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SUMMARY

HCUC)H.

The attention from embryologist toward the assessment of oocyte quality in human in vitro
fertilization (IVF) is increasing every day. Oocyte selection and the identification of the best
oocytes, in fact, would help to limit embryo overproduction and to improve the results of oocyte
cryostorage programs. Multiple methods have been proposed; but a good correlation between
specific biochemical characteristics and measurable oocyte qualitydinked, embryo-related
variables has not been established to date. In IVF programs that include oocyte selection, levels
of vascular endothelial growth factor (VEGF) and neural growth factor (NGF) could be used as
an index to exclude oocytes that developed in a hypoxic follicle. The presence of both ovarian
angiogenic factors provides an ideal environment to maintain the cyclical changes in vascular
density that occurs during follicular development. NGF would act within a short time-frame to
replenish the supply of VEGF required for the vascularization of growing preovulatory follicles
and perhaps newly formed corpora lutea. Levels of these angiogenic factors can predict the
necessary vascular changes within the follicles and the competence of the oocytes. A hypoxic
status at this level could be responsible for the high intrafollicular and plasma concentrations of
VEGF and for the low quality of the oocytes.
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ANTECEDENTES

La evaluacién de la calidad de los ovocitos es
uno de los objetivos principales para todos los
que se dedican a la fecundacién i vitro (FIV). Ac-
tualmente, la FIV cldsica no incluye procesos para
la seleccidn de ovocitos mds que la seleccién de és-
tos por medio de su morfologia, el cual es un pro-
ceso rdpido y simple; sin embargo, conlleva a una
alta tasa de falsos negativos, por lo que su utilidad

no es totalmente satisfactoria®?.

La tendencia general en las diferentes unidades
donde se lleva a cabo la FIV, es limitar la sobrepro-
duccién de embriones y mejorar los resultados de
la criopreservacién de gametos. Estas, junto con las
leyes restrictivas que imponen algunos paises, han
creado en los especialistas de esta drea un reto para
identificar diferentes criterios de seleccién ovocita-
ria, con el fin de escoger el ovocito entre todos los
obtenidos durante la aspiracion folicular, que sea
lo mds competente para poder inseminar®.

La expresién de genes en las células de la granu-
losa o en el ovocito, en busca de marcadores mo-
leculares especificos®, la biopsia del cuerpo polar,
utilizada para analizar a los ovocitos con defectos
cromosémicos provenientes de las dos divisiones
meidticas” y el andlisis por microscopia polari-
zante, son técnicas ampliamente estudiadas que
requieren de equipo de laboratorio caro, necesi-
tan mucho tiempo para realizarse y por lo tanto,
no son aplicables en este momento en la prictica
clinica®.

Entre otros criterios que se utilizan para la selec-
cién de ovocitos se puede mencionar el estudio del
liquido folicular (LF), producto de la transudacién
de plasma sanguineo a través de la barrera folicular
y de la actividad secretora de las células de la granu-
losa y la teca, proporcionando un microambiente
importante para el desarrollo del ovocito®. Por lo
tanto, es razonable pensar que las caracteristicas
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bioquimicas del LF juegan un rol importante en
determinar la calidad del ovocito y su subsecuente
potencial para ser fecundado y de llevar a cabo un
6ptimo desarrollo del embrién®. Sin embargo, no
se ha determinado una correspondencia especifica
y clara entre las caracteristicas bioquimicas del LF
y las variables que ligan la calidad del ovocito y la
del embrién®.

En los altimos 18 afos se ha utilizado la ecografia
y sus diferentes tecnologias para confirmar de una
manera no invasiva, la relacién entre la vascula-
rizacién y la competencia reproductiva de los fo-
liculos ovdricos”. Numerosos estudios coinciden
en demostrar la asociacién positiva entre éstos; sin
embargo, son técnicas subjetivas que tienen limi-
tantes metodoldgicas y dificultad en el seguimien-
to de cada foliculo”®.

Los estudios en esta drea han progresado hacia
andlisis moleculares mds complejos, como los me-
tabolémicos o bien, el estudio de todas las sus-
tancias contenidas en los fluidos biol4gicos®™. Sin
embargo, existe controversia sobre el estudio de
marcadores de bajo costo, poco invasivos y de uti-
lidad con respecto a la informacién que brindan
en relacién a la calidad del ovocito y su potencial
en desarrollarse en embrién, en implantarse, dar
un embarazo y llegar a tener un recién nacido sano
en casa. Esta revisién provee una visién general de
lo que actualmente se sabe acerca de dos marcado-
res bioquimicos que tienen las caracteristicas antes
mencionadas, el factor de crecimiento nervioso
(NGF) vy el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF).

FACTOR DE CRECIMIENTO NERVIOSO (NGF)

EI NGF es un polipéptido de la familia de las neu-
rotropinas necesario para la supervivencia y dife-
renciacién de las neuronas simpdticas y sensoriales
del sistema nervioso periférico®. El NGF también
participa en la regulacién del desarrollo de érganos
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1010 promoviendo el de-

periféricos como el ovario
sarrollo de foliculos preantrales y participando en
la ovulacién y formacién del cuerpo lateo!"?. Tam-
bién este factor neurotrépico aumenta la expresiéon
génica y proteica del VEGF en las células de la
granulosa, activando al receptor tirosina kinasa A
(trkA) y por la via de transduccién de senal MAPK/
ERK2%). Por otra parte, en células endoteliales de
vena umbilical humana (HUVEC), donde se ex-
presan el NGF y su receptor trkA, se ha demostra-
do que el NGF es un factor angiogénico directo, ya
que promueve la migracién y proliferacién de las
HUVEC"™. No se ha demostrado si el NGF tie-
ne accién directa en células endoteliales ovéricas;
sin embargo, resultados recientes de nuestro grupo
demuestran que el NGF vy su receptor trkA se ex-
presan en células endoteliales de ovarios normales
funcionales, inactivos, tumores benignos, border-
line y cdncer ovirico epitelial (resultados aun no
publicados), demostrando que en ovario, el NGF
tendria un efecto angiogénico directo e indirecto,

induciendo la expresién del VEGE.

Por lo tanto, el NGF y el VEGF son factores res-
ponsables de la angiogénesis y esteroidogénesis
ovérica, siendo el NGF el que estimula la secre-
cién del VEGF, responsable de la regulacién y
desarrollo de dichos procesos, los cuales se ven
magnificados en las pacientes con tratamientos de
FIV®). En efecto, los niveles del VEGF en plas-
ma han sido utilizados como marcador de tasa de
1617y de riesgo de desarrollar sindrome
de hiperestimulacién ovérica (SHEO)"81),

embarazo

FACTOR DE CRECIMIENTO VASCULAR
ENDOTELIAL (VEGF)

La produccién del VEGF es regulada en parte por
la concentracién de oxigeno local. La hipoxia es-
timula su produccién por medio de la unién del
factor inducible por hipoxia (HIF) al elemento cis
del promotor de VEGF y aumenta la transcripcién
de éste y la estabilidad de su RNA mensajero®.
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Por lo tanto, el VEGF no sélo estimula la angiogé-
nesis por medio de sus multiples efectos en las célu-
las endoteliales, sino que también por medio de la
demanda que se genera por una concentracién baja
de oxigeno®. En varios estudios se ha demostrado
que la concentracién de VEGF en plasma puede
determinar la competitividad del ovocito, ya que
su expresion indica si los foliculos se encuentran
en un ambiente hipéxico, con baja estimulacién
gonadotréfica, bajo aporte de nutrientes y procesos
inflamatorios. De igual forma, se describe que la
presencia de VEGF en altas concentraciones, indi-
ca que existe una buena angiogénesis perifolicular
y todos estos factores, que predisponen la compe-
titividad del ovocito, se encuentran en déptimas
condiciones®".

El VEGEF es producido por las células de la granu-
losa de una manera ciclica y controlada por NGF y
las gonadotropinas. Se ha observado aumento en la
produccién de VEGF en respuesta a la utilizacién
de FSH y LH/hCG. Este aumento se refleja en la
conversién de un foliculo avascular preovulatorio
a un cuerpo liteo altamente vascularizado®?.
Esto da lugar a marcados cambios en el sistema
vascular en el foliculo preantral y proporciona un
ejemplo fisiolégico Gnico de crecimiento rdpido
asociado a cambios significativos en la vasculatura
folicular, como lo es un aumento en la perfusién
microvascular y un aumento de la densidad y la
permeabilidad capilar. Este es un factor en el cual
se han enfocado numerosos estudios para evaluar
su respuesta como marcador de la respuesta ova-
rica en la hiperestimulacién ovdrica controlada y
como marcador de desarrollar SHEO®?.

La permeabilidad de las células endoteliales dada
por el efecto del VEGF, antes llamado factor de
permeabilidad vascular (VPF)®9, se lleva a cabo
por el aumento de la actividad vacuolar de los
organelos vesiculares y la agrupacién de vesiculas en
el revestimiento de las células endoteliales de vasos
pequefios, que facilitan el transporte de metabolitos
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entre las membranas plasmdticas luminal y
abluminal. Esto permite la extravasacién de
proteinas plasmdticas y la formacién de una matriz
extracelular favorable para la migracién de células
endoteliales y estromales. Ademds, estimulando
a las células endoteliales, se producen activadores
del plasmindégeno (uPA, tPA), inhibidores de los
activadores del plasmindgeno (PAI-1) y colagenasa
intersticial, induciendo un sistema balanceado
de protedlisis que remodelan los componentes
necesarios para la formacién de la matriz extracelular
y se lleve a cabo laangiogénesis'®. Esta extravasaciéon
proteica puede ser magnificada por la utilizacién de
hCG para desencadenar la ovulacién, en la cual
se ha demostrado un aumento en la expresién del
VEGF y que se correlaciona con un aumento en los
niveles de prostaglandinas. Se sabe que éstos juegan
un papel importante en la ovulacién® y aumentan
el riesgo de desarrollar SHEO. Existe controversia
si la medicién de VEGF tiene alguna utilidad en
la prediccién del SHEO, por lo que es importante
continuar el estudio de dicho factor y su correlacién
»), dado que
éste induce la expresion del VEGF en ovario.

con los respectivos niveles del NGF

En estudios previos se ha sugerido que el medio
preferido para medir la concentracién de VEGF
es el plasma, debido a que durante el proceso de
coagulacién se da una secrecién significativamente

VEGF derivada

principalmente de las plaquetas y otras células

variable y aumentada del
hematicas. Por lo tanto, los niveles de VEGF en suero
reflejan el conteo plaquetario mds que la sintesis
de este factor por parte de los tejidos periféricos.
Ademds, estos niveles aumentan con la duracién de
la coagulacién y la temperatura. Sin embargo, se ha
demostrado que su valor tanto en suero como en
plasma presenta una muy buena correlacién, aunque
los valores en suero son seis veces mds altos. Los
valores en plasma representan los niveles circulantes
del VEGEF libre y se ha recomendado utilizar este
medio y medir su concentracién utilizando un
enzimoinmuno ensayo (ELISA), que mide las dos
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isoformas libres, VEGF121 y VEGF 165, las cuales

son difusibles®?22¢-%7

establecido en plasma de individuos sanos, utilizando

el kit de R & D Systems tiene un rango entre <9 —
3,28)

115 pg/ml, con una media de 61 pg/ml®9.

). Los niveles normales que se han

CONCLUSIONES

El desarrollo de la competencia del ovocito hu-
mano no puede ser predicho solamente con las
observaciones hechas por el tamafo folicular o
por la maduracién meidtica en el momento de la
inseminaciéon®.

Durante la induccién de la ovulacién en los progra-
mas de FIV se encuentra una gran heterogeneidad
en el desarrollo de la cohorte de ovocitos humanos,
en donde el ovocito aparentemente normal en me-
tafase II no es penetrado por un espermatozoide
competente®?). Se ha descrito una falla en el pro-
greso de fecundacion después de la penetracién®
o un arresto en el desarrollo durante el periodo
preimplantacional®3?. Se han observado diferen-
cias metabdlicas entre los ovocitos en metafase II
aspirados del mismo ovario y que morfoldgica-
mente aparentan ser semejantes; estas diferencias
parecen estar relacionadas a la habilidad de desa-

rrollo del embrién®?,

Durante el desarrollo de la ovogénesis los defectos
significativos de la estructura celular y la organi-
zacién de los cromosomas no se encuentran bien
esclarecidos, ya que no se sabe cémo y cudndo
ocurren. Sin embargo, algunas anomalias cromo-
sémicas primariamente detectadas durante la me-
tafase meidtica pueden ser el resultado del dafo
en el DNA que ocurrié precozmente durante la
ovogénesis®?. La alta frecuencia de aneuploidias
observadas en los ovocitos con defectos citoplas-
mdticos sugiere que estas anormalidades genéticas
pueden ocurrir durante las etapas preovulatorias
en asociacién con o como resultado de alteraciones

degenerativas citoplasmdticas®?.
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El VEGEF, un mitégeno angiogénico potente y
mediador de la permeabilidad vascular, cuya ex-
presion ocurre en parte en respuesta a la hipoxia
y a su transcripcion en las células de la granulo-
sa, indica un rol potencial en el desarrollo de una
red capilar perifolicular y coincide con el aumen-
to del volumen del liquido folicular. Esto indica

que la concentracién de oxigeno intrafolicular y la
vasculatura perifolicular se encuentran relaciona-
das, sugiriendo que estos pardmetros pueden ser
de utilidad como indicadores del desarrollo de la
competencia ovocitaria y de embriones en etapa
preimplantacional temprana®.
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