pase
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a segundo plano, borrando su deseo, su
historia y su intencion. Por no hablar del
hecho de que, sea cual sea el modo de ori-
gen, sigue correspondiendo al nifio poder
adoptar el suyo, lo que implica también
ser el adoptado de un deseo”®.

Diana Pérez reflexiona sobre el rol del psi-
cologo en la clinica de (in)fertilidad y nos
propone “una clinica posible que por sus
caracteristicas deberd estar en permanen-
te revision”?, considero que este tipo de
casos convocan a lo que la autora plantea.
Para finalizar y volviendo al caso clinico
que nos interpela, escuchando la historia
de los pacientes de la cual se desprende
su deseo de hijo, podemos pensar que, si
bien la genética no hace familia, esta es un
factor importante para esta familia y debe
ser escuchado cuando los consultantes lo
plantean.

Por otro lado, este fue el trabajo interdisci-
plinario previo a la toma de decision. Des-
de el punto de vista psicolégico —siempre
que la familia acompaifie- se sugiere con-
tinuar con un acompafiamiento durante el
embarazo (si este se lograra) y luego del
nacimiento, en las etapas que ellos requi-
rieran.,
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Efecto de la suplementacion de
progesterona en ciclos de transferencia
embrionaria con preparacion endometrial
artificial y niveles bajos de progesterona

Effect of progesterone supplementation in embryo transfer cycles with artificial
endometrial preparation and low progesterone levels
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RESUMEN

Pregunta de estudio: En mujeres que reali-
zan preparacion artificial de endometrio para
tratamientos de transferencia de embriones
congelados, ;Influyen los niveles séricos de
progesterona del dia de la transferencia en la
tasa de embarazo clinico?

Respuesta resumida: Este estudio muestra
que la medicion de progesterona sérica an-
tes de la transferencia de embriones es una
herramienta util para la optimizacion de los
valores séricos de progesterona en ciclos de
preparacion endometrial artificial. Dado que
los resultados en tasas de embarazo entre las
pacientes con niveles séricos adecuados fue-
ron similares a aquellas en la que se realizo
correccion luego de presentar niveles bajos
de progesterona antes de la transferencia.
Lo que ya se sabe: Estudios previos han de-
mostrado que existe una concentracion séri-
ca minima de progesterona en los ciclos de
preparacion endometrial por debajo del cual
la tasa de éxito disminuye. Esto surge de los
datos que vinculan un nivel mas alto de pro-
gesterona circulante con mayores tasas de

ABSTRACT

Study question: In women undergoing
artificial endometrial preparation for
frozen embryo transfer treatments, do
serum progesterone levels on the day of
transfer influence the clinical pregnancy
rate?

Summary Answer: This study shows
that serum progesterone measurement
prior to embryo transfer is a useful
tool for optimizing serum progesterone
values in artificial endometrial prepa-
ration cycles. Given that the results in
pregnancy rates among patients with
adequate serum levels were similar to
those in which correction was made af-
ter presenting low levels of progesterone
before the transfer

What is already known: Previous stud-
ies have shown that there is a minimum
serum concentration of progesterone in
endometrial preparation cycles below
which the success rate decreases. This
arises from data linking a higher level
of circulating progesterone with higher
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nacidos vivos y un menor riesgo de aborto
espontaneo en los ciclos de transferencia de
embriones criopreservados. Sin embargo,
los resultados en cuanto a punto de corte y
esquema Optimo son contradictorios.
Disefio del estudio: Estudio de cohorte re-
trospectivo.

Material y métodos: Se incluyeron 205
pacientes que realizaron preparacion arti-
ficial del endometrio para transferencia de
embriones criopreservados con 6vulos pro-
pios o de ovodonacion entre marzo del 2022
a junio del 2022 en el Instituto Gamma, en
Rosario, Santa Fe. Se obtuvo informacion
de las historias clinicas electronicas de cada
paciente.

Resultados: La progesterona media en el
dia de la transferencia de embriones en sue-
ro fue de 16,9 ng/ml. Se alcanzaron valores
plasmaticos mayores con la via de adminis-
tracion vaginal. En 24 pacientes la progeste-
rona se encontraba en valores menores a 9,2
ng/ml el dia de la transferencia, en todos los
casos se suplement6 y los valores 72 horas
posteriores mostraron en el 100% de los ca-
sos un valor superior a dicha cifra. Los resul-
tados reproductivos con la suplementacion
fueron comparables a aquellos en los que la
progesterona inicial fue mayor a 9,2 ng/ml
inicialmente.

Limitaciones del estudio: La principal li-
mitacion del estudio es el bajo nimero de
pacientes incluidos y su disefio retrospectivo.

Palabras clave: Progesterona plasmatica,

transferencia de embriones criopreserva-
dos, tasa de embarazo clinico.
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live birth rates and a lower risk of mis-
carriage in cryopreserved embryo trans-
fer cycles. However, the results in terms
of cut-off point and optimal scheme are

contradictory.
Study design: Retrospective cohort
study

Material and methods: 205 patients
who underwent artificial preparation of
the endometrium for transfer of cryopre-
served embryos with their own or oocyte
donation between March 2022 and June
2022 at the Gamma Institute, in Rosario,
Santa Fe, were included. Information
was obtained from the electronic medi-
cal record of each patient.

Results: The mean progesterone on the
day of embryo transfer in serum was
16.9 ng/ml. Higher plasma values were
achieved with the vaginal route of ad-
ministration. In 24 patients, progester-
one was at values less than 9.2 ng/ml on
the day of transfer, in all cases it was
supplemented and the values 72 hours
later showed a value higher than that
figure in 100% of cases. Reproductive
results with supplementation were com-
parable to those where initial progester-
one was greater than 9.2 ng/ml initially.
Study limitations: The main limitation
of the study is the low number of patients
included and its retrospective design.

Keywords: Plasma progesterone, cryo-
preserved embryo transfer, clinical preg-
nancy rate.
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bajos de progesterona

INTRODUCCION

Las transferencias de embriones criopre-
servados se han incrementado notoriamen-
te en la ultima década por varias razones:
la gran mejora en las tasas de superviven-
cia embrionaria relacionada con el desa-
rrollo de la criopreservacion, el mayor uso
de politicas electivas de transferencia de
un solo embrién y el desarrollo de estrate-
gias para prevenir el sindrome de hiperes-
timulacion ovarica en mujeres en riesgo, o
mas comunmente, para evitar el efecto ne-
gativo de los niveles suprafisiologicos de
esteroides inducidos por la estimulacion
ovarica controlada en la implantacion del
embridn. Sin embargo, no hay consenso
sobre el método mas efectivo de prepara-
cion endometrial.

En estos tratamientos cominmente se
utiliza la preparacion artificial endometrial
(. En la mayoria de los casos se realiza
con estrégenos y progesterona, garanti-
zando la proliferacion endometrial y la
apertura de la ventana implantatoria. La
administracion de estrogenos se adapta a
la necesidad de cada paciente, pero las do-
sis de progesterona y las formas de admi-
nistracion de la misma varian de acuerdo a
las preferencias del médico y paciente .

La progesterona es la principal hormona
esteroide “progestacional” secretada por
el cuerpo luteo para inducir la transfor-
macion secretora del endometrio, lograr
y mantener un embarazo. Juega un papel
fundamental en la transicion del endome-
trio de la fase proliferativa a la secretora
y en la decidualizacion del mismo ©®. Este
proceso esta controlado por complejas in-
teracciones de transcripcion, factores de
activacion, citoquinas y vias de sefializa-
cion, reguladores esenciales y un requisito
previo para el éxito de la implantacion em-
brionaria . También actta sobre el siste-
ma inmunitario, principalmente al afectar
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la sintesis de citoquinas y la funcién de
las células NK ©. Debido a los efectos
mencionados la progesterona tiene un rol
fundamental en el proceso reproductivo y
existe un interés creciente en los valores
plasmaticos de la misma durante los ci-
clos de terapia de reproduccion asistida,
para definir el nivel que pueda garantizar
un entorno endocrino 6ptimo durante la
implantacion del embrion y el embarazo
temprano.

Es probable que exista una concentra-
cion sérica minima de progesterona en los
ciclos de preparacion endometrial por de-
bajo del cual la tasa de éxito disminuya.
Esto surge de los datos que vinculan un ni-
vel mas alto de progesterona circulante con
mayores tasas de nacidos vivos y un menor
riesgo de aborto espontaneo en los ciclos
de transferencia de embriones criopreser-
vados . Gao et. al. (2021) en su estudio
asegura que el nivel de progesterona sérica
en el dia de la transferencia embrionaria es
uno de los factores de riesgo que predicen
las posibilidades de embarazo en ciclos
de preparacion de endometrio artificial ®.
Constituiria un factor prondstico para el
éxito de los tratamientos de reproduccion
asistida, asimismo, los valores por deba-
jo de 9 ng/ml. se asocian con mayor tasa
de aborto ©. Estos datos demuestran que
podria ser util individualizar los esquemas
de preparacion endometrial aumentando
la dosis de progesterona en aquellas pa-
cientes que no logran los valores séricos
apropiados el dia de la transferencia y po-
drian beneficiarse con la suplementacion
adicional para lograr un soporte 6ptimo de
la fase lutea © %D, No obstante, estudios
recientes sugieren que la progesterona ex-
cesiva puede ser tan perjudicial para los
resultados del tratamiento como cuando se
encuentra baja ?. Algunos autores sugie-
ren que el valor de la progesterona sérica
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el dia de la transferencia superior a 20 ng. /
ml, se asocia con disminucion de la tasa de
embarazo y nacido vivo ®. El monitoreo
de estos valores podria ayudar a indivi-
dualizar la administracion de progesterona
para mejorar las tasas de embarazo clinico
y nacido vivo, especialmente en ciclos sin
cuerpo luteo (¥,

Diferentes autores han estudiado pun-
tos de corte que podrian ser un predictor
confiable en los resultados de tratamientos
con preparacion artificial del endometrio.
Labarta et. al. (2017) demostré que con-
centraciones plasmaticas de progesterona
por debajo de 9,2 ng/ml el dia de la trans-
ferencia en ciclos de ovodonacion se aso-
ciaron a tasas de embarazo evolutivo sig-
nificativamente mas bajas . Por lo tanto,
la utilidad de esta medicion de progestero-
na plasmatica radica en la posibilidad de la
suplementacion en los casos que la misma
se encuentre disminuida. La potencia de
los diferentes progestagenos para suple-
mentar se ha estimado de forma relativa.
Existen varias formulaciones de progeste-
rona disponibles, incluyendo oral, vaginal
y parenteral incluyendo esta tltima la via
subcutanea e intramuscular.

La via de administracion parenteral ge-
nera altas concentraciones plasmaticas y
bajas concentraciones en oOrganos diana
(Gtero y ovarios) y la utilizacion de la pro-
gesterona via vaginal, por el contrario, se
refleja en bajas concentraciones plasmati-
cas y altas concentraciones en los 6rganos
reproductivos *'9 La administracion de
progesterona micronizada via vaginal per-
mite una excelente entrega al 6rgano diana
con dosis minimas. La captacion preferen-
cial por el ttero, cuando se administra de
este modo, se ha demostrado en una serie
de estudios. La concentracion en el tejido
uterino superaba mas de diez veces los
niveles alcanzados por la administracion
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intramuscular, a pesar de que los niveles
plasmaticos en el ultimo caso eran siete
veces mas altos. Las pacientes la aceptan
mas facilmente debido a su conveniencia,
ausencia de dolor en el lugar de la inyec-
cion y de mareos u otros efectos secunda-
rios (7-18),

Otra forma de administracion es la via
vaginal en formulacion de gel, con uso
aceptable clinicamente por las caracteris-
ticas bioadhesivas, que le otorga la propie-
dad de liberacion sostenida con la necesi-
dad de administracion menos frecuente ).

La progesterona administrada por via
oral esta sujeta a un metabolismo hepatico
de primer paso. Esta actividad metaboli-
ca da como resultado la degradacion de la
progesterona en sus metabolitos. Aunque
la conveniencia de la progesterona admi-
nistrada por esta via es indiscutible, su uso
se ha asociado con efectos adversos sisté-
micos, por ejemplo, somnolencia, sofocos
y nauseas. También se han atribuido efec-
tos sedantes e hipnoticos . Las propie-
dades farmacocinéticas de la progesterona
administrada por via oral también estan in-
fluenciadas por la ingesta de alimentos V.
Posteriormente, con la aparicion de la pro-
gesterona micronizada se logr6 una mejor
absorcion y biodisponibilidad. Después de
la ingestion de 200 mg de progesterona
micronizada, las concentraciones séricas
medias de progesterona (dentro del rango
de la fase Iutea) se alcanzan en 2 a 4 horas
y permanecen significativamente elevadas
durante las siguientes 6 a 7 horas ®2.

Algunos autores sostienen que la in-
terferencia de altas concentraciones de
metabolitos de progesterona producidos
durante el primer paso hepatico podria
proporcionar concentraciones séricas de
progesterona erroneamente altas . Es-
tos valores son causados por una reac-
cion cruzada de los metabolitos con los
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anticuerpos policlonales antiprogestero-
na en los inmunoensayos directos que se
usan en los laboratorios de rutina. Algu-
nos autores mencionan que la causa de la
insuficiencia de la progesterona adminis-
trada por via oral estaria explicada por la
incapacidad de inducir una transformacion
secretora endometrial adecuada, a pesar de
las concentraciones séricas elevadas 9.

A su vez, existen diferencias en la ca-
pacidad de absorcion de los individuos.
Estas variaciones interpersonales podrian
deberse a niveles de absorcidn, distribu-
cion y metabolismo en el tejido graso. Un
estudio realizado por Gonzalez-Foruria et.
Al (2020) demostré que después del ana-
lisis de diferentes factores, el aumento de
la edad presentd una correlacion positiva
con las concentraciones de progesterona.
Por el contrario, se mostraron correlacio-
nes negativas significativas en cuanto a las
concentraciones de progesterona en un ci-
clo previo <10 ng/ml y mayor peso ??. Se
han estudiado en pacientes con tratamien-
tos en fresco donde existe la presencia de
cuerpos luteos y en transferencia de em-
briones criopreservados donde la necesi-
dad es variable de acuerdo a cada paciente
(25-26) En cuanto a la progesterona microni-
zada via vaginal en formula de capsulas la
dosis recomendada es de 600 a 1200 mg /
dia o en la formula de progesterona en gel
180-270 mg /dia "9,

Teniendo en cuenta lo anteriormente
descripto el objetivo primario de este es-
tudio es evaluar el impacto de la proges-
terona sérica en pacientes que realizaron
transferencia de embriones criopreser-
vados con preparacion artificial endome-
trial. Dentro de los objetivos secundarios:
Cotejar los valores de progesterona plas-
matica segun la forma de administracion
de progesterona en el grupo suplementa-
do. Comparar la tasa de embarazo clinico
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definida como: niimero de pacientes con
ecografias transvaginales que evidencian
embriones con actividad cardiaca positi-
va / nimero de transferencias realizadas x
100, tasa de embarazo bioquimico y tasa
de aborto entre el grupo de pacientes con
valores de progesterona el dia de la trans-
ferencia embrionaria de un ciclo de prepa-
racion endometrial artificial >9,2 ng/ml y
el grupo de pacientes con valores < 9,2 ng/
y suplementadas con progesterona.

MATERIAL Y METODOS
Disefio de investigacion

Se realiz6 un estudio de cohorte retros-
pectivo. Se incluyeron 205 pacientes que
realizaron preparacion artificial del endo-
metrio para transferencia de embriones
criopreservados con ovulos propios o de
ovodonacion, entre marzo del 2022 y ju-
nio del 2022 en el Instituto Gamma, en
Rosario. Santa Fe.

Los criterios de inclusion fueron pacien-
tes que realizaron preparacion artificial del
endometrio, transferencia de al menos un
blastocisto de buena calidad y endometrio
de al menos 7 mm trilaminar en el ultimo
control ecografico.

Se excluyeron pacientes con patologia
uterina como poélipos, miomas submuco-
sosg o malformaciones uterinas.

Procedimiento de recoleccion de datos

Se obtuvo informacion de las historias
clinicas electronicas de cada paciente. El
valor del dosaje sérico de progesterona se
extrajo a partir de los datos del laboratorio
del Instituto Gamma. Los valores de pro-
gesterona se expresaron en ng/ml. Se ana-
lizaron en todos los casos por el método
de inmunoensayo de electro quimiolumi-
niscencia analizador COBAS 6000.

La extraccion de sangre para evaluacion
de progesterona plasmatica se realizé el
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dia de la transferencia o el dia previo a la
misma, por la mafiana, con ayuno mini-
mo de 8 horas y con la colocacion de la
medicacion indicada la noche previa a la
extraccion.

Todos los ciclos de preparacion endo-
metrial fueron artificiales, se comenzo con
estradiol desde el dia 2 o 3 del ciclo via
oral, 6 mg diarios repartidos en 3 tomas,
tras la determinacion de ausencia de ac-
tividad folicular en la primera ecografia.
Luego de 10-12 dias de estrogenos, se
realizé el segundo control ecografico para
evaluar el crecimiento endometrial. Con
endometrio de al menos 7 mm y patrén
trilaminar, se realizé la transferencia em-
brionaria. Las pacientes recibieron pro-
gesterona durante 5 o 5.5 dias, en forma
intravaginal, via oral o mixta en dosis de
800 mg diarios repartidos en dos veces, en
el caso de gel intravaginal de progestero-
na al 8 % una aplicacion. La transferencia
embrionaria de todas las pacientes se llevo
a cabo en quirdfano central bajo guia eco-
grafica transabdominal, siguiendo los pro-
tocolos habituales del procedimiento. La
eleccion del catéter utilizado quedo bajo
criterio del médico. En todos los casos se

realizo transferencia de embriones en esta-
dio de blastocisto y al menos uno de bue-
na calidad categorizados por los bidlogos
de acuerdo a la clasificacion de Gardner y
Schoolcratft.

Las pacientes fueron divididas en dos
grupos: aquellas con valores séricos de
progesterona el dia de la transferencia
igual o mayores de 9,2 ng/ml y aquellas
con valores menores a 9,2 ng/ml. En estas
ultimas se subdividi6 en las que realizaron
correccion vaginal (con progesterona mi-
cronizada o gel vaginal al 8%) o via oral
segun criterio médico o tolerancia de la
paciente, el dosaje de progesterona para
control pos suplementacion se realizo 72
hs. posteriores a la transferencia.

Las variables analizadas fueron la tasa
de embarazo clinico, tasa de embarazo
bioquimico y de abortos.

Analisis estadistico

Se compararon las diferencias en las
variables cuantitativas entre los grupos
y las diferencias entre proporciones con
test de Chi cuadrado. Se describieron las
variables cuantitativas mediante media y
desvio estandar y las variables categoricas

Grafico 1. Diagrama de via de administracién de progesterona inicial.
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mediante porcentaje. Se utiliz6 la prueba
de U de Mann-Whitney para evaluar la re-
lacion entre valor de progesterona sérica 'y
tasa de embarazo clinico.

RESULTADOS

Durante el periodo estudiado se reali-
zaron 205 ciclos de transferencia de em-
briones criopreservados con preparacion
endometrial artificial con valerato de es-
tradiol y progesterona micronizada o pro-
gesterona gel 8%.

La edad promedio al momento de la
transferencia fue de 38 afios con un rango
de 28 a 50 afos.

Del total de los ciclos de transferencia
de embriones criopreservados el 86%
(N:176) fueron con ovocitos propios y
14% (N: 29) fueron con ovocitos donados.
Todas las transferencias realizadas fueron
con embriones de calidad A/B segun la
clasificacion de Gardner y Schoolcraft.

La preparacion endometrial artificial se
realizo en todos los casos con valerato de
estradiol en dosis de 6 mg. La administra-
cion de progesterona inicial se realizo en
166 pacientes por via vaginal, dentro de
las cuales 149 fueron con progesterona
micronizada (dosis de 800 mg) y 17 con
progesterona en gel al 8%. Ademas, 12
pacientes recibieron administracion oral y

las 27 pacientes restantes realizaron com-
binacion de progesterona micronizada via
oral y vaginal (400 mg via vaginal y 400
mg via oral).

Se dividieron las pacientes de acuerdo a
la via de administracion.

En la tabla 1 se describen los valores
medios de progesterona, segun la via de
administracion inicial.

Después de la administracion de proges-
terona inicial, incluyendo todos los gru-
pos, el nivel medio de progesterona fue
16,9 ng/ml, con un amplio rango, valor
minimo de 5 ng/ml y maximo de 60 ng/ml.

Se dividieron las pacientes en aquellas
que tenian un valor de progesterona plas-
matica menor a 9,2, o mayor o igual a
9,2. Todas las pacientes del primer grupo
fueron suplementadas con progesterona.
(Grafico 2).

En 24 pacientes la progesterona se en-
contraba en valores menores a 9,2, en to-
dos los casos se suplemento.

La forma de suplementacion en 22 casos
fue por via oral, de las cuales 7 pacientes
recibieron dosis de 200 mg con un valor de
progesterona plasmatica promedio dosado
72 horas posteriores de 13 ng/ml; 15 a do-
sis de 400 mg con un promedio de proges-
terona sérica posterior de 25,8 ng/ml.

En las 2 pacientes restantes se

Tabla 1. Valores promedio de progesterona inicial (dia de la transferencia o dia previo a la
misma) segln via de administracion.

TIPO DE PREPARACION ENDOMETRIAL

N° PACIENTES  VALOR PROMEDIO

DE PROGESTERONA

PLAMATICA (NG/ML)
PROGESTERONA ViA | PROGESTERONA MICRO- 149 14,7
VAGINAL NIZADA (800 MG)
PROGESTERONA GEL (90 17 10,1
MG)
PROGESTERONA VIA ORAL (800 MG) 12 63,2
PROGESTERONA VIA ORAL + VIA VAGINAL (400 27 26,7
MG/400MG)
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suplemento progesterona micronizada via
vaginal en dosis de 200 mg con un valor
promedio de progesterona plasmatica de
9,4 ng/ml.

La tasa de embarazo clinico en pacientes
con progesterona inicial mayor a 9,2 ng/
ml (N:181) fue de 43,6 % (N:79), mien-
tras que la tasa de embarazo en pacientes
con progesterona inicial menor a 9, 2 ng/
ml y suplementadas (N: 24) fue de 37,5%
(N:9).

No se

encontraron  diferencias

estadisticamente significativas entre los
valores de progesterona en los dos grupos
y la tasa de embarazo clinico (p: 0,394).

DISCUSION

Es indudable el papel crucial que tiene la
progesterona para el embarazo y manteni-
miento del mismo en los ciclos de prepa-
racion artificial endometrial para realizar
transferencia de embriones criopreserva-
dos. El valor de progesterona plasmatica
el dia de la transferencia embrionaria es

Grafico 2. Diagrama de ciclos segtin valor plasmético de progesterona, y suplementacion en
pacientes con valor menor a 9,2 ng/ ml.

Tabla 2. Valores de progesterona sérica el dia de la transferencia embrionaria o dia previo:
menor a 9,2 ng/ml (suplementado) y mayor o igual a 9,2 en relacion a tasa de embarazo clinico,

Nivel de progesterona plasmatica

embarazo bioquimico y aborto.

< 9,2 ng/ml = 9,2 ng/ml

(Dia de la transferencia o dia (Suplementado con

previo)

progesterona)

Numero de pacientes 24 181

Tasa de embarazo clinico (%) 37,5% (N:9) * 43,6 % (N:79) | 0,394
Tasa de embarazo bioquimico (%) 20,8% (N:5)** 6 % (N:11) 0,53
Tasa de aborto (%) 0% (N:0) 3,8% (N:7) 2,5

* g embarazos clinicos: 8 fueron pacientes suplementadas via oral. 1 paciente suplementada via vaginal.
** 5 embarazos bioquimicos: 4 fueron suplementadas con progesterona via oral y 1 via vaginal.
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un factor prondstico independiente para
la tasa de embarazo clinico ®*2?%. Esto no
pudo ser demostrado en esta serie de pa-
cientes, debido a que en todos los casos en
los que el valor de progesterona era menor
a 9,2 ng/ml se suplement6 y los valores 72
hs posteriores mostraron en el 100% de los
casos un valor superior a dicha cifra.

Dentro de las estrategias utilizadas para
suplementar la progesterona en los casos
de valores séricos disminuidos, surge el
interrogante de cual es la dosis y via de
administracion optima para cada pacien-
te. Cédrin-Durnerin et al. (2019) en un
estudio en el que utilizaron 600 mg de
progesterona vaginal y los valores séricos
el dia de la transferencia se encontraban
disminuidos, aumentaron la dosis a 1200
mg sin encontrar mejoria en los valores de
progesterona plasmatica ¢,

En un estudio de Labarta et. al. (2022)
las pacientes que contaban con valores
plasmaticos menores a 9,2 ng/ml, fueron
suplementadas con progesterona subcu-
tanea y se observo que los resultados re-
productivos con la suplementacion eran
comparables a aquellos en los que la pro-
gesterona inicial era mayor a 9,2 ng/ml, de
manera similar a los valores encontrados
en el presente estudio GV,

En cuanto a la via de administracion de
la progesterona se han explorado varias y
no se ha identificado ninguna formulacién
o régimen Unico como superior en cuanto
a eficacia 2.

La evidencia en la literatura sugiere que
la progesterona vaginal podria ser supe-
rior a otras vias, principalmente debido al
efecto postulado del primer paso uterino,
que resulta en una mejor biodisponibilidad
local de la progesterona en el ttero inde-
pendientemente de los niveles séricos. Sin
embargo, son necesarios grandes estudios
prospectivos aleatorizados para confirmar
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esta superioridad y detectar la dosis y la
formulacion 6ptimas. En el presente traba-
jo se observo que con la via de adminis-
tracion oral los niveles séricos de proges-
terona fueron superiores en relacion a la
via vaginal (ya sea micronizada o con gel).

Diferentes articulos describen que la
progesterona micronizada oral esta asocia-
da con eventos adversos sistémicos como
somnolencia, mareos y dolores de cabeza.
Ademas, describen su ineficacia debido a
la incapacidad de inducir una transforma-
cion secretora endometrial adecuada, a pe-
sar de las concentraciones séricas elevadas
24339 En este estudio no se realizé biopsia
endometrial en las pacientes para evaluar
esta transformacion, pero todas contaban
con un grosor endometrial de 7 mm o mas
y un endometrio trilaminar. Asimismo, las
tasas de embarazo en estas pacientes no
difirieron significativamente con respecto
a las otras vias de suplementacion.

Como se menciond anteriormente la
progesterona administrada via oral pro-
duce altas concentraciones plasmaticas
de progesterona; bajas en utero y ovarios
y la utilizacion de la progesterona via va-
ginal, por el contrario, se refleja en bajas
concentraciones plasmaticas y altas con-
centraciones en los 6rganos reproductivos.
Entonces (Seria de utilidad establecer un
punto de corte plasmatico? Si los valores
plasmaticos de progesterona no reflejan el
impacto de la misma sobre el utero ¢ Seria
necesario la medicion en todas las pacien-
tes de los niveles plasmaticos de progeste-
rona? ;Cual seria entonces una forma va-
lida de medir los niveles de progesterona
cuando la administracion es via vaginal?

CONCLUSIONES

En pacientes que realizaran transferen-
cia de embriones criopreservados con pre-
paracion artificial endometrial, el dosaje
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de progesterona deberia realizarse antes
de la transferencia y lo suficientemente
pronto para permitir el ajuste de las dosis.

Este estudio muestra que la medicion
de progesterona sérica antes de la trans-
ferencia de embriones es una herramien-
ta util para la optimizacion de los valores
séricos de progesterona en ciclos de pre-
paracion endometrial artificial. Dado que
los resultados en tasas de embarazo entre
las pacientes con niveles séricos adecua-
dos fueron similares a aquellas en la que
se realizo correccion luego de presentar
niveles bajos de progesterona plasmatica
antes de la transferencia.

Sin embargo, queda por determinar la
mejor manera de proceder en presencia
de niveles bajos de progesterona sérica.
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