Niveles de hormona antimiilleriana y
factor neurotréfico derivado del cerebro

. L4 / °
como predictores de funcién ovdrica
Rodrigo Carvajal G.", Juan E Alba S.", Armando Cortinez C."”, Antonio Carvajal M."V, Cristidn
Miranda V., Carmen Romero O.? y David Vantman B.")

WUnidad de Medicina Reproductiva e Infertilidad, Depto. Ginecologia y Obstetricia, HCUCH.
@Laboratorio de Endocrinologia Reproductiva, Depto. Ginecologia y Obstetricia, HCUCH.

SUMMARY

Infertility is now recognized as a disease by World Health Organization. It affects up to 15%
of couples of childbearing age and un 4-8% of them will require high complexity assisted
reproduction techniques. The delay of childbearing age involves the submission of the
reproductive lifetime of the ovary. Determination of the ovarian reserve would save time and
optimize resources for family planning. Antimulleriana hormone (AMH) is a marker of ovarian
reserve, both quantitatively and qualitatively. It can be used in the research of premature ovarian
failure, polycystic ovary syndrome (PCOS), menopause, as well as ovarian hyperstimulation
syndrome (OHSS) and in vitro fertilization (IVF) poor responder patients. Brain derived
neurotrophic factor (BDNF), member of growth factors family Neurotrophins, is produced by
the granulosa cells and it is directly involved in the quality and timing of oocyte maturation.
This review describes the reasons why the measurements of AMH and BDNF would be useful
to predict the reproductive outcomes of patients undergoing IVF treatments.

INTRODUCCION

a infertilidad es reconocida como una enfer-

medad por la Organizacién Mundial de la Sa-
lud y afecta al 15% de las parejas en edad fértil, de
las cuales 4-8% requerirdn técnicas de reproduc-
ci6n asistida de alta complejidad. Con la incorpo-
racién de la mujer a la vida laboral y la consiguien-
te postergaciéon de la maternidad, la infertilidad
probablemente aumentard su prevalencia con el
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paso de los anos. La infertilidad en menores de 20
afos se estima en alrededor del 5%, comparado
con un cerca del 30% en mayores de 35 anos, es
decir, el riesgo de ser subfértil es 6 veces mayor®.
El efecto deletéreo de la edad sobre la fertilidad
también se ha demostrado en los tratamientos de
reproduccién asistida de alta complejidad donde
los nacidos vivos disminuyen al igual que las ta-
sas de implantacién por embrién transferido. La
contrariedad de postergar la maternidad es que la
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edad de claudicacién del ovario se mantiene cons-
tante, por lo que determinar la reserva ovérica per-
mitirfa ahorrar tiempo y optimizar recursos frente
a un futuro deseo de concepcidn.

La primera descripcién de una paciente con una
baja respuesta a la estimulacién ovirica se realizé
hace 28 afios®. Desde entonces se han publicado
multiples revisiones sobre la fisiopatologia, carac-
terizacion clinica y los posibles tratamientos®. La
conclusién de los revisores es que existe insuficien-
te evidencia para identificar una intervencién te-
rapéutica en particular que mejore los resultados
de los esquemas de estimulacién ovdrica porque
la heterogeneidad de los trabajos no permite obte-
ner conclusiones significativas. La principal razén
de esta disparidad en los estudios y, por lo tanto,
la imposibilidad de comparar resultados es por la
evidente falta de una definicién internacional de lo
que significa baja respuesta ovdrica.

El objetivo de una estimulacién ovirica en un ciclo
de IVF (In Vitro Fertilization) es el reclutamiento
de maltiples foliculos en un esfuerzo para compen-
sar las ineficiencias de los cultivos embrionarios, la
falta de criterios para la seleccion embrionaria y las
alteraciones de la implantacién®. La baja respuesta
ovérica implica una inhabilidad intrinseca de los
ovarios de las pacientes a reaccionar de acuerdo a
una estimulacién debidamente calculada para ella.
En forma arbitraria cada estudio ha descrito dife-
rentes criterios para definir lo que es baja respuesta
ovérica. Algunas definiciones dadas son:

1. Niveles de estradiol menores de 300-500 pg/ml
el dia de la administracién de gonadotrofina
coridénica (HCG)® o estradiol del dia 5 de la
estimulacién menores de 100 pg/ml©.

2. El ndmero de foliculos desarrollados y/o ovoci-
tos recuperados luego de un protocolo de esti-
mulacién ovirica estindar, con un ndmero de
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3 a 6 foliculos dominantes en el dia de la ad-
ministracién de HCG® y entre 3 a 5 ovocitos
recuperados luego de la aspiracion folicular?”.

3. Niveles elevados (entre 7 y 15 mUI/ml) de la
hormona foliculo estimulante (FSH) en el dia
3 del ciclo menstrual.

4. Edad materna mayor a 40 anos.
5. Respuesta deficiente al test de clomifeno.

6. Respuesta alterada al test de estimulacién con
andlogos a la hormona liberadora de gonado-

trofinas (GnRH).

7. Un ciclo previo fallido con dosis de gonadotro-
finas crecientes hasta 300 Ul/dfa.

8. Un ciclo de estimulacién ovérica prolongada®”.

Por otra parte, existen factores de riesgo que nos
permiten predecir cudles pacientes tendrin una
pobre respuesta. Es ampliamente aceptado que la
propia estimulacién ovdrica es el mejor test funcio-
nal del pool/ de foliculos remanentes y que el tama-
fio de la cohorte de foliculos reclutados es un refle-
jo dindmico del tamafio de foliculos restantes en
los ovarios®. Secundariamente al menor tamano
del pool de foliculos oviricos, la respuesta a la es-
timulacién con gonadotrofinas también es menor.
Asi en mujeres mayores de 40 afios, la prevalencia
de baja respuesta ovdrica alcanza el 50%, consi-
derdndose el factor de riesgo de mayor importan-
cia, debiendo confirmarse con otros test de reserva
ovérica. Por otro lado, es importante saber que una
paciente que ha tenido una pobre respuesta ovéri-
ca, en al menos un tercio de los casos tendrd una
respuesta adecuada en un ciclo subsiguiente®. La
raz6n de lo anterior se deberia a la variabilidad que
existe en el nimero de foliculos antrales detecta-
dos por ultrasonido entre ciclos continuos”.

Es asi como en el 2010, un grupo de trabajo de la

Sociedad Europea de Reproducciéon Humana y
Embriologia (ESHRE) se reunié en Bologna para
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Tabla 1. Definicion de pobre respuesta ovarica.

CRITERIOS ESHRE PARA DEFINIR UNA PACIENTE COMO POBRE RESPONDEDORA!!

materna avanzada o test de baja reserva ovarica.

A)  Dos episodios previos de pobre respuesta ovarica (< 3 ovocitos recuperados en un esquema convencional) en ausencia de edad

B) Al menos dos de los siguientes:

(i) Edad materna >40 afios o cualquier otro factor de riesgo de baja reserva ovarica (sd. Turner, sd. X fragil, galactosemia,
quimioterapia, radioterapia pélvica, cirugias ovaricas, sindromes pluriglandular, etc.)

(i) Un ciclo previo con pobre respuesta ovarica (< 3 ovocitos recuperados en un esquema convencional).

(iii) Test de reserva ovarica alterados (recuento de foliculos antrales <6; FSH dia 3 > 10mUl/ml; estradiol dia HCG < 500pg/ml;
test clomifeno alterado; test de luprén alterado; AMH< 0,5-1,1ng/ml).

e Elcriterio A) 6 B) son validos para la definicion.

lograr un consenso respecto al tema™” (Tabla 1). En
esta ocasion se acordd que tener mds de 40 anos es el
factor de riesgo mds importante para una respuesta
ovérica pobre a la induccién de ovulacién en los
programas de reproduccién asistida. Asimismo se
defini6 pobre respuesta ovdrica como el desarrollo
de menos de 3 foliculos dominantes con al menos
150 UlI/dia de FSHr (hormona foliculo estimulante
recombinante) o la recuperacién de menos de
4 ovocitos el dia de la aspiracién folicular. Los
pardmetros de maduracién ovocitaria no estdn
incluidos enladefinicién. Esimportante diferenciar
entre esquemas de estimulacién convencional y
suave, ya que menos de 4 ovocitos recuperados
en un esquema de estimulacién suave para IVF
no podria ser considerado como pobre respuesta.
Hasta los mejores marcadores de reserva ovdrica,
con las mejores sensibilidades y especificidades,

tienen una tasa de falsos positivos de 10-20%12.

A medida que las mujeres tienden a postergar su
maternidad, la fertilidad disminuye en forma in-
versa y los test de reserva ovdrica se convertirdn con
el tiempo en un elemento cada vez mds relevante.
Si a esto se le agrega la posibilidad de criopreservar
ovocitos y/o embriones con técnicas tan eficientes
como la vitrificacidén, conocer la reserva ovarica se
convertird en una necesidad de informacién perso-
nal y no sé6lo de pareja. Por otro lado, la habilidad
que tenga un test de proveer informacién fidedig-
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na nos permitird planificar una estrategia de trata-
miento individualizada con un pronéstico preciso
y veraz.

Los actuales test de reserva ovdrica estdn disena-
dos para predecir cémo una paciente es capaz de
responder a una hiperestimulacién ovdrica contro-
lada y es mejor, por lo tanto, considerarlos como
test para evaluar reserva funcional del ovario. Es
importante notar que si bien los test de reserva
oviarica, como FSH basal y recuento de foliculos
antrales del dia 3 del ciclo menstrual, se asocian a
mayores éxitos en las IVF y a mayores tasas de em-
barazo; sin embargo, no son capaces de predecir la
calidad ovocitaria.

La evaluacién de la calidad de los ovocitos es uno
de los objetivos principales para todos aquellos
que se dedican a la embriologfa. Actualmente, la
IVF clésica no incluye procesos para la seleccién
de ovocitos mds que la seleccidn de éstos por me-
dio de su morfologia. Este es un proceso rdpido y
simple; sin embargo, conlleva a una alta tasa de
falsos negativos por lo que su utilidad no es to-
talmente satisfactoria’'?. La tendencia general
en las diferentes unidades donde se llevan a cabo
los tratamientos de IVF, es limitar la sobrepro-
duccién de embriones y mejorar los resultados
de la criopreservacién de gametos. Estas pricti-
cas, junto con leyes restrictivas que se imponen
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en algunos paises, han creado a los embridlogos
un reto para lograr identificar criterios de selec-
cién ovocitaria con el fin de escoger al ovocito
mds competente para poder inseminar y limitar

1319 Entre los crite-

la congelacién de embriones
rios que se utilizan para la seleccién de ovocitos
se encuentran: la expresién de genes en las célu-
las de la granulosa o en el ovocito™), la biopsia
del cuerpo polar'®, el anilisis por microscopia
polarizante™, el estudio del liquido folicular”,
1819)

las metabolémicas, o bien, el estudio de sustan-

la ecografia y sus diferentes tecnologias'

cias contenidas en los fluidos foliculares. Estas
técnicas han sido ampliamente estudiadas, pero
requieren de equipos de laboratorio costosos,
necesitan mucho tiempo para realizarse y, por
lo tanto, no son aplicables en este momento en
la préctica clinica’. Esto conlleva a la basque-
da de marcadores de bajo costo, simples y poco
invasivos que nos permitan ser mds objetivos a
la hora de escoger los ovocitos a inseminar y que
puedan demostrar una relacién entre la calidad
del ovocito y su potencial de desarrollo en em-
brién, de implantacién, de embarazo y llegar a
tener un recién nacido sano.

Asi, todas estas metodologias de test funciona-
les permiten determinar potencialmente una baja
respuesta ovdrica, pero poseen ademds una gran
variabilidad entre ciclos menstruales, siendo mo-
dificables ademds por el uso de anticonceptivos
orales y otras hormonas, lo cual les confiere un
bajo rendimiento para detectar pacientes con baja
respuesta a la estimulacién ovdrica. Lo anterior
hace necesario el descubrimiento de mejores pre-
dictores de respuesta ovérica al uso de gonadotro-
finas para individualizar los esquemas de trata-
miento y ofrecer la mejor terapia a las parejas que
consultan por infertilidad. Recientemente, se ha
descrito que la AMH y BDNF podrian conside-
rarse como predictores de la reserva ovidrica, tema
que serd motivo de esta revision.
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HORMONA ANTIMULLERIANA (AMH)

La AMH es una glicoproteina que pertenece a la
superfamilia de los factores de crecimiento TGF-f.
Acttia a través de la via de sefalizacion intracelular de
las proteinas Smads y se expresa especificamente en
las células de la granulosa de los foliculos preantrales
y antrales pequefios menores de 8 mm. Previamente
se pensaba que AMH sélo posefa un rol en la dife-
renciacién sexual masculina durante el periodo em-
brionario; sin embargo, hoy en dia existe suficiente
evidencia que indica su participacién en la funcién
ovarica de la mujer adulta®’. Se postula que su fun-
cién fisioldgica serfa regular el paso de los foliculos
preantrales, independientes del nivel de gonadotrofi-
nas, a foliculos antrales que son dependientes de los
niveles de LH y FSH por lo que sus niveles represen-
tarfan tedricamente la reserva de foliculos primordia-
les??. Ademis, recientemente se ha descrito a AMH
como un posible marcador de la reserva ovirica, tan-
to cuantitativa como cualitativamente, en técnicas de
reproduccién asistida. AGn mds, se ha descrito que
puede ser utilizado como marcador de falla ovérica
prematura, PCOS, menopausia, ademds de OHSS
y pacientes pobres respondedoras a IVF (Tabla 2).
En el PCOS, incluso se han descrito niveles 3 veces
superiores a las pacientes controles por su conocida
condicién de mayor nimero de foliculos"®.

Tabla 2. Cambios descritos en los niveles de AMH
en diferentes condiciones clinicas.

CONDICION CLINICA NIVELES DE AMH
Perimenopausia Bajos
Postmenopausia Indetectables
Embarazo Sin cambios

PCOS Altos

Falla ovarica prematura Bajos
Hipogonadismo hipotaldmico Sin cambios
Cancer de ovario células de la granulosa  Altos

Baja respondedora Bajos

Hiper respondedora Altos
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El envejecimiento ovdrico se caracteriza por una
gradual disminucién tanto en la cantidad como
en la calidad de los ovocitos contenidos en los
foliculos.

Ademis, se ha descrito que la AMH traduce la
funcionalidad de las células de la granulosa e indi-
rectamente la calidad ovocitaria al producir facto-
res de crecimiento que se modifican durante la fo-
liculogénesis™. Sin embargo, si bien hay estudios
que logran correlacionar los niveles de la AMH
con reserva ovérica, no se ha logrado demostrar lo
mismo con el nimero de aneuploidias ovocitarias
o embrionarias®".

La AMH reduce la proliferacion de las células de
la granulosa. Se ha descrito en células de la granu-
losa que reduce la expresién de receptores LH y
reduce la actividad de la enzima P450aromatasa.
Ademds, AMH no estaria controlada por gonado-
tropinas, por lo que serfa un marcador Util para
evaluar durante los ciclos de estimulacién ovérica.
Por otro lado, permanece estable durante todo el
ciclo menstrual, a diferencia de los niveles de FSH,
y posee muy poca variabilidad entre ciclos mens-
truales diferentes. Estudios recientes le atribuyen
una sensibilidad de alrededor del 90% y una es-
pecificidad del 80% para pacientes hiper respon-
dedoras y en el OHSS, ya que tendrian mayor po-
blacién de foliculos antrales y, por lo tanto, mayor
nimero de células de la granulosa.

Sin embargo, existe un problema metodolégico
porque no existen normogramas (niveles de refe-
rencia) internacionales aprobados, ajustados por
edad y por la presencia de sindrome de ovario po-
liquistico con lo que se pueda establecer un punto
de corte para su uso clinico rutinario. De la misma
forma, la confeccién de normogramas locales es
fundamental para el inicio de su implementacién
en Chile. Otra dificultad a su implementacién cli-
nica es la diferencia en las sensibilidades con los kizs

de ELISA utilizados debido a anticuerpos dirigidos
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contra diferentes epitopes de AMH. Dos compa-
fifas, Inmunotech-Beckman Coulter (BREA, CA)
y Diagnostic System Laboratories (DSL), son los
proveedores disponibles actualmente. Inicialmente
se describian diferencias de hasta 4 a 5 veces me-
nor para DSL; sin embargo, actualmente se han
presentado correlaciones muy altas entre ambos
kits??. Existe una diferencia vertical en los niveles
detectados entre ambos de 0,4 ng/ml menor para
DSL que hay que tener en consideracién al mo-
mento de comparar los resultados®?. Almong ez
al (2011) publicaron un normograma segiin edad
de los niveles de AMH de pacientes infértiles no
PCOS, estableciendo el percentil 3 en 0,35 ng/ml,
que podria ser un punto de corte a utilizar en este
tipo de pacientes®?. Un interesante punto de dis-
cusién respecto a los normogramas que se aplican
mucho en las curvas de crecimiento fetales y pon-
doestaturales en los ninos, es la interpretacién de
mediciones seriadas y detectar cambios en interva-
los de tiempo. Asi, la pesquisa de caidas en los ni-
veles de la AMH a lo largo del tiempo, mayor a lo
esperado por tener una mayor edad, podria ayudar
a predecir una inminente o préxima disminucién
de la fertilidad. Ademads, los niveles de AMH se
asocian independientemente con variables como la
edad, recuento de foliculos antrales, el 4it utiliza-
do y los niveles basales de FSH. De esta forma, se
presentan en la Tabla 3 las ventajas y desventajas
de AMH respecto a otros test de reserva ovdrica
comunmente utilizados.

FACTOR NEUROTROFICO DERIVADO
DE CEREBRO (BDNF)

El BDNF es una proteina involucrada en el de-
sarrollo folicular, producida por las células de la
granulosa y perteneciente a la familia de las neu-
rotrofinas. Las neurotrofinas son una familia de
factores de crecimientos polipeptidicos solubles,
reconocidos ampliamente por sus roles en la dife-
renciacién del sistema nervioso central y periférico

de mamiferos?®¥.
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Tabla 3. Comparacion entre diferentes marcadores de reserva ovarica utilizados en la practica clinica.

VARIABLE EDAD: AMH® FSHe AFC¢
Predecir pobre respuesta® regular bueno regular moderado
Predecir hiper respuestaf regular bueno malo moderado
Variabilidad del marcador entre diferentes ciclos menstruales no no si si
Variabilidad del marcador entre distintos dias del mismo ciclo menstruales no no si si
Operador dependiente no no no si
Precio no moderado | moderado | moderado
Independencia de anticonceptivos o a GnRHe si si no no

a.- Mayor o menor de 40 afios para bajas respondedoras o hiperrespondedoras respectivamente. b.- Hormona antimiilleriana. c.-
Hormona foliculo estimulante del dia 3 del ciclo menstrual. d.- Recuento de foliculos antrales dia 3 del ciclo menstrual. e.- Menos de 4
ovocitos recuperados al momento de la aspiracion folicular. f.- Mas de 15 ovocitos recuperados al momento de la aspiracion folicular.

g.- Andlogos de la hormona liberadora de gonadotrofinas.

Sin embargo, recientemente se ha demostrado su
expresién en una variedad de tejidos no neurona-
les como el sistema endocrino y reproductor. Es-
tudios en ovario humano han permitido detectar
la expresién de neurotrofinas, las cuales antes se
pensaba sélo tenfan un rol en la supervivencia neu-
ronal. Estudios en animales apoyan el rol de las
neurotrofinas en el desarrollo ovérico y su poste-
rior funcionalidad®. En la familia de las neuro-
trofinas se incluyen ademds del BDNF, el factor de
crecimiento nervioso (NGF), la neurotrofina 4/5
(NT 4/5) y la neurotrofina 3 (N'T3). Estas protei-
nas actian a través de sus respectivos receptores de
membrana tirosina kinasa: TrkA para NGF, TrkB
para BDNF y NT4/5 y TrkC para NT-3. Intere-
santemente, estos receptores han sido descritos en

el ovario@®),

El mecanismo de maduracién ovocitaria es com-
plejo e involucra no sélo la regulacién hormonal
del eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario, sino también
la modulacién de una serie de factores de creci-
miento en el microambiente intraovdrico como el
factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor
de crecimiento insulino simil (IGF-1), el factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el
factor de crecimiento nervioso (NGF) y el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)(7:24),
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Se ha descrito en ensayos in vitro que la accién pa-
racrina de factores de crecimiento, como la BDNF
producidos por las células de la granulosa, incide
directamente sobre la calidad de la maduracién
ovocitaria por lo que una deficiencia en la produc-
ci6n de este factor determinard la probabilidad de

fecundacién y embarazo®2".

BDNF y su mecanismo de accién a través del
receptor TrkB y de su receptor de menor afini-
dad p75, que se encuentra aumentado en la fase
preovulatoria, hace pensar que BDNF tendria un
rol en este importante proceso. Kawamura ez a/
(2005) observaron que la adicién de BDNF a cul-
tivos in vitro aumentaria la extrusién del primer
cuerpo polar, lo que se traduce en la reanudacion
de la meiosis ovocitaria y favoreceria el desarrollo
hacia embriones preimplantacionales®. Ademds,
otros autores describen incluso un aumento en las
tasas de implantacién de esos embriones madura-

dos in vitro®.

Ademds, Zhao er al (2011) demostraron que
el tratamiento de complejos ciimulo-o6foros
inmaduros con FSH y HCG produjo un aumento
en la expresién de BDNF y del factor neurotréfico

derivado de células gliales (GDNF) por parte de

las células de la granulosa y que estos factores
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paracrinos fueron capaces de inducir la maduracién
ovocitaria®.

En conclusién, resulta probable conforme a la
evidencia disponible, que la medicién de facto-
res de crecimiento producidos por las células de
la granulosa, como la AMH y el BDNF, cuya
accién paracrina determina el desarrollo folicu-
lar y la maduracién ovocitaria, puede predecir el
resultado reproductivo de las pacientes que serdn

sometidas a tratamientos de IVF. Todo ello siem-
pre y cuando se encontrase una buena correlacién
entre los niveles de AMH y/o BDNF y los marca-
dores de respuesta ovdrica. Establecer marcadores
de prondstico con una buena respuesta ovdrica a
los tratamientos de IVF contribuirfa a tener ele-
mentos de seleccién para personalizar esquemas de
estimulacién ovdrica y asi evitar suspensiones por
baja respuesta a la misma o incluso complicaciones

como el OHSS.
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