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Tapa

Cuerpos
apoptdticos

Clasificacion de las vesiculas extracelulares segin su origen subcelular.

Las microvesiculas se forman por evaginaciones de la membrana plasmé-
fica. los exosomas se originan de vias endosomales y son secrefados al
espacio exiracelular. Los cuerpos apopidticos se generan a partir de células

en proceso de apopfosis.

Autor: Dr. Esteban Grasso
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Referencias bibliograficas
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Resumen
Objetivo: evaluar la relacion entre la vitamina D y la
obesidad en mujeres con sindrome del ovario poliquistico.
Meétodos: en 83 mujeres con sindrome del ovario po-
liquistico (19-37 anos) y 58 controles sanas (22-45 anos),
se calculd el indice de masa corporal, se midi6 la circunfe-
rencia de la cintura y se determinaron la 25-hidroxivitami-
na D, la proteina C-reactiva ultrasensible, los triglicéridos y
el colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (coleste-
rol-HDL). En un subgrupo de 27 pacientes se determind la
leptina. Se calcul6 el indice triglicéridos/colesterol-HDL y
el producto de acumulacion lipidica como indicadores de
insulinorresistencia y riesgo metabolico. Analisis estadisti-
co: se realizé mediante el programa SPSS 22.
Resultados: el grupo con sindrome del ovario po-
liquistico present6 niveles significativamente mayores de
indice de masa corporal, circunferencia de la cintura, trigli-
céridos/colesterol-HDL, producto de acumulacion lipidica
y proteina C-reactiva ultrasensible que los controles, mien-
tras que los de 25-hidroxivitamina D fueron menores. Un
andlisis de regresion logistica binaria mostré que al corregir
por indice de masa corporal y circunferencia de la cintu-
ra, las diferencias en el indice triglicéridos/colesterol-HDL
entre los grupos continuaron siendo significativas, pero se
perdieron para la 25-hidroxivitamina D, el producto de la
acumulacioén lipidica y la proteina C-reactiva ultrasensible.
La 25-hidroxivitamina D se asocié negativamente con el
indice de masa corporal, la circunferencia de la cintura,
el indice triglicéridos/colesterol-HDL, el producto de acu-
mulacién lipidica y la proteina C-reactiva ultrasensible y
mostré una tendencia a correlacionarse con la leptina. Sin
embargo, considerando solo a las pacientes con sobrepe-
so y obesas, esta correlacion resulté significativa.
Conclusiones: si bien la vitamina D en el grupo de
pacientes con sindrome del ovario poliquistico fue menor

Abstract

Objective: 1o evaluate the relationship between
vitamin D and obesity in Polycystic Ovary Syndrome.

Methods: in 83 Polycystic Ovary Syndrome women
(19-37 years) and 58 bealthy controls (22-45 years),
body mass index was calculated; waist circumference
was measured and 25 bidroxy vitamin D, bigh
sensitive C-reactive protein, triglycerides and hbigh-
density lipoprotein cholesterol (HDL-cholesterol) were
measured. In a subgroup of 27 patients, leptin levels
were determined. Triglycerides/HDL-cholesterol index
and the lipid accumulation product index were
calculated, as secondary markers of insulin resistance
and metabolic risk. Statistical analysis was performed
through SPSS 22.

Results: the following parameters were bigher in
Polycystic Ovary Syndrome women than in controls:
body mass index, waist circumference, triglycerides/
HDL-cholesterol, lipid accumulation product and high
sensitive C-reactive protein, while 25 bidroxy vitamin
D was lower. After a logistic binary regression analy-
sis, differences in triglycerides/HDL-cholesterol between
groups were maintained when body mass index and
waist circumference were considered but they were
lost for 25 bidroxy vitamin D, lipid accumulation pro-
duct and bigh sensitive C-reactive protein. 25 hidroxy
vitamin D levels were negatively associated with body
mass index, waist circumference, triglycerides/HDL-
cholesterol, lipid accumulation product index and
high sensitive C-reactive protein, and showed a tenden-
cy to correlate with leptin. However, considering only
overweight and obese women, this correlation became
significant.

Conclusions: althbough 25 bidroxy vitamin D levels
were lower in Polycystic Ovary Syndrome women than in
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que en los controles y se asocioé negativamente con indica-
dores de insulinorresistencia, el hecho de que la diferencia
en sus valores se pierda al corregir por el indice de masa
corporal y la circunferencia de la cintura, sumado a la
correlacion con la leptina en las mujeres con sobrepeso y
obesas, indica que la obesidad y la acumulacion de grasa
visceral serfan los determinantes de las variaciones de vi-
tamina D en ese sindrome.

Palabras clave: vitamina D, obesidad, leptina, sin-
drome del ovario poliquistico.

controls and negatively associated with insulin resistant
markers, the fact than differences between groups were
lost after correction by body mass index and waist cir-
cumference, in addition to the correlation found between
25 bidroxy vitamin D and leptin levels in overweight and
obese women, indicates that obesity degree and abdomi-
nal fat distribution should be responsible for vitamin D
variations in Polycystic Ovary Syndrome.

Key words: vitamin D, obesity, leptin, Polycystic
Ovary Syndrome.
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INTRODUCCION

El sindrome del ovario poliquistico es la causa
mas comun de hiperandrogenismo, con una inci-
dencia del 5-10% tanto en mujeres adultas como
en adolescentes. Constituye un trastorno hetero-
géneo, endocrinometabdlico y ha sido reconoci-
do como la mas frecuente de las endocrinopatias
en las mujeres en edad reproductiva'. Su presen-
cia conlleva un aumento del riesgo de complica-
ciones ginecolégicas, como infertilidad, sangrado
uterino disfuncional y cancer de endometrio, asi
como metabdlicas, entre ellas, obesidad, diabetes
mellitus tipo 2, dislipidemia, ademas de hiperten-
sion y enfermedad cardiovascular!.

Entre las alteraciones metabdlicas que pueden
presentar las mujeres con el sindrome se describié
la deficiencia de vitamina D, que podria estar rela-
cionada con la patogenia de la insulinorresistencia
en esta patologia y con factores de riesgo metab6-
licos**. Mas aun, algunos autores encuentran que
la suplementacion con vitamina D en pacientes
deficientes con sindrome del ovario poliquistico
mejora el perfil metabdlico, aunque los datos en la
bibliografia en este sentido son controvertidos®>.
Mas alla de su clasico papel en el metabolismo
6seo, hoy se describen acciones de la vitamina D
en multiples tejidos y se la relaciona con diversas
patologias. Sus receptores son ubicuos y pueden
encontrarse en tejido adiposo, musculo cardiaco y
esquelético, células beta del pédncreas®, asi como
en el ovario y en el tracto genital masculino’. En el
ovario se han encontrado tanto en el nicleo como
en el citoplasma de las células de la granulosa, lo
que sugiere una participacion de la vitamina D en
los procesos reproductivos femeninos®.

Numerosos estudios han mostrado también
asociaciones inversas entre la vitamina D y los
marcadores de inflamacion®'?. Dado que la vita-
mina D tiene un efecto modulador en el sistema
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inmune, la hipovitaminosis D podria inducir una
mayor respuesta inflamatoria'’. El sindrome del
ovario poliquistico se considera un estado de infla-
macion crénica de bajo grado, que se caracteriza
por el incremento en la circulacion de moléculas
como el factor de necrosis tumoral-a, la interleu-
quina 0, la interleuquina 1, la proteina C-reactiva,
entre otras, que actian directa o indirectamente
como mediadores de inflamacién sistémica. Se
propone que este estado de inflamacion crénica
de bajo grado podria ser el nexo entre la presen-
cia de esta patologia y sus complicaciones a largo
plazo, como la diabetes tipo 2 y la enfermedad
cardiovascular'?. Sin embargo, son muy escasas las
publicaciones en las que se evalda la asociacion
entre la vitamina D y los marcadores de inflama-
cion en el sindrome del ovario poliquistico.

Se postula que la asociacién entre la vitamina
D y los factores de riesgo cardiometabdlico, entre
los que se encuentran los marcadores de inflama-
cion, es mediada por el grado de adiposidad®. En
los sujetos obesos, se encuentran niveles dismi-
nuidos de vitamina D, lo que reflejaria, tal vez, un
efecto de diluciéon y no necesariamente indicaria
que sus dep6sitos sean inadecuados'®. El tejido
adiposo ha sido identificado como el sitio prin-
cipal de almacenamiento de la vitamina D. Asi-
mismo, se describié que la vitamina D regula los
niveles de leptina'>'® y adiponectina!”'®, Respecto
del sindrome del ovario poliquistico, en la biblio-
grafia no hay demasiadas evidencias en cuanto
a la relacion entre los niveles de vitamina D y
la expresion de leptina y/o adiponectina en las
mujeres con esta patologia.

Con base en las consideraciones anteriores, el
objetivo de este trabajo fue evaluar la relacion en-
tre los niveles de vitamina D y el grado de adipo-
sidad en mujeres adultas con sindrome del ovario
poliquistico.
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PACIENTES Y METODOS

Se estudiaron 83 mujeres de 19 a 37 afios con
diagnostico de sindrome del ovario poliquistico
segun los criterios de Rotterdam, reclutadas en
la Division Ginecologia del Hospital de Clinicas
José de San Martin, Universidad de Buenos Aires
y en el Servicio de Endocrinologia del Hospital
Militar Central, Buenos Aires, Argentina.

Criterios de exclusion: embarazo, tratamiento
con anticonceptivos orales, terapia hormonal de
reemplazo, corticosteroides o firmacos que modi-
ficaran el metabolismo lipidico en los 3 meses an-
teriores al ingreso en el estudio. Las mujeres con
diabetes, enfermedad renal, hepatica o tiroidea;
tumores hormonodependientes; sangrado vaginal
de etiologia desconocida o enfermedad cardiovas-
cular también fueron excluidas. En ningin caso el
consumo de alcohol super6 los 10 g/dia y ninguna
era fumadora.

Asimismo, reclutamos un grupo de control de
58 mujeres sanas con ciclos regulares (22 a 45
anos), sin hiperandrogenemia o hirsutismo ni tra-
tamiento farmacolégico. Todas las participantes
brindaron su consentimiento informado vy el pro-
tocolo fue aprobado por el Comité de Etica del
Hospital de Clinicas José de San Martin y por el
Comité de Etica del Hospital Militar Central.

Medidas biométricas

En todas las participantes se calcul6 el indice
de masa corporal y se midi6 la circunferencia de
la cintura como indicador de obesidad abdominal.

Estudios bioquimicos

A las mujeres con ciclos menstruales conser-
vados se les extrajo sangre entre los dias 3 y 5 del
ciclo, mientras que a aquellas que se encontra-
ban en amenorrea se les realizé una extraccién al
azar. Todos los parametros fueron evaluados en
la sangre obtenida luego de 12 horas de ayuno y
se efectuaron las siguientes determinaciones: tri-
glicéridos y colesterol de las lipoproteinas de alta
densidad (colesterol-HDL) por método enzimati-
co colorimétrico (Roche Diagnostic Corporation,
Indianapolis, EE. UU.) en Cobas 6000, Médulo
501, con un coeficiente de variacion (CV) < 2% en
todos los casos; 25-hidroxivitamina D por quimio-
luminiscencia directa (Advia Centaur® XP), CV
total menor de 11,9% vy limite de cuantificacion
4,2 ng/ml, proteina C-reactiva ultrasensible por
inmunoturbidimetria en autoanalizador Cobas
6000 (Roche Diagnostic Corporation, Indianapo-

lis, EE. UU.), sensibilidad analitica 0,3 mg/L, CV
menor de 8,4%. En un subgrupo de 27 pacientes
se determino la leptina por ELISA (Diasource Im-
munoAssays SA), CV menor de 13,3% y limite de
deteccién 0,04 ng/ml. Para la 25-hidroxivitamina
D, proteina C-reactiva ultrasensible y leptina, las
muestras séricas fueron almacenadas a —70 °C; el
colesterol-HDL vy los triglicéridos se determina-
ron el mismo dia de la extraccién. Se calcul6 el
indice triglicéridos/colesterol-HDL y el producto
de acumulacién lipidica, segin la férmula: [cintura
(cm) — 58] x triglicéridos (mmol/D)* como indica-
dores de insulinorresistencia y riesgo metabdlico.

Anadlisis estadistico

Para evaluar las diferencias entre los grupos
se utilizaron métodos paramétricos (prueba de la
t de Student) o no paramétricos (prueba de Mann-
Whitney), segun la distribuciéon de los datos. Se
analizaron las correlaciones entre los parametros
mediante la prueba de Spearman y se implemen-
t6 una regresion logistica binaria. Los valores de
P < 0,05 se consideraron significativos. Se utiliza-
ron los programas SPSS, versiéon 22 y GraphPad
Prism 3.0.

RESULTADOS

En comparacion con el grupo de control, las
mujeres con sindrome del ovario poliquistico
mostraron mayor indice de masa corporal, cir-
cunferencia de la cintura, indice de triglicéridos/
colesterol-HDL, producto de acumulacién lipidi-
ca y proteina C-reactiva ultrasensible (Tabla 1).
En relacién con el indice producto de acumula-
cion lipidica, la mediana en el grupo de estudio
fue mayor de 34,5, el valor de corte establecido
por Wiltgen et al.?® para identificar a los indivi-
duos insulinorresistentes con sensibilidad y espe-
cificidad adecuadas. Por el contrario, los niveles
de 25-hidroxivitamina D fueron menores en las
pacientes que en los controles (véase Tabla 1).

Considerando que un porcentaje importante
de las mujeres con sindrome del ovario poliquis-
tico tenian sobrepeso u obesidad, realizamos un
analisis de regresion logistica binaria para eva-
luar si las diferencias halladas en los parametros
estudiados son atribuibles al sindrome en si mis-
mo o a las diferencias en el peso corporal y la
distribucion de la grasa. Solo los niveles del indi-
ce triglicéridos/colesterol-HDL continuaron sien-
do significativamente diferentes entre los grupos
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luego de ajustar por el indice de masa corporal
y la circunferencia de la cintura (p = 0,049; RR =
1,675; IC 95%: 1,003 a 2,798), pero esta correc-
cion mostré que las diferencias en 25-hidroxivi-
tamina D, producto de la acumulacién lipidica y
proteina C-reactiva se perdieron al considerar la
influencia del peso corporal y la adiposidad vis-
ceral (p = 0,704; RR = 0,986; IC 95%: 0,917-1,060;
p = 0,145; RR = 1,022; IC 95%: 1,993 a 1,052;
p = 0,392; RR = 1,084; IC 95%: 0,901-1,305, res-
pectivamente).

Las concentraciones de leptina en las mujeres
con sindrome del ovario poliquistico fueron: 15,6
+ 9,3; 26,4 + 7,0 y 35,6 + 16,1 ng/ml en las pa-
cientes con peso normal, con sobrepeso y obesas,
respectivamente.

Los niveles de 25-hidroxivitamina D se asocia-
ron negativamente con el indice de masa corporal
(r = -0,210; p = 0,028), la circunferencia de la
cintura (r = -0,347; p < 0,0001), el indice trigli-
céridos/colesterol-HDL (» = —0,363; p < 0,0001),
el producto de acumulacién lipidica (» = —0,394;
P < 0,0001) y la proteina C-reactiva ultrasensible
(r = =0,276; p = 0,005) (Figura 1), mientras que
mostraron una tendencia a correlacionarse con
la leptina (» = —0,380; p = 0,051). Sin embargo,
al considerar solo a las pacientes con sobrepeso
y obesas, los niveles de 25-hidroxivitamina D se
asociaron negativa y significativamente con los
niveles de leptina (r = —0,568; p = 0,011).

Sindrome del Controles
ovario poliquistico P
IMC 22,4
lkg/ ) 29,3 (18,6-48,2) (17.9.37,4 | <0.0001
CC (cm) 95+ 16 8011 < 0,0001
25(0OH)D 17,7
e/l 14,5 (10,0:39,0) (16l038,8) | 0005
TG/colHDL  |2,13 (0,75.9,86) 1.29 <0,000]
13 07 (0,45-4,04) '
LAP 17,1
emmmolyy) | 47:9 (1,1-198,2) (5.293,4) |<0.0001
PCRus (mg/l) | 2,01 (0,37-13,39) 0,93 < 0,000]
9 AL SsS (0,279,3) '
Leptina
o/ 28,2 + 16,0 - -

Tabla 1: Pardmetros antropométricos, niveles de 25-hidroxivi-
tamina D, indicadores de insulinorresistencia y leptina en pa-
cientes con sindrome del ovario poliquistico.

Resultados expresados como mediana (rango) o media + DE, de acuerdo
con su distribucion. IMC: indice de masa corporal; CC: circunferencia de la
cintura; 25(OH|D: 25-hidroxivitamina D; TG/colHDL: indice triglicéridos/
colesteroHDL; LAP: producto de acumulacién lipidica; PCRus: proteina
Crreactiva ultrasensible.
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Figura 1: Correlaciones enfre la 25(OH)D y diferentes pardmetros.
25(OH)D:  25-hidroxivitamina D; IMC: indice de masa corporal; CC:

circunferencia de la cintura; TG/colHDL: indice triglicéridos,/colesteroHHDL;
LAP: producto de acumulacion lipidica; PCR-us: proteina Creactiva ultrasensible.
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DISCUSION
En este estudio analizamos la relacién entre
los niveles de vitamina D y el grado de adiposi-
dad, representado por el indice de masa corporal,
la circunferencia de la cintura y parametros direc-
tamente relacionados con la obesidad, como los
indicadores de insulinorresistencia y un marca-
dor de inflamacién como la proteina C-reactiva.
Al igual que otros autores, encontramos niveles
de vitamina D menores en las pacientes con sin-
drome del ovario poliquistico que en los contro-
les. Sin embargo, la regresion logistica binaria nos
mostré que las diferencias en los niveles de la vita-
mina D entre los grupos se atribuyen al indice de
masa corporal y la circunferencia de la cintura. Los
estudios recientes demostraron que tanto el recep-
tor de vitamina D como las enzimas responsables
de su metabolizacion se expresan en los adipoci-
tos y que la vitamina D regula la adipogénesis y la
apoptosis de los adipocitos?!. La disminucion de la
vitamina D en la obesidad se relacionaria también
con factores del estilo de vida: las personas obesas
participarian en menos actividades al aire libre y
se expondrian menos al sol que las delgadas?®'.
Ademas, se describe una menor expresion de
las enzimas activantes de la vitamina D, 25-hidro-
xilasa CYP2J2 y lo-hidroxilasa CYP27B1, en el te-
jido adiposo subcutineo en las mujeres obesas en
comparacion con las delgadas®. En particular, en
las mujeres con sindrome del ovario poliquistico,
la bibliografia es controvertida en cuanto a la in-
fluencia del indice de masa corporal en la relaciéon
entre los niveles de vitamina D y los factores de
riesgo cardiovascular. En este sentido, algunos au-
tores encuentran una asociacion entre la deficien-
cia de vitamina D y la sensibilidad a la insulina,
independiente de la obesidad®, mientras que otros
describen una asociacién inversa entre los niveles
de 25-hidroxivitamina D y de insulinorresistencia,
dependiente del indice de masa corporal®. Wang
et al.”, en una publicacion reciente, refieren haber
encontrado niveles significativamente mas bajos de
25-hidroxivitamina D y mayor prevalencia de de-
ficiencia de esta en las mujeres con sindrome del
ovario poliquistico obesas o insulinorresistentes, en
comparacion con aquellas sin estas caracteristicas.
Con respecto a la influencia de la obesidad en
los indicadores de insulinorresistencia, en nuestro
estudio solo las diferencias en el indice triglicéri-
dos/colesterol-HDL entre pacientes y controles fue
independiente del indice de masa corporal, no asi
el producto de acumulacion lipidica, cuyas diferen-

cias se perdieron luego de la correccién. Esto era
esperable, dado que la circunferencia de la cintura
esta incluida en el calculo de este indice. El peso
corporal y la obesidad abdominal resultaron tam-
bién ser los determinantes de las diferencias en los
niveles de proteina C-reactiva. Sin embargo, la co-
rrelacion inversa entre la vitamina D y la proteina
C-reactiva en nuestro grupo de pacientes esta en
concordancia con la idea de que el estado de infla-
macioén crénica seria el nexo entre el sindrome del
ovario poliquistico y las complicaciones metaboli-
cas a largo plazo™. En relacion con las pacientes
suplementadas con vitamina D, algunos autores en-
cuentran mejoria del perfil proinflamatorio®, mien-
tras que otros no avalan su uso con este proposito?.

Diversas publicaciones describen niveles eleva-
dos de leptina en las pacientes con sindrome del
ovario poliquistico®®. En nuestro estudio, en las
mujeres con el sindrome los niveles fueron acordes
con el indice de masa corporal y en aquellas con
sobrepeso u obesas se correlacionaron inversamen-
te con la vitamina D. Son interesantes los hallazgos
de Nobre et al.*®, quienes sostienen que las altas
concentraciones intracelulares de leptina perjudi-
can el efecto de la vitamina D en el adipocito, que
consiste en inhibir su proliferacion. La leptina pue-
de actuar en la conversion de 25-hidroxivitamina D
en 1,25 dihidroxivitamina D, su forma mas activa,
inhibiendo la 1o-hidroxilasa CYP27B1 en el tejido
adiposo®, ademas de ejercer esta accion también a
nivel renal®. Nobre et al.** concluyen que la obesi-
dad, a través de la hiperleptinemia, podria impedir
la accion antiproliferativa de la 1,25-dihidroxivita-
mina D sobre los adipocitos, ya que la incubacion
conjunta de leptina y vitamina D neutraliza el efec-
to antiadipogénico de esta ultima.

En conclusion, si bien los niveles de vitami-
na D en las pacientes con sindrome del ovario
poliquistico fueron menores que en el grupo de
control y se asociaron negativamente con indica-
dores de insulinorresistencia, el hecho de que la
diferencia en sus valores se pierda al corregir por
el indice de masa corporal y la circunferencia de
la cintura, sumado a la correlacion con la leptina
en las pacientes con sobrepeso y obesas, indica
que el grado de obesidad y la acumulaciéon de
la grasa visceral serian los determinantes de las
variaciones de la vitamina D en nuestro grupo de
pacientes con sindrome del ovario poliquistico.

El presente trabajo fue realizado con fondos
otorgados por la Universidad de Buenos Aires
(subsidio UBACYT-IC 20720170100018).
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Resumen

Las vesiculas extracelulares son importantes mediado-
res de la comunicacién intercelular. Durante la gestacion,
diversos tipos celulares placentarios como no placentarios
secretan vesiculas extracelulares a la circulacion. Se ha de-
mostrado que las células trofoblasticas liberan permanen-
temente a la circulaciéon materna vesiculas extracelulares
cargadas con diversas moléculas que modulan la funcion de
las células trofoblasticas, inmunes y vasculares, entre otras.

Las complicaciones gestacionales que afectan la pla-
centacion, como la restriccion del crecimiento intrauterino
(RCIU) y la preeclampsia (PE), son un problema de salud
publica mundial, ya que son condiciones que contribuyen,
en alto grado, a la morbimortalidad materna y neonatal.

Hasta ahora, no se dispone de pruebas clinicas que
permitan anticipar el diagndstico y/o proveer indicadores
predictivos para identificar a las madres con mayor riesgo
de desarrollar estas complicaciones. En los tdltimos anos,
se ha demostrado el potencial de las vesiculas extrace-
lulares y su contenido como potenciales biomarcadores
de distintas patologias, por lo que su aplicacion despierta
especial interés en las complicaciones del embarazo.

Palabras clave: vesiculas extracelulares, placenta,
patologias gestacionales.

Abstract

Extracellular vesicles are significant mediators of cell-
to-cell communication. During pregnancy, placental
and non-placental cell types release extracellular
vesicles into circulation. Is has been demonstrated that
trophoblast cells are continuously releasing uvesicles
loaded with factors modulating trophoblast, immune
and vascular functions.

Gestational complications associated to impaired
Dplacentation, such as intrauterine growth restriction
(IUGR) and preeclampsia (PE), are a global public
bealth problem since they are major contributors to
maternal and neonatal morbidity and mortality.

Currently, there are no clinical tests that allow
early diagnosis and/or provide predictive markers
to identify motbers at higher risk of developing these
complications. The potential of extracellular vesicles
and their content as biomarkers for different pathologies
bas been demonstrated. For this reason nowadays their
application in gestational complications is of special
interest.

Key words: extracellular vesicles, placenta, gestational
diseases.
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INTRODUCCION
¢Qué son las vesiculas extracelulares?
Las células pueden comunicarse con células
vecinas o con células distantes a través de la li-
beracién y secrecion de vesiculas extracelulares
(VE). Las VE transportan subproductos metabdli-
cos celulares que incluyen, entre otros, proteinas,
acidos nucleicos y lipidos, reflejando el estado
metabdlico de la célula que las libera. De esta
manera, las VE representan aspectos del estado
biolégico y funcional de la célula de origen®.

Revista de la Sociedad Argentina de Endocrinologia Ginecoldgica y
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Las células pueden secretar diferentes ti-
pos de VE, que han sido clasificadas segin su
origen subcelular?. Por un lado, se encuentran
las microvesiculas que se forman y liberan por
evaginaciones de la membrana plasmaitica. Es-
tas VE muestran una amplia gama de tamafos
(100-1000 nm de diametro). Por otro lado, se
encuentran los exosomas, que tienen 40-150 nm
de diametro, se originan de vias endosomales y
son secretados al espacio extracelular’. Por ulti-
mo, los cuerpos apoptéticos son VE producidas
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a partir de células en proceso de apoptosis, que
presentan una gran heterogeneidad en forma y
tamano (40 - > 5000 nm) (Figura 1).

Las VE se encuentran presentes en distintos
liquidos biolégicos, como suero, plasma, orina,
bilis, saliva, leche, liquido cefalorraquideo y se-
men, entre otros®. Estas pueden interaccionar con
la célula target de distintas maneras. Las VE pre-
sentan moléculas de membrana que activan vias
de senalizacién mediante una interacciéon ligan-
do-receptor afectando las funciones de la célula
target. Por otro lado, pueden ser internalizadas
mediante endocitosis y/o fagocitosis o, incluso,
fusionarse con la membrana celular y liberar su
contenido especifico a las células target. Asi, mo-
difican el estado fisiolégico de la célula receptora
y son capaces de regular multiples procesos fisio-
patolégicos.

En este sentido, las VE pueden regular la res-
puesta inmune, la angiogénesis, la proliferacion
celular y la reparacion tisular, entre otros proce-
sos con implicaciones tanto fisiol6gicas como pa-
tologicas. La posibilidad de analizar los perfiles
de VE abre un camino prometedor en la identifi-
cacion de potenciales biomarcadores.

Exosomas
(40-150 nm)

Microvesiculas
(100-1000 nm)

(uerpos apoptdticos
(40-5000 nm)

Figura 1: Clasificacién de las vesiculas extracelulares segin
su origen subcelular. Las microvesiculas se forman por evagina-
ciones de la membrana plasmdtica. Los exosomas se originan
de vias endosomales y son secretados al espacio extracelular.
Los cuerpos apoptéticos se generan a partir de células en pro-
ceso de apoptosis.

Nomenclatura utilizada en la literatura
Cabe aclarar que en diversos articulos de in-

vestigacion se utiliza el término exosomas para

designar a las VE. Actualmente se sabe que los

protocolos de purificaciéon mas utilizados (ultra-
centrifugacion diferencial, filtracién por poros de
220 nm)® y distintos kits comerciales aislan ve-
siculas extracelulares pequefnas enriquecidas en
exosomas, pero no aislan exosomas de manera
exclusiva. El término exosoma suele referirse a
una poblaciéon mixta de VE pequenas, cuyo ori-
gen intracelular no esta demostrado. Por lo tanto,
aqui se utilizara el término VE cuando los articulos
no tengan en cuenta el tamano de estas o el de VE
pequeiias cuando el método de purificacion selec-
cione vesiculas menores de 200 nm (con indepen-
dencia de la nomenclatura utilizada en el articulo
referido).

Papel de las vesiculas extracelulares
durante la constitucion de la interfase
materno-placentaria

Durante la constituciéon de la interfase materno-
placentaria, las células trofoblasticas (Tb) adquieren
perfiles funcionales y fenotipicos con capacidad de
proliferar, diferenciarse en fenotipos que migran
e invaden el estroma decidual, formar sincicios y
participar en la transformacion vascular y en el
transporte de nutrientes al feto®. Estos procesos re-
quieren un fino control por factores maternos y fe-
tales para mantener la homeostasis tisular y regular
la respuesta inflamatoria posimplantacion, lo que
asegura un adecuado crecimiento fetal.

Existen evidencias que apuntan a un papel
central de las VE placentarias, caracterizadas por
la presencia de la proteina fosfatasa alcalina de
placenta (PLAP), como orquestadoras de la pla-
centacion’. Las VE placentarias se detectan en el
plasma desde la semana 6 de gestacion y aumen-
tan su concentracién a lo largo de todo el emba-
razo®. Utilizando diversos modelos in vitro con
lineas celulares trofoblasticas y ex vivo con mues-
tras de placenta humana, se ha demostrado que
VE liberadas por células citotrofoblasticas inducen
la invasion de células trofoblasticas extravellosas®,
inducen la migracion endotelial y de VE pequeiias
secretadas por células trofoblasticas extravellosas
y promueven la migraciéon de células musculares
(VSMO), lo que sugiere su participacién en la re-
modelacion de las arterias espiraladas maternas'.

La composicion y liberacion de VE esta regu-
lada por el microambiente. Se ha demostrado que
la cantidad de VE liberadas por células Tb depen-
de inversamente de la concentracion de oxigeno®
y especificamente en condiciones de hipoxia se
incrementa la cantidad de VE pequenas liberadas
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por células Tb''. Hace poco se ha informado que
estas VE pequenas liberadas en condiciones de
hipoxia presentan un contenido proteico que in-
volucra principalmente a vias inflamatorias e in-
ducen la liberacion de GM-CSF, IL-6, IL-8 y VEGF
en células endoteliales'>. Mas aun, estas VE deri-
vadas de células Tb expuestas a condiciones de
hipoxia son capaces de activar e inducir la libera-
ci6én de las citoquinas inflamatorias IL-6 y TNF-o
en células mononucleares totales'. Por otro lado,
las altas concentraciones de glucosa también indu-
cen un aumento en la liberacién de exosomas tanto
en condiciones de normoxia (8% O,) como de hi-
poxia (1% 02) en cultivos primarios de células Tb
del primer trimestre!4.

Papel de las vesiculas extracelulares
trofoblasticas en la modulacion de la
respuesta inflamatoria

Numerosas evidencias sostienen que las célu-
las trofoblasticas regulan el perfil funcional de
las poblaciones de leucocitos presentes en las
distintas interfases materno-placentarias y que
esta regulacion es clave en el mantenimiento de
la homeostasis® 7. Por su parte, diversos estudios
han puesto de manifiesto el papel de las VE como
moduladoras de la respuesta inflamatoria’.

Entre las principales células inmunes que inter-
vienen en la regulacion de la respuesta inflamato-
ria se senala a los linfocitos T CD4+ reguladores
(Treg) y a los macréfagos activados en un perfil al-
ternativo. En las embarazadas, la subpoblacion de
Treg naturales se expande en el compartimiento
sanguineo en el segundo trimestre'®*'’y se generan
células Treg inducidas contra antigenos inherentes
a la gestacion®. En este sentido, VE pequerias ex-
presan TGF-§ y PD-L1, que estan involucrados en
el priming o condicionamiento hacia Treg*. Mas
adn, recientemente se ha demostrado que VE deri-
vadas de células Tb mediante la proteina chapero-
na HSPE1 son orquestadoras de la diferenciacion
de células Treg?. Por otro lado, se informé6 que VE
pequeiias presentan en la superficie las moléculas
FasL y TRAIL. Ambas moléculas cumplen una fun-
cion importante en la induccién de la apoptosis
en células mononucleares totales activadas®. Ade-
mas, VE trofoblasticas presentan la molécula sin-
citina-1, que reduce la secrecién de las citoquinas
inflamatorias IL-1f, IL-6 y TNF-a. por parte de las
células mononucleares totales. Ademas, las células
trofoblasticas, mediante la liberacion de VE, inhi-
ben las respuestas citotoxicas de las células NK.

Esto se debe a que las VE contienen los ligandos
del receptor NKG2D, MIC y ULBP1-5, lo que in-
duce una disminucién en los niveles del receptor
NKG2D en las células NK, como también en las
células T CD8 (+) y Tyd*. Asimismo, se ha infor-
mado que células Tb desactivan a los neutrofilos
y promueven su apoptosis®. Sobre esta base, vale
comentar lo observado por Nadkarni y colabora-
dores acerca de que a través de la transferencia de
proteinas presentes en VE liberadas por los neu-
tréfilos apoptoéticos, estos promueven la induccion
de células Treg®.

Vesiculas extracelulares en complicacio-
nes de la gestacion

Las complicaciones gestacionales que se aso-
cian con insuficiencia placentaria, como la pree-
clampsia (PE) y la restriccion del crecimiento
intrauterino (RCIU), contribuyen en alta propor-
cion a la morbimortalidad materna y neonatal®?728,
Se estima que la prevalencia de PE es de 3-5%% y
la de RCIU, de 8-9%. Hasta ahora, el diagnéstico
de PE se basa en la apariciéon de hipertension y
proteinuria a partir de la semana 20 en mujeres
previamente normotensas®’. Las pruebas clinicas
disponibles no son suficientemente especificas
para anticipar el diagnéstico y/o proveer indica-
dores predictivos para identificar a las madres con
mayor riesgo de desarrollar estas complicaciones.
Se han propuesto combinaciones de estudios diag-
noésticos en el primer trimestre, pero ain no alcan-
zan la sensibilidad y la especificidad requeridas.
De esta manera, la identificacion de biomarcado-
res moleculares surge como una herramienta alter-
nativa con utilidad clinica para predecir y anticipar
el curso de la enfermedad.

Por otro lado, el 6-8% de los embarazos son
diagnosticados con diabetes gestacional, que en si
misma es un factor de riesgo para la preeclampsia,
asi como el parto prematuro y el parto de bebés
grandes para la edad gestacional.

Como se menciono, las células trofoblasticas li-
beran permanentemente a la circulacién materna
VE cargadas con diversas moléculas®. Asi, la cuan-
tificacion de la concentracion y la identificacion del
contenido especifico de VE en condiciones patol6-
gicas que alteran la placentacién se proponen como
una novedosa fuente de biomarcadores para la de-
teccion temprana de complicaciones gestacionales.

En este sentido, las pacientes con complica-
ciones gestacionales como diabetes gestacional
o preeclampsia (PE) presentan un incremento en
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la concentracién de exosomas totales como espe-
cificos de placenta PLAP* *. Sin embargo, en los
estudios prospectivos se ha demostrado que el nu-
mero de VE placentarias circulantes, por si solo, no
parece tener un valor predictivo. Es probable que
los cambios cualitativos en la carga de VE placen-
tarias puedan ser mas importantes que las diferen-
cias cuantitativas tanto para la patogenia como para
la prediccion de complicaciones gestacionales. En
linea con esto, las VE PLAP* de mujeres con PE pre-
sentan un aumento en los niveles de sFlt-1 y endo-
glina, ambos factores antiangiogénicos asociados al
desarrollo de PE?*}. Mas aun, la administracion de
VE plasmaticas de pacientes con PE causa disfun-
cién vascular en hembras de ratén prefiadas®.

De igual modo, VE pequenas aisladas de
mujeres con diabetes gestacional aumentan sig-
nificativamente la liberacién de citoquinas proin-
flamatorias (GM-CSF, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y y
TNF-a) por las células endoteliales® y no logran
promover la secrecion de insulina. De hecho, al
estudiar el contenido de miRNA de VE de emba-
razadas con diabetes gestacional respecto de los
controles, se informé un aumento en 10 miRNA
asociados principalmente a proliferacién y dife-
renciacion trofoblastica, regulacion de la secre-
cion de insulina y transporte de glucosa®.

Por dltimo, cabe destacar que en los ultimos
afios se ha propuesto el fluido gingival crevicular
(GCF, del inglés gingival crevicular fluid) como
fuente para evaluar los biomarcadores. E1 GCF
es un exudado sérico originado en el surco gin-
gival por la inflamacién de los tejidos periodon-
tales que resulta de gran interés ya que, por un
lado, contiene factores y marcadores sistémicos
asociados a la gestacion como sFLt-1, VEGF, en-
tre otros* vy, por otro lado, es una muestra cuyo
método de obtencién no es invasivo. Un analisis
proteémico de GCF ha demostrado que la ma-
yoria de las proteinas de este fluido oral deri-
van de vesiculas extracelulares®’. En los estudios
preliminares obtenidos en colaboracion con in-
vestigadores de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Buenos Aires, hemos demostrado
que el GCF de mujeres embarazadas de 16-20 se-
manas de gestacion afecta tanto la funcionalidad
de las células trofoblasticas como la interacciéon
inmune-trofoblastica®®. Recientemente, Monteiro
y colaboradores han reportado que las pacientes
embarazadas de 11-14 semanas de gestacion que
mas tarde desarrollan diabetes gestacional pre-
sentan un incremento en la concentraciéon de VE

totales y que las embarazadas con diagnoéstico de
PE presentan un incremento en la concentracién
de exosomas en el GCF en el tercer trimestre®.
Sin embargo, hasta ahora no hay caracterizaciéon
de exosomas PLAP* en el GCF de pacientes em-
barazadas en el primer trimestre.

CONCLUSIONES

Las VE tienen la capacidad de transferir informa-
cion a las células target y afectar su funcionalidad.
Numerosas evidencias muestran que las pacientes
con complicaciones gestacionales con alteraciones
en la placentaciéon, como PE o RCIU, presentan un
incremento en la concentracion de VE totales como
especificas de placenta PLAP* como también dife-
rencias en el contenido de estas. Por lo tanto, la
posibilidad de analizar los perfiles de VE abre un
camino prometedor en la identificaciéon de poten-
ciales biomarcadores. Para ello, es de gran impor-
tancia mejorar los métodos de purificacion a fin de
obtener poblaciones puras de los distintos tipos de
VE v, asi, comprender los mecanismos por los cua-
les regulan las distintas funciones.
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Resumen

La demanda de métodos anticonceptivos eficientes y
seguros para los hombres va en franco aumento con el
paso del tiempo. Nos encontramos en busca del escenario
ideal, donde se comparta la carga anticonceptiva de
manera equitativa. Hoy existe una asimetria en relacion
con las opciones femeninas. La industria farmacéutica,
las organizaciones sin fines de lucro y las entidades
publicas dedican inversiéon e investigacion de forma
dispar en la anticoncepcién masculina. Se clasificaron
los métodos en los disponibles actualmente y los que se
encuentran en fase de investigacion: hormonales y no
hormonales. Si bien hay una necesidad y un aumento en
la demanda de opciones anticonceptivas, ninguna serd
Unica y aceptada por todos los hombres y mujeres. El
retraso en el desarrollo de la anticoncepcién hormonal
masculina es multifactorial. Los avances en diferentes
moléculas parecen prometedores.

Palabras clave: anticoncepcion, vasectomia, preser-
vativo, andrégenos, RISUG®, azoospermia.

Abstract

The demand for efficient and safe wmale
contraceptive methods is increasing over time. We
are in the search of the ideal scenario, where the
contraceptive burden is equally shared. Today there
is an asymmetry regarding female options. The
pharmaceutical industry, non-profit organizations
and public entities have devoted investment and
research to male contraception in an uneven way.
The methods currently available and those currently
under research have been classified in this paper as
Jollows: Hormonal and non-hormonal. There is a
need and an increase in the demand for contraceptive
methods; no option will be unique and accepted by
all men and women. There is an obvious delay in the
development of male hormonal contraception, which
bas many different factors. However, progress made
on different molecules seem to be promising.

Key words: contraception, condom,
androgens, RISUG®, azoospermia.
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INTRODUCCION

La demanda de métodos anticonceptivos efi-
cientes y seguros para los hombres va aumentan-
do con el paso del tiempo. Casi 60 afnos después
de la aparicion de la primera pildora anticoncep-
tiva femenina, nos encontramos con multiples
opciones para el cuidado anticonceptivo con par-
ticipacion activa femenina, lo que genera una asi-
metria en relacion con las opciones masculinas.

Son muchos los jévenes y adultos que todavia
perciben la anticoncepcion como una responsa-
bilidad principalmente de la mujer; después de
todo, es ella la que sufre directamente el fracaso
anticonceptivo y es una de las principales victi-
mas de los procedimientos inseguros relacio-

Revista de la Sociedad Argentina de Endocrinologia Ginecoldgica y
Reproductiva 2020; Vol. XXVII N° 1 Enero-junio de 2020: 12-18

nados con la interrupcién de los embarazos no
deseados.

Dado que las decisiones sobre el embarazo afec-
tan a ambas partes, un escenario ideal seria com-
partir la carga anticonceptiva de manera equitativa.

Existe el deseo significativo en un gran nime-
ro de varones de compartir esta responsabilidad
y una proporcion sustancial de mujeres estan dis-
puestas a confiar en sus parejas masculinas con
respecto al uso de anticonceptivos.

DISCUSION

Las encuestas recientes muestran que ambos
miembros estan involucrados en la decision
anticonceptiva en aproximadamente el 90% de
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las parejas, con mas del 50% de los hombres
dispuestos a asumir una mayor responsabilidad
en esta decision'?. Se les pregunté a mujeres
sobre la anticoncepcién masculina y solo el 2% de
las encuestadas dijeron que no confiarian en que
su pareja masculina sea el encargado del uso de
la anticoncepciéon hormonal y el 65% pensaban
que las responsabilidades anticonceptivas recaian
demasiado en las mujeres?.

Las companias farmacéuticas han iniciado y
finalizado multiples investigaciones, debido a las
preocupaciones con respecto a la rentabilidad y
la inversion a largo plazo?, reacias a invertir en el
desarrollo de anticonceptivos para consumidores
varones, con suposiciones no comprobadas con
respecto a las actitudes masculinas sobre com-
partir la responsabilidad de la planificacion fa-
miliar®, el miedo percibido, la no tolerancia a los
efectos secundarios, las oposiciones culturales o
religiosas y las barreras basadas en el género.

En los ultimos anos, diversas organizaciones sin
fines de lucro y entidades publicas dedican inversion
e investigacion en la anticoncepcién masculina®.

Métodos anticonceptivos masculinos
disponibles actualmente

Preservativos

Originalmente confeccionados con intestino
animal, se han utilizado para la anticoncepcion y
como proteccion contra las infecciones de trans-
misién sexual durante varios cientos de anos.
Desde 1920, la mayoria de los condones estan
hechos de latex, con una aceptable relacion de
precio, calidad y accesibilidad para los consu-
midores’. El principal inconveniente de los con-
dones es su eficacia anticonceptiva, que resulta
principalmente del uso inconsistente, la rotura o
el uso inadecuado, con una tasa de fracaso de
3-15%. Las tasas de embarazo para las parejas que
usan condones como unico medio anticonceptivo
se acercan al 15-20% por afno® y las tasas de fra-
caso son probablemente mas altas en las parejas
jovenes con alto potencial fértil®.

Algunos de los problemas que plantean los
varones que utilizan preservativos son la reduccion de
la espontaneidad para la penetracion, la disminucion
de la sensibilidad, los problemas de almacenamiento
y la eliminacién posterior a su uso'.

Se describieron fallas del preservativo debido
a rotura, deslizamiento, uso incorrecto y algunos
pacientes pueden tener alergias al latex'"!?) que

les causa irritacion de la piel y, rara vez, anafi-
laxia'®. Los condones de poliuretano estan dis-
ponibles para parejas en las que uno de los dos
tiene alergia al latex. A la hora de comprar o con-
seguir el preservativo, muchos hombres vuelven
a delegar la responsabilidad en su pareja y ceden
parte de su rol''5,

La Ley 25673 sobre el Programa Nacional de
Salud Sexual y Procreacion Responsable, promul-
gada en noviembre de 2002, promueve la creacion
de un programa de salud publica en el ambito del
Ministerio de Salud. Esta ley respalda la distribu-
cion gratuita de preservativos y obliga a las obras
sociales y a las empresas de medicina prepaga a
cubrir el gasto o proporcionar los preservativos a
sus afiliados, independientemente del sexo.

Vasectomia

En un método seguro, efectivo y permanente’®,
utilizado por 42-60 millones de hombres en todo
el mundo. El procedimiento es mas econémico en
comparacion con la ligadura de trompas tubarias,
es ambulatorio y puede realizarse con anestesia
local mediante una pequena incision escrotal.

Existe una disparidad en el nivel de aceptacién
entre los diferentes paises y regiones. En la Argen-
tina, en los dltimos afios, se evidencié un gran as-
censo en el nimero de consultas y procedimientos
tanto en el ambito publico como privado.

No proporciona proteccion contra las enfer-
medades de transmisién sexual.

Asesoramiento preoperatorio

Se abordaran los riesgos, beneficios y alternati-
vas. La edad minima requerida para la vasectomia
es la edad de consentimiento en la jurisdiccion legal
vigente en la que se realiza el procedimiento. En la
Argentina, desde la promulgacion de la Ley 26130,
todo varén mayor de edad y capaz puede realizarse
la vasectomia, aunque cada cirujano debera ejercer
su juicio clinico para determinar la conveniencia de
hacerlo en un paciente en particular. No se requiere
la participacion del conyuge o la pareja en la consul-
ta y/o decision, aunque se puede sugerir el acompa-
flamiento para una mejor interpretacion de riesgos,
beneficios y alternativas. No es necesario solicitar
espermogramas antes de la intervencion, ni pruebas
de laboratorio que no tengan relacion con el riesgo
quirurgico de una cirugia menor.

El procedimiento debe considerarse irreversi-
ble. Los pacientes que eligen la vasectomia estan
optando por hacer un cambio permanente en su
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estado de fertilidad; por lo tanto, se recomien-
da una discusion preoperatoria reflexiva con el
objetivo de asegurarse de que el paciente tenga
expectativas apropiadas con respecto al procedi-
miento por realizar.

Existen opciones para recuperar la posibilidad
de lograr un embarazo después de la vasectomia:

* La reversion potencial de la vasectomia (va-
sovasoanastomosis), teniendo previamente en
cuenta la edad del paciente y de su pareja, el
tiempo transcurrido desde la vasectomia y la can-
tidad de hijos que desea en un futuro.

* La recuperacion de espermatozoides a través
de biopsias testiculares, con posterior uso de ga-
metos en los tratamientos de reproduccion asistida.

* La criopreservacion de espermatozoides, an-
tes de la vasectomia, con posterior uso de game-
tos en los tratamientos de reproduccion asistida.

Es importante discutir el estado reproductivo
de la pareja femenina del paciente y evaluar la
probabilidad de embarazo. Ademas, si la pareja
femenina estd embarazada en el momento de
la consulta preoperatoria, se puede recomendar
efectuar la vasectomia después del parto, por el
riesgo de interrupcion inesperada de la gestacion.

Complicaciones

* El riesgo aproximado de hematoma e infec-
cion de la herida después de la vasectomia es de
1_2%17,18.

* Algunos hombres se quejan de dolor escrotal
unilateral o bilateral persistente después de la vasec-
tomia, suficientemente intenso como para interferir
en la calidad de vida. El estudio mas sélido sobre esto
indica una tasa del 0,9% a los 7 meses después de la
cirugia. Pocos hombres requieren tratamiento quirir-
gico contra el dolor escrotal crénico que puede apa-
recer después de la vasectomia. La epididimitis bac-
teriana a menudo se confunde con el dolor causado
por la distension del tibulo epididimario debido a la
contrapresion debajo del sitio de la vasectomia o por
el granuloma epididimario de los espermatozoides.
Las tasas de epididimitis fueron < 1%,

* Granuloma de esperma: la formaciéon de un
noédulo sintomatico (se presume que es un granu-
loma de esperma o un granuloma de sutura si se
usO una ligadura para ocluir el extremo del con-
ducto) varia segin la técnica, fue diagnosticado
en < 5% y rara vez fue sintomatico*. Esto no se
considera una complicacion de la vasectomia y el
dolor agudo se resuelve espontineamente en 2 o
3 meses o menos en la mayoria de los casos.

* A muchos pacientes les preocupa que la
vasectomia pueda causar disfuncion eréctil, sen-
sacion orgasmica reducida o ausente, volumen
eyaculatorio disminuido, interés sexual reduci-
do, sensacion genital disminuida o placer sexual
disminuido. Los pacientes pueden estar seguros
de que no hay evidencia de que alguno de estos
problemas sea causado por la vasectomia. La re-
vision de la literatura médica no revel6 evidencia
de efectos significativos de la vasectomia sobre el
eje hipotalamo-hipoéfiso-gonadal?®.

Definicion vy tasa de fracaso

Existe un riesgo muy bajo de embarazo después
de la vasectomia, incluso si el espermograma mues-
tra azoospermia. La tasa de embarazo en parejas de
hombres que han documentado azoospermia des-
pués de una vasectomia es de aproximadamente
uno en 2.000%%,

Segun las recomendaciones de la Asociacion
Americana de Urologia (AUA) y de la Asociacion
Europea de Urologia (EAU):

* No lograr la azoospermia o < 100.000 esper-
matozoides inmoéviles por mililitro o la aparicién de
embarazo son formas de fracaso de la vasectomia.

* El riesgo de fracaso y la necesidad de reque-
rir una nueva vasectomia son inferiores al 1%%%.

* Los pacientes pueden dejar de usar otros
métodos anticonceptivos cuando el examen de
una muestra de semen posvasectomia no centri-
fugada muestra azoospermia o < 100.000 esper-
matozoides inméviles por mililitro.

* El riesgo de embarazo asociado con la pre-
sencia de < 100.000 espermatozoides inmoéviles
es muy bajo y similar a la azoospermia®®3'.

* La falla de la vasectomia puede ser una falla
técnica o un error quirdrgico, como ocluir un con-
ducto dos veces sin ocluir el otro y la situacién
muy rara de duplicacién de conductos en un lado
también puede resultar de la recanalizacion en el
sitio de la vasectomia. Se estima que el embara-
zo debido a la recanalizaciéon ocurre después de
aproximadamente una de cada 2.000 vasectomias
0 con menos frecuencia®?.

la vasectomia no produce azoospermia
inmediafa

Todos los pacientes tienen espermatozoides
moéviles en la eyaculacion después de la vasecto-
mia durante un tiempo, por lo que se deben uti-
lizar otros métodos anticonceptivos hasta que se
logre la azoospermia o < 100.000 espermatozoides
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inmoviles por mililitro. El tiempo de estos objeti-
vos puede variar de semanas a meses en funciéon
de multiples factores: la frecuencia eyaculatoria, la
edad del paciente, la técnica quirurgica y las varia-
ciones en la anatomia de las ampollas deferencia-
les o las vesiculas seminales. Durante las primeras
semanas después de la vasectomia, los espermato-
zoides alojados en el sistema reproductor masculi-
no en el lado abdominal del sitio de la vasectomia
pueden retener la capacidad de fertilizar un 6vu-
lo*3*. Existe una considerable variabilidad entre
los cirujanos con respecto al periodo sugerido de
abstinencia sexual después de la vasectomia, para
permitir el desarrollo de la oclusiéon luminal del
conducto, segun la técnica utilizada para la oclu-
sién vascular.

Procedimiento

La vasectomia se puede realizar de manera
segura en casi todos los pacientes usando solo
anestesia local o en combinacién con anestesia
general. En aquellos pacientes en quienes el ais-
lamiento del conducto parece dificultoso en el
examen preoperatorio, es poco probable que la
sedacion local sea suficiente y necesitan el apoyo
de la anestesia general.

* Vasectomia convencional: era la técnica mas
comun antes de la introduccién de las técnicas
minimamente invasivas y los instrumentos es-
peciales de vasectomia. Se realiza haciendo una
incisiéon en la linea media o incisiones escrotales
bilaterales con un bisturi. Las incisiones suelen ser
de 1,5 a 3 cm. No se utilizan instrumentos especia-
les y el conducto generalmente se toma con una
pinza de tipo Backhaus o Allis. El 4rea de diseccion
escrotal es casi siempre mucho mas grande que la
que ocurre con las técnicas de menos invasividad.

* Técnica de vasectomia sin bisturi: desarrollada
en 1974 en China por Li Shungiang, se encuentra
dentro del grupo de las técnicas minimamente in-
vasivas de vasectomia. Utiliza pasos secuenciales,
instrumentos especificos de diseccion e instrumen-
tal para identificar y sujetar el conducto deferente.
La incision suele ser inferior a 10 mm y puede no
necesitar suturas en la piel.

Practicamente todas las técnicas de vasectomia
utilizan la seccion completa del conducto deferen-
te; algunos cirujanos eligen enviar un fragmento
del conducto deferente a analisis histolégico. Los
extremos del conducto divididos pueden separar-
se mediante varias técnicas.

La oclusion del conducto, que utiliza el elec-
trocauterio extendido en el conducto deferente
sin seccionarlo (técnica Marie Stopes), rara vez
se utiliza.

Los extremos del conducto pueden ocluirse
mediante uno de los tres métodos siguientes:

* Cauterizacién de la mucosa con interposicion
de la fascia y sin ligaduras o clips aplicados en el
conducto.

 Cauterizacion de la mucosa sin interposi-
cion de la fascia y sin ligaduras o clips aplicados
en el conducto.

* Vasectomia abierta dejando el extremo tes-
ticular del conducto abierto, usando la cauteriza-
cion de la mucosa en el extremo abdominal sin
interposicion de la fascia.

Estudios posoperaforios

El analisis de semen después de la vasectomia
proporciona el valor real del riesgo de embarazo
para el paciente y su pareja. También proporciona
una medida de control de calidad para el médico.

La eleccion del tiempo para hacer el primer
espermograma queda a criterio del cirujano.

Es deseable seleccionar un momento para el
primer espermograma que reduzca la cantidad de
estudios necesarios para establecer el éxito del
procedimiento, pero aun asi permite abandonar
otras formas de anticoncepcion lo antes posible.
Cuanto mayor sea el periodo antes del primer
espermograma, mayores seran las posibilidades
de que el espermograma muestre azoospermia,
pero mayor serd el tiempo en que el paciente
debe usar otro método anticonceptivo.

La variacion interindividual puede ser el resul-
tado de diferencias en la anatomia y, probable-
mente, de la edad del paciente. Tal persistencia
puede deberse al esperma residual en las vesi-
culas seminales o a ampollas deferenciales que
se liberan lentamente del tracto reproductivo®.
La bibliografia contiene resultados mixtos con
respecto a la relacion entre el aclaramiento del
esperma y el nimero de eyaculaciones:

* Después de 10 eyaculaciones, las tasas de
azoospermia oscilaron entre 43% y 50%333¢,

* Después de 12 eyaculaciones, las tasas de
azoospermia se informaron como 66% y 88%°7%.

* Después de 20 eyaculaciones, solo el 44%
de los pacientes eran azoospérmicos®.

La variabilidad en las tasas de eliminacién
del esperma puede ser el resultado de la técnica
quirurgica, de diferencias en los criterios de la
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cantidad de espermogramas azoospérmicos soli-
citados para medir el éxito o de variaciones en
las técnicas de laboratorio. Es probable que la
centrifugacion y el examen de cientos de campos
microscopicos encuentren mas espermatozoides
que las técnicas de laboratorio menos rigurosas,
lo que lleva a un aumento de las pruebas de se-
guimiento y a mas vasectomias repetidas, algunas
de las cuales pueden ser innecesarias.

Si persisten mas de 100.000 espermatozoides
inméviles por mililitro por mas de 6 meses pos-
teriores a la vasectomia, entonces se debe usar el
juicio clinico para decidir si la vasectomia es un
fracaso y si se debe considerar repetirla.

Las tasas de insatisfaccion con la vasectomia
y/0 arrepentimiento estuvieron en el rango de
1-2%"'. El motivo mas frecuente fue el deseo de
tener mas hijos*. Estos datos resaltan la impor-
tancia de un asesoramiento reflexivo antes de de-
cidir someterse al procedimiento.

Anticonceptivos masculinos
experimentales

Hormonales

Fl enfoque hormonal se basa en la supresion re-
versible de las gonadotropinas, que conduce a la su-
presion reversible del proceso de espermatogénesis.

La mayoria de los estudios llegaron a la etapa
de ensayos clinicos, pero ninguno de ellos llegé a
las etapas finales de comercializacion y uso.

Se han investigado presentaciones orales, in-
yectables y transdérmicas, utilizando andrégenos
solos o combinados con otras moléculas. Se eva-
luaron su reversibilidad y efectos adversos, como
la disminucion de los niveles de colesterol de las
lipoproteinas de alta densidad y el riesgo cardio-
vascular en hombres sanos, la asociacion con la
resistencia a la insulina, la osteoporosis y la ac-
cion hematopoyética, entre otros®.

Una de las limitaciones del uso de andrégenos
es la necesidad de utilizar un complemento. Al-
gunos estudios se realizaron con progestigenos
y un analogo de la GnRH junto con testosterona
para lograr una supresion de la espermatogéne-
sis mas rapida y completa*) permitiendo dosis
mas bajas de andrégenos®.

Los hombres pueden volverse hipogonadicos
sintomaticos si los niveles circulantes de testostero-
na son bajos. Por lo tanto, los métodos anticoncepti-
vos hormonales masculinos actuales en los ensayos
clinicos suelen incluir algin andrégeno a fin de

proporcionar la actividad androgénica necesaria
para mantener la funcién sexual, las caracteristicas
sexuales secundarias y otros sistemas de 6rganos
no reproductivos, incluidos los huesos, los muascu-
los, el tejido adiposo y el cerebro. Dos estudios rea-
lizados por la OMS mostraron que esta supresion
de la espermatogénesis por inyecciones semanales
de enantato de testosterona iba desde < 3 millo-
nes/ml de espermatozoides hasta la azoospermia
y las tasas de embarazo fueron comparables con
las de los anticonceptivos orales femeninos®, En
otros ensayos clinicos de anticonceptivos hormo-
nales masculinos que utilizaron una combinacién
de testosterona y progestagenos, una pequena
proporcion de hombres mostraron una supresion
temprana de la producciéon de esperma a los 28
dias y alcanzaron la oligozoospermia severa a las
12 semanas de tratamiento®. Agregar agonistas de
la GnRH para suprimir, paraddjicamente, la libera-
cion de testosterona no fue efectivo para suprimir
la espermatogénesis a niveles para la anticoncep-
cion. En cambio, los antagonistas de la GnRH inhi-
ben rapidamente la produccion y secrecion de LH
y FSH, y son efectivos para suprimir la produccion
de esperma, aunque con accién corta y deben ad-
ministrarse diariamente o cada 2 semanas por via
subcutanea; pueden causar una reaccion local en la
piel y su produccion es costosa?’.

No hormonales

En 1970, Sujoy K. Guha, de la School of Medical
Science and Technology del Indian Institute of Tech-
nology, India, mientras investigaba algunas técnicas
rentables para purificar los sistemas de agua rura-
les, descubri6é que cuando las tuberias se recubrian
con un polimero comun llamado anhidrido maleico
de estireno (AME), se podian matar las bacterias
presentes en el suministro de agua. Ese evento fue
el puntapié inicial para el nacimiento de RISUG®
(Reversible Inbibition of Sperm Under Guidance)®.

Desde 1979, Guha propuso una técnica nueva
de anticoncepcion masculina y comenzo a investi-
garla trabajando a lo largo del tiempo con diferen-
tes modelos en animales. El AME, un copolimero
oclusivo disuelto en dimetil-sulféxido (DMSO),
esterilizaba a los animales mediante una unica
aplicacion en el conducto deferente y lograba la
posterior reversion al inyectar DMSO o NaHCO,,
que actia como disolvente parcial. Al dia de la fe-
cha se han realizado ensayos preclinicos en varios
modelos con animales basados en el bloqueo de
los conductos deferentes sin ninguna toxicidad y
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sin afectar la integridad celular. Ademas de ocluir
el conducto deferente, RISUG® forma precipitados
con carga positiva y crea un ambiente acido para
el espermatozoide, que sufrira estrés iénico y cam-
bio de pH, lo que le causa un dafio acrosomal que
lo convierte en incapaz de fertilizar los ovocitos y
crea una barrera fisica y quimica.

Se propuso que el polimero se inyectara en el
conducto deferente a través del procedimiento de
incision “sin bisturi”. RISUG® se ha probado con
éxito en numerosos voluntarios humanos durante
la fase I, fase II y fase III. Actualmente, el medica-
mento se encuentra bajo ensayos clinicos exten-
didos en fase III en varios centros de la India®.
Los ensayos clinicos muestran resultados promete-
dores: azoospermia sostenida 4 semanas después
de la aplicacién del polimero. A pesar de los re-
sultados prometedores de la reversibilidad en mo-
delos con animales, los estudios de reversibilidad
en seres humanos no han sido publicados. Una
preocupacion importante que detiene el progreso
de RISUG® es la falta de interés de las industrias
farmacéuticas. En los Estados Unidos, se esta de-
sarrollando un producto similar con el nombre de
Vasalgel, financiado por la Fundacién Parsemus.

Anticonceptivos inmunolégicos

En su superficie el espermatozoide cuenta con
antigenos que se encuentran accesibles a los anti-
cuerpos que pueden inhibir la funcién de los game-
tos, lo que derivaria en una falla de la fertilizacion.

El espermatozoide como posible objetivo de va-
cuna ha atraido considerable atencion en el tiempo,
basada en el hecho de que la inmunizacién activa
produce anticuerpos antiespermaticos (ASA) que blo-
quean la fertilidad en animales machos y hembras>.

Fl desarrollo de los anticonceptivos inmunol6-
gicos todavia esta en la etapa de investigacion. El
futuro de las vacunas anticonceptivas es muy pro-
metedor en cuanto a comodidad, precio, eficacia y
bajo nimero de complicaciones.

CONCLUSION

Si bien hay una necesidad y un aumento en
la demanda de opciones anticonceptivas, ningu-
na sera unica y aceptada por todos los hombres
y mujeres. Existen avances en accesibilidad, di-
versidad y uso con respecto al preservativo. La
vasectomia esta encontrando un lugar en la socie-
dad argentina que debemos seguir fortaleciendo,
ya que continda estando subutilizada. Los obs-
tetras y ginecologos pueden aumentar tanto la

aceptabilidad como el acceso a este método si se
capacitan adecuadamente para aconsejar el pro-
cedimiento. El retraso en el desarrollo de la anti-
concepcion hormonal masculina es multifactorial;
sin embargo, se estan realizando nuevos ensayos
clinicos con el objetivo de llevar productos via-
bles al mercado que parecen prometedores en los
estudios preclinicos. El interés en la comunidad
investigadora es alto. Involucrar a los hombres
en los servicios de planificacion familiar puede
ser una via para reducir las tasas de embarazo
no planificado, promover la igualdad de género
y permitir que estos asuman la responsabilidad
compartida de la anticoncepcion.
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Resumen

Pregunta en estudio: ;Co6mo cambian con la
edad y con la enfermedad la concentracién sérica
de hormona antimiilleriana (AMH) y la densidad
folicular (DF) y cudles son las implicaciones de
estos cambios en la preservacion de la fertilidad?

Respuesta resumida: Las concentraciones de
AMH vy la DF no se correlacionan en mujeres jo-
venes, y la AMH, pero no la DF, esta disminuida
en algunas enfermedades, limitando al valor de
AMH como parametro predictivo para utilizar en
el trasplante de tejido ovarico.

Qué se sabe hasta ahora: La AMH es amplia-
mente utilizada como parametro para estimar la
reserva ovarica. Sin embargo, su fiabilidad para
predecir el nimero total de foliculos y la DF es
cuestionable. Se ha visto que las mujeres con lin-
foma o leucemia presentan concentraciones dismi-
nuidas de AMH, pero no se sabe si su DF también
se encuentra disminuida. Durante la preservacion
de la fertilidad, es esencial estimar correctamente
el numero total de foliculos y la DF debido a que
el tejido ovarico solo debe criopreservarse si la re-
serva ovarica es alta. Mas aun, la cantidad de tejido
por ser trasplantado debe basarse en la estimacion
de la DF real.

Disefio, tamaiio y duracion del estudio: Este
estudio retrospectivo observacional incluyé a 830
mujeres (media de edad * DE, 282 + 6,81 afios;
rango 4 a 43 anos) con enfermedades malignas
(n = 806) y benignas (n = 24) que criopreservaron
tejido en un dnico centro como parte de un pro-
grama nacional de preservacion de la fertilidad. Las
mujeres con cirugias ovaricas o predisposicion co-
nocida para baja reserva ovarica fueron excluidas.

Las concentraciones de AMH y la DF fueron evalua-
das desde marzo de 2011 hasta septiembre de 2016.

Participantes, materiales y métodos: Las
concentraciones de AMH fueron analizadas antes
de las terapias gonadotoxicas. Se recolectaron y
analizaron biopsias estandarizadas de diferentes
areas de la corteza oviarica. La DF fue analizada
luego de la digestion del tejido y del tefiido con
calceina y fue expresada como el nimero prome-
dio de foliculos primordiales y primarios en 3 mm
de biopsia y por milimetro cibico de tejido. La
concentracion de AMH vy la DF fueron analizadas
en relacion con la edad y el diagndstico. Ambos
parametros fueron ajustados por edad y se ana-
lizaron las asociaciones entre los diferentes diag-
noésticos y AMH frente a DF.

Principales resultados y papel del azar: La
media + DE de la concentraciéon de AMH fue 3,1 +
2,81 g/ml, la media de DF por 3 mm de biopsia fue
137 + 173,9 y por mm?, 19,4 + 24,60. El valor maxi-
mo de AMH se encontré en ninas y adolescentes
de entre 6y 10 afios (5,71 ng/ml) y en adultas de
21 a 25 afios (3,33 ng/ml). La DF fue mayor en las
nifias pequefas hasta los 15 anos de edad y dis-
minuy6 con la edad. AMH y DF no se correlacio-
naron en mujeres < 20 afios y se correlacionaron
de forma débil a moderada en mujeres de entre
21y 40 afos (r = 0,24 a 0,39).

Se demostraron correlaciones entre AMH y DF
ajustadas por la edad en distintos grupos diagnos-
ticos como en cancer de mama, leucemia, sarco-
ma, cancer gastrointestinal y cancer ginecolégico,
pero no en grupos que presentaban linfoma de
Hodgkin y linfoma no Hodgkin, cancer cerebral
y otras enfermedades malignas y benignas. Otros
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analisis estadisticos apoyan el hallazgo de que, en
algunos grupos diagndsticos como los de linfoma
de Hodgkin y cancer ginecolégico, la concentracion
de AMH esta disminuida, pero no esta disminuida
la DF, lo que cuestiona la precision de la AMH para
la prediccion de la DF en estas patologias.

Limitaciones y razones de precauciéon: A
pesar de que las biopsias fueron tomadas de di-
ferentes sitios, la distribucién heterogénea de los
foliculos puede haber tenido algin efecto en la
precision del analisis.

Implicaciones de los hallazgos: La AMH debe
utilizarse con cuidado para estimar la reserva ova-
rica total y la DF en pacientes jévenes con cancer y
otras patologias. Por lo tanto, el calculo de la canti-
dad de tejido ovarico por ser trasplantado basado
solo en la AMH podria no ser preciso, mientras
que la DF podria ser un mejor parametro.
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La estimacion de la reserva ovarica en la nifiez,
como en las distintas etapas de la vida reproducti-
va, es muy importante, ya que sirve para predecir
la respuesta a la estimulacidén ovirica para un tra-
tamiento de reproduccion, para estimar el riesgo
de la quimioterapia sobre los ovarios, para calcu-
lar la cantidad de tejido ovarico necesario para un
trasplante y para estimar el pronéstico reproducti-
vo de una paciente con baja reserva ovarica.

A través del tiempo se han utilizado distintos
parametros para estimar la reserva ovarica, como
la edad, los niveles de FSH y de inhibina B, el
recuento de foliculos antrales (RFA) y la concen-
traciéon de AMH.

El RFA y la AMH han demostrado ser los mejo-
res predictores de respuesta a la estimulacién ovari-
ca. Con las mejoras en precision y reproducibilidad
de los equipos comerciales de AMH se han estable-
cido referencias de AMH segun edad, por lo que la
hacen el mejor marcador de la reserva ovarica.

Sin embargo, la concentraciéon de AMH solo refle-
ja el nimero de foliculos antrales que la secretan, pre-
dominantemente foliculos antrales secundarios, por
lo que no se estaria teniendo en cuenta la cantidad de
foliculos primordiales y primarios que también hacen
a la reserva ovarica total. Esto es importante, ya que

es determinante en el momento de sugerir o no la
preservacion de la fertilidad previa a tratamientos on-
colégicos. Hay que tener en cuenta que algunas pato-
logias oncologicas reducen la AMH como el linfoma
de Hodgkin, pero se desconoce si la DF o la reserva
ovarica total estan disminuidas también.

En este trabajo retrospectivo analizaron la
DF en biopsias de 830 pacientes de la red Fer-
tiPROTEKT (Alemania, Austria y Suiza) y la con-
centracién de la AMH antes de los tratamientos
oncoloégicos y las correlacionaron con la edad y
segun el tipo de cancer.

En cada paciente se obtuvo hasta un 25% del
total del tejido ovarico y se envi6é seguin protoco-
lo a un laboratorio central en un maximo de 22
horas. Junto con el tejido ovarico se mandé una
muestra de sangre para analisis de AMH, la cual
se realiz6 en todos los casos con AMH Gen II
ELIZA Kit (Beckman Coulter).

El analisis de la DF también fue estandarizado
en tres areas de 2 por 1 mm de espesor.

La media de edad fue de 28,2 + 6,81 afios, con
un rango de 4 a 43 anos. Las muestras pertene-
cian a 469 mujeres con cincer de mama, 165 con
linfoma de Hodgkin, 40 con linfoma no Hodgkin,
16 con leucemia, 43 con sarcoma, 17 con tumor
del SNC, 23 con cancer gastrointestinal, 21 con can-
cer ginecolégico, 12 con otras neoplasias malignas
y 24 con patologia benigna (hemoglobinopatias,
mola, fibromatosis).

Lo interesante fue que la concentraciéon de la
AMH no se correlacion6é con la DF en mujeres de
menos de 20 afnos, pero si en mayores de esa edad.
Esta pobre relacion también se vio en mujeres con
linfoma de Hodgkin, no Hodgkin, leucemia y con
algunas patologias benignas.

Sin duda, es una de las series con mayor cantidad
de pacientes, donde al centralizar en un laboratorio
solo el procesamiento y los analisis se aseguraron
de tener homogeneidad en el tratamiento de las
muestras y en los resultados de la AMH.

Otra de las fortalezas de este estudio es que
la DF incluye mas foliculos que la medicion de la
AMH, por lo que seria un mejor parametro de re-
serva ovarica, pero tiene como desventaja que es
un analisis posquirurgico. Ademas, depende de la
zona de la corteza donde se haya tomado la biop-
sia, ya que la distribucién de los foliculos puede
ser variable, como se constaté en 20 muestras.

También se sabe que el volumen ovarico en la
nifez y en el fin de la etapa reproductiva es menor
y eso puede generar diferencias en los calculos;
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asi es como se observo la mayor DF en coinciden-
cia con la edad de mayor volumen ovarico. Como
se describe, se advirti6 que la DF y la AMH dis-
minuyen con la edad; sin embargo, la AMH en la
nifiez es menor, lo que puede deberse a la falta de
estimulo hormonal propio de esa etapa.

También se observé una disminucién de la
AMH en ciertas patologias y en esos casos no
se correlacion6 con la DF cuando se miraron las
piezas de biopsia de ovario. Esto puede significar
que la reduccion de la reserva ovarica en estos
grupos de pacientes seria transitoria y solo en los
foliculos secundarios principales productores de
AMH vy no de la cantidad total y que volveria a la
normalidad una vez curada la enfermedad.

Del analisis de los resultados surge que la
AMH no siempre se correlaciona con la DF, lo
que podria llevar a decisiones erroneas, ya que
puede haber una AMH disminuida con una DF
normal. El problema es que recién se dispone de
la DF una vez realizada la biopsia, por lo que
habria que hacer la biopsia independiente de la
AMH para luego poder analizar la DF vy, con ella,
tomar una decision.
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La hormona antimiilleriana (AMH), amplia-
mente utilizada como biomarcador subrogante
para estimar la reserva ovarica, es producida esen-
cialmente por los foliculos ovaricos primarios y
los foliculos antrales pequefios', pero no por los
foliculos primordiales. Por su parte, la reserva foli-
cular ovarica incluye todos los foliculos, compren-
diendo especificamente los foliculos primordiales.
Conocer la reserva ovarica total es decisivo para
la toma de conductas en el campo de la protec-
cion de la fertilidad, ya que desempena un papel
cuando debe resolverse a favor o en contra de la
criopreservacion del tejido ovarico? y en el calculo
de la cantidad de tejido ovarico por trasplantar?.
Sin embargo, se desconoce la fiabilidad de AMH
para predecir el nimero total de foliculos y la den-
sidad folicular (DF), ya que solo debe aconsejarse
la criopreservacion si la reserva ovarica es alta vy,
por otra parte, la cantidad de tejido por trasplantar
debe basarse en la estimacién de la DF real.

Por ello, si bien hay estudios previos que ana-
lizan la correlacion entre la cantidad de foliculos
primordiales y los niveles de AMH circulante®,
en este trabajo Liebenthron et al.® investigaron
como cambian las concentraciones séricas de
AMH vy la DF con la edad y la enfermedad y cua-
les son sus implicaciones para la preservacién
de la fertilidad. Para ello, disefiaron un estudio a
gran escala en un centro de reproduccion asistida
en Diusseldorf, Alemania, en el cual determinaron
la DF y la AMH sérica en 830 pacientes desde
la infancia hasta el final de la fase reproductiva,
antes de recibir terapia gonadotdxica contra dife-
rentes enfermedades benignas y malignas.

Se recolect6 tejido ovarico de los centros de la
red FertiPROTEKT, una red alemana, austriaca y
suiza dedicada a la preservacion de la fertilidad
(www.fertiprotekt.com), el cual se transporté a
un banco de tejido ovarico de Alemania, entre
marzo de 2011 y septiembre de 2016. El proto-
colo de transporte habia sido previamente vali-
dado?, lo que representa una de las fortalezas de
este estudio. El tejido ovirico llegé al banco en
un maximo de 22 horas desde su extraccion y fue
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inmediatamente procesado. El analisis de la DF se
basé en un analisis de la concentracion de folicu-
los primordiales y primarios viables en biopsias
de tamano estandarizado. El procedimiento esta
descripto con detalle suficiente. Las biopsias de
tejido ovarico fueron sometidas a digestion en-
zimatica en un medio de cultivo estandarizado e
incubadas con calceina acetoximetilada. Los ovo-
citos de los foliculos viables (que incorporan la
calceina acetoximetilada y la transforman en cal-
ceina o fluorexona, que es fluorescente) fueron
visualizados en el fondo de la placa de cultivo
usando un microscopio de fluorescencia inverti-
do. Los autores realizaron un conteo simple de
los foliculos primordiales (una capa aplanada de
células de la granulosa) y primarios (una capa
cuboidal de células de la granulosa) por volumen
estandarizado de biopsia y consignaron la DF
como la cantidad total de foliculos por biopsia.
El trabajo reporta solo el coeficiente de variacion
de la DF, pero no presenta ninguna validacién del
método que dé informacién sobre su exactitud.
Al ser la DF uno de los puntos finales primarios,
la falta de una validacién previa representa una
limitacién mayor para la interpretacion de la im-
portancia de los resultados del trabajo.

Juntamente con el tejido, se tomé una muestra
de sangre para determinaciones hormonales, que
fue transportada en condiciones de temperatura
controladas (2-8°C) e inmediatamente procesada
para su almacenado en alicuotas de 0,5 ml a —80°C
hasta su utilizaciéon para medir la concentracion
de AMH mediante un ELISA manual (AMH Gen II,
Beckman Coulter). Los autores informan coeficien-
tes de variacion intraensayo e interensayo inferio-
res a 5,4% y 5,6%, respectivamente, y un limite
de cuantificacion de AMH de 0,16 ng/ml, pero no
informan si los calculos provienen del laboratorio
o son los ofrecidos por el fabricante. Dado que la
concentracion sérica de AMH es uno de los puntos
finales primarios del estudio, esta es una limita-
cion metodoloégica de cierta relevancia, si bien no
de la magnitud de la falta de validacion de la me-
todologia aplicada para estimar la DF.

En este estudio se analizaron las muestras de
830 pacientes, de entre 4 y 43 afios (media + DE:
28,2 + 6,81 afios), con los siguientes diagnOsti-
cos: 469 con cancer de mama, 165 con linfoma
de Hodgkin, 40 con linfoma no Hodgkin, 16 con
leucemia, 43 con sarcoma, 17 con cancer cere-
bral, 23 con cancer gastrointestinal, 21 con can-
cer ginecologico, 12 con otros tipos de neoplasias

malignas y 24 con enfermedades benignas, prin-
cipalmente hemoglobinopatias (18 de las 24). Las
concentraciones de AMH (media + DE) fueron mas
altas en los grupos de edad de 6-10 anos (5,7 *
6,78 ng/ml), 21-25 afios (3,4 * 2,90 ng/ml) y 26-30
afios (3,3 + 2,88 ng/ml). La DF fue mas alta en el
grupo de edad de 6-10 afos (media 678 + 646,4
por biopsia; notese que hay un error en la Tabla 2,
11-15 arios debe decir 278,38 en lugar de 2783,8;
erratum publicado en Hum Reprod 2020 Mar 28.
pii: deaa058. doi: 10.1093/bumrep/deaa058). La
correlacion entre AMH y DF fue débil, pero esta-
disticamente significativa en mujeres de 21-35 afios
(r=0,24 a 0,269) y mds fuerte en mujeres de 36-40
afios (r = 0,394), pero no hubo correlacién en mu-
jeres < 20 afios (r = —0,038).

Las concentraciones de AMH y DF pretrata-
miento se ajustaron por edad y se analizaron
en diferentes enfermedades:
de AMH mas alta se observé en pacientes con
cancer gastrointestinal (4,09 + 0,58 ng/ml) y la
mds baja, en pacientes con leucemia (1,79 * 0,69
ng/ml). La DF mas alta se vio en pacientes con
cancer cerebral (192,67 + 36,77 por biopsia) y la
mas baja, en pacientes con linfoma de Hodgkin
(91,67 + 23,80 por biopsia). Ademads, se observo
un comportamiento diferente entre la AMH vy la
DF en las distintas enfermedades. Por ejemplo, la
DF en el grupo de cancer de mama fue de 135,76
+ 7,88 por biopsia y en el grupo de linfoma de
Hodgkin, de 134,79 + 13,04 —es decir, casi igual-,
mientras que la concentracion de AMH en el gru-
po de ciancer de mama fue de 3,49 + 0,15 ng/ml
y en el grupo de linfoma de Hodgkin, de 2,09 +
0,24 ng/ml; es decir, significativamente mas baja.

Se realizaron ademas correlaciones por diag-
néstico entre la DF y la AMH ajustadas por edad.
Aunque hubo una correlacién general (r = 0,255;
P < 0,05), se registraron diferencias notables en
grupos de diagnoéstico individuales. Se encontra-
ron correlaciones significativas (p < 0,05) en los
grupos de cancer de mama, leucemia, sarcoma,
cancer gastrointestinal y cancer ginecolégico,
pero no en los grupos de linfoma de Hodgkin y
no Hodgkin, cancer cerebral, otros tipos de neo-
plasias y enfermedades benignas.

Los autores concluyen que la concentracion
sérica de AMH no se correlacion6 con la DF en
mujeres < 20 afos, aunque si lo hizo hasta cierto
punto en mujeres > 20 afios. La pobre correlacion
entre los dos parametros también fue evidente en
enfermedades individuales como los linfomas de

la concentracién
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Hodgkin y no Hodgkin, leucemia y varias enfer-
medades benignas. Dado que los resultados mos-
traron que las concentraciones de AMH, pero no
la DF, tienden a reducirse a temprana edad, los
autores sostienen que la determinacion de AMH
tiene un valor limitado para estimar la DF hasta la
edad de 20 afios. En mujeres > 20 anos, la AMH
se correlaciona con la DF, pero pobremente, por
lo cual sostienen que la precision prondstica de la
AMH sérica para estimar la DF y la reserva ovarica
total es limitada, lo que tiene implicaciones en la
preservacion de la fertilidad por tres motivos. Pri-
mero, estimar la DF y la reserva ovarica total de la
paciente al analizar la AMH sérica podria conducir
a interpretaciones erroneas en algunas enfermeda-
des. En segundo lugar, la decisién de criopreservar
o no el tejido ovarico, basada solo en la concen-
tracion de AMH, debe tomarse con cuidado. En
tercer lugar, y lo mas importante, la cantidad de
tejido ovarico por trasplantar debe basarse en la
DF individual calculada a partir de varias biopsias
corticales pequeifias estandarizadas en el momento
de preparacion para la criopreservacion.
Lamentablemente, este trabajo tiene deficien-
cias mayores en las metodologias utilizadas para
medir las dos variables de resultado primarias.
La mayor debilidad del trabajo, reconocida por
los autores en la discusion, es que la estimacion
de la DF como reflejo de la reserva folicular total
utilizada en este trabajo no ha sido debidamen-
te validada. Los autores deberian haber realizado
previamente un estudio de validacion de la DF con
la metodologia descripta en este trabajo, con todos
sus pasos, siguiendo una metodologia estandar,
por ejemplo, la establecida por la guia STARD’. Al
no haber cumplido este requisito fundamental, es
imposible saber si los valores de DF hallados por
los autores reflejan realmente la reserva folicular
ovarica existente en las pacientes antes del trata-

miento gonadotéxico. La deficiencia metodologica
en la medicion de AMH -o sea la falta de valida-
cion del ensayo ELISA en el laboratorio donde se
hizo el estudio- es de menor relevancia, pero no
debe ser ignorada. En resumen, el trabajo prueba
una discordancia entre los niveles de AMH vy el
recuento de foliculos (aca llamado DF) realizado
mediante una técnica no validada. Cual de las dos
variables —~AMH o DF- refleja mejor la verdadera
reserva folicular ovarica, en mujeres con diferentes
enfermedades benignas y malignas antes de ser
sometidas al tratamiento gonadotéxico, queda atn
por develar.
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El conocimiento con relacién al impacto de
la covid-19 en las embarazadas y en los recién
nacidos es adn limitado. Sin embargo, podemos
resumir la evidencia cientifica disponible hasta la
fecha en los siguientes items:

1. Aunque hay datos escasos sobre el impacto
de la covid-19 durante el embarazo, los riesgos de
enfermedad grave en la embarazada parecen ser
similares a los de la poblacién no gestante.

2. Los estudios hasta la fecha sobre embara-
zadas afectadas con covid-19 no han demostrado
transmision vertical del SARS-CoV-2 por la pla-
centa, transmision por las secreciones vaginales
ni transmision por la leche materna.

3. Tampoco se ha demostrado que exista una
marcada relacion entre la covid-19 materna y el
parto prematuro.

4. Los estudios realizados sobre recién naci-
dos (RN) con covid-19 informan enfermedad leve
en todos ellos.

5. El modo de parto no tiene influencia sobre
el riesgo vinculado a la covid-19 para la madre o
el RN'2,

Las pacientes obstétricas presentan multiples
interacciones con el sistema de salud y la mayo-
ria de ellas en algiin momento ingresaran en el
hospital para el nacimiento de su hijo. Al analizar
esta evidencia, surge la incertidumbre de por qué
deberiamos hacer el cribado (screening) univer-
sal y no solo a las embarazadas sintomadticas, en
el momento del ingreso en la institucién. A partir
del informe de la asistencia de embarazadas asin-
tomaticas con desarrollo de covid-19%, en plena
pandemia en la ciudad de Nueva York, dos cen-
tros asistenciales (el Hospital Presbyterian Allen

de Nueva York y el Centro Médico Irving de la
Universidad de Columbia) decidieron implemen-
tar el uso universal de la prueba de PCR con el
hisopado nasofaringeo para detectar infeccién
por SARS-CoV-2 en todas las pacientes que in-
gresaban en el momento del parto. Entre el 22
de marzo y el 4 de abril de 2020, asistieron a 215
embarazadas. Todas ellas fueron examinadas al
ingresar por sintomas de covid-19 e hisopadas
posteriormente.

Resultados:

* Cuatro (1,9%) tenian fiebre u otros sintomas
de covid-19 al ingresar y dieron positivo para
SARS-CoV-2.

* Doscientos once mujeres sin sintomas, 210
fueron hisopadas. De las 210, 29 (13,8%) fueron
positivas para SARS-CoV-2.

* Resumen: de las 33 pacientes positivas para
SARS-CoV-2, 29 (87,9%) fueron asintomaticas en
el momento del ingreso. Antes del alta 3 presen-
taron fiebre: 2 de ellas supuestas endometritis y
la restante, sintomas respiratorios de covid-19.

Como conclusion, segun el informe en ese
momento de la pandemia en la ciudad de Nue-
va York, una de cada 8 pacientes asintomaticas
que ingresaron en el momento del nacimiento
dieron positivo para el SARS-CoV-2. Por ende, la
mayoria de las pacientes embarazadas covid-19
positivas en el momento de la atenciéon fueron
asintomaticas.

Si bien los nimeros pueden variar segun la
fase epidemiologica de la pandemia, la cantidad
y calidad de los hisopados realizados, el tipo y la
eficacia de las pruebas utilizadas (se debe tener
en cuenta que las pruebas rapidas presentan tasas
de falsos negativos hasta del 20%), este informe
plantea un conflicto en la practica asistencial: en
el momento de la atencion de las pacientes obs-
tétricas existe un ndimero importante de emba-
razadas covid-19 positivas asintomaticas. Cuando
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buscamos en la literatura cientifica informacion,
este es el trabajo con mayor nimero de embara-
zadas asintomaticas estudiadas. La mayoria de las
publicaciones son de pacientes sintomaticas.

El enfoque del cribado universal nos permite
brindar a la madre y al recién nacido la atencion
médica correspondiente basada en la mejor evi-
dencia cientifica disponible hasta la fecha, pero
el mayor potencial se centra en los equipos de
salud. Conocer la positividad de una paciente nos
permite romper la cadena de transmision y circu-
lacion del virus. Es este el concepto mas fuerte
para proteger y cuidar al personal de salud. Di-
ferentes estadisticas nos hablan de infeccién en
el personal de salud que varia entre 15% y 30%*.
Ante un caso positivo se deben activar todos los
protocolos vigentes de cada lugar, garantizando
el uso adecuado de los equipos de proteccién
personal y el correcto aislamiento. El objetivo es
lograr la maxima seguridad y proteccion, y redu-
cir al minimo los riesgos a la hora de la atencién
médica vy, por ende, la infeccién del personal®.
Asimismo, permite administrar los recursos, pre-
servando los suministros de equipos de protec-
cion personal, hoy tan preciados.

En la practica cotidiana diaria, en los paises
con alta prevalencia de infeccién (Estados Unidos,
Espaiia, entre otros), el cribado universal comien-
za a tomar relevancia, ademas de ser utilizado
con fines estadisticos. Es recomendado por dife-
rentes guias como la del FIMMF® y la del ACOG,’
que plantea: “Debido al potencial de pacientes
asintomaticas que se presentan a las unidades
de trabajo de parto y parto, particularmente en
areas de alta prevalencia, pueden ser apropiadas
estrategias de prueba adicionales”. Diferentes
instituciones privadas en nuestro pais ya se en-

cuentran realizando hisopados (técnica de PCR)
a las embarazadas con cesareas programadas o
inducciones al parto dias antes de la internacion.
Sin embargo, estos protocolos se sustentan mas
en recomendaciones y opiniones de expertos, ba-
sados en la seguridad para el personal de salud
y la experiencia, que en la bibliografia publica-
da. Parte de los protocolos instaurados surgen de
la necesidad de implementar nuevas estrategias
ante el avance de la pandemia en las distintas
areas geograficas. Su implementacion dependera
de la fase epidemiolégica de la pandemia y de los
recursos con los que cuenta el sistema de salud.
Se requieren estudios de investigacion de mejor
calidad cientifica, que brinden la evidencia clini-
ca necesaria para poder establecer los protocolos
adecuados a cada sistema de salud.
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Comentario sobre el Primer Congreso Argentino

de Embriologia Clinica

Commentary on the First Argentine Congress

of Clinical Embryology

Dr. Ignacio A. Moreno

Bidlogo, Presidente de la Sociedad Argentina de Embriologia Clinica (SAEC)
Especialista en Embriologia Clinica por lo Sociedad Argentina de Medicina Reproductiva [SAMeR)
Sociedad Argentina de Embriologia Clinica. Nacimiento y primeros pasos

Robert Edwards y Patrick Steptoe son recono-
cidos como los grandes protagonistas de la medi-
cina reproductiva moderna. Han sido inspiracién
para muchos, pero también fueron foco de criti-
cas y prejuicios de colegas conservadores de la
época. Ambos mostraron, quiza sin quererlo, que
el nacimiento de un bebé in vitro es el fruto del
esfuerzo y del trabajo en equipo. Médicos y em-
bri6logos, enlazados en un objetivo comun, son
capaces de hacer historia.

La Embriologia Clinica nace como un apén-
dice de la Medicina Reproductiva. Contintia
creciendo hasta convertirse en un area de fun-
damental importancia para la reproduccion
humanamente asistida. La Sociedad Argentina
de Medicina Reproductiva (SAMeR) ha cobija-
do histéricamente a los embridlogos clinicos
e incentivado su formacién continua. Las acti-
vidades cientifico-académicas organizadas por
SAMeR y sociedades afines, como la Sociedad
Argentina de Endocrinologia Ginecolégica y
Reproductiva (SAEGRE), fueron desde hace
tiempo el espacio donde los embridlogos ar-
gentinos podian comunicar sus avances a la
comunidad cientifica. Viendo la necesidad de
agruparse por intereses comunes, en 2001 se
dio el primer intento de formacién de una So-
ciedad de Embridlogos. Este hecho sentaria las
bases para que en 2015, en plena evolucion de
la embriologia clinica a nivel mundial, se creara
la Sociedad Argentina de Embriologia Clinica
(SAEQ).

SAEC es una de las anicas dos sociedades de
embridlogos clinicos de Latinoamérica. Agrupa
a mas del 90% de los embriélogos argentinos e
incluye los de otros paises como Paraguay, Uru-
guay y Bolivia. Se han organizado cursos de for-
macién continua, tedricos y Hands on para los
distintos niveles de formacion del embridlogo y
se esta trabajando en conjunto con la Sociedad

de Embriologos de Brasil (Pronucleo), ALMER,
Red LARA y SAMeR, para llevar a lo mas alto el
nivel de la embriologia clinica en la region.

Los frutos alcanzados en poco tiempo fueron
un estimulo para seguir avanzando. El apoyo re-
cibido por parte de esas sociedades, junto con
proveedores y compaiias farmacéuticas, se tra-
dujo en fuerza y coraje para demostrar que SAEC
nacio, crecié y se afianzé.

Los dias 5 y 6 de septiembre de 2019, en el
Hotel Novotel de la Ciudad de Buenos Aires, se
llevé a cabo el Primer Congreso Argentino de
Embriologia Clinica.

El evento reuni6é a 320 inscriptos, con un 80%
de asistencia. Un verdadero éxito. Se dieron cita re-
conocidos invitados nacionales e internacionales,
entre ellos la gran Kay Elder, quien fuere discipula
de Robert Edwards en la Clinica de Fertilidad de
Bourn Hall, en Cambridge, Reino Unido. La Dra.
Elder dej6 a todo el publico paralizado con dos
alucinantes charlas sobre el detras de la escena
de la vida de Edwards y Steptoe y lo que signific
lograr el nacimiento de Louise Brown.

Se articularon en perfecta simbiosis diferentes
tematicas de medicina reproductiva, embriolo-
gia clinica y ciencia basica. Trasplante de utero,
desarrollo embrionario temprano, transferencia
nuclear y de huso meiético, control de calidad,
edicion genética, PGT, innovaciones tecnoldgicas
en ART, estimulacién ovirica, primeros pasos de
la fertilizacion in vitro, marco legal del profesio-
nal embridlogo clinico, son algunas de las tema-
ticas destacadas.

SAEC dio comienzo a su capitulo en la historia.
Una historia donde la medicina y la embriologia
van de la mano. Una no puede prescindir de la
otra; una no puede ser mas que la otra. Cuando
las decisiones son tomadas en conjunto, cuando
se respetan ambas areas, se asegura el éxito de
cualquier clinica de reproduccién asistida.
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La actividad fisica y el sedentarismo en relacion con la calidad
seminal en hombres saludables seleccionados como posibles

donantes de semen

Physical activity and sedentary time in relation to semen
quality in healthy men screened as potential sperm donors

Bin Sun, Carmen Messerlian, Zhong-Han Sun, Peng Duan, Heng-Gui Chen, YingJun Chen, Peng Wang,
Lliang Wang, Tian-Qing Meng, Qi Wang, Mariel Arvizu, Jorge E. Chavarro, YiXin Wang, Cheng-liang

Xiong, An Pan

Hum Reprod 2019 Dec 1;34(12):2330-2339. doi: 10.1093/humrep/dez226.

Resumen

Pregunta de estudio: La actividad fisica o el
sedentarismo ¢estan asociados a la calidad de los
parametros seminales?

Respuesta resumida: En hombres sanos se-
leccionados como posibles donantes de semen,
se ha asociado una mayor movilidad espermatica
progresiva como total en aquellos que informa-
ron mayor actividad fisica.

Conocimiento previo: Pese al supuesto efecto
beneficioso de la actividad fisica moderada sobre
la calidad del semen, los resultados de los estu-
dios epidemiolégicos no han sido concluyentes.
Los estudios previos se realizaron principalmente
en atletas o en parejas masculinas que buscaban
tratamientos contra la infertilidad.

Disefo, tamaiio y duracion del estudio: En-
tre abril de 2017 y julio de 2018 se reclutaron
hombres sanos, seleccionados como posibles
donantes de semen, en el Banco de Semen de
China, en la provincia de Hubei; 746 hombres
completaron el largo cuestionario internacional
de actividad fisica (IPAQ) y proporcionaron repe-
tidas muestras de semen (2 = 5252) durante un
periodo aproximado de 6 meses.

Participantes, materiales, ajustes y méto-
dos: Los equivalentes metabodlicos totales (MET),
los MET moderados a intensos y el tiempo seden-
tario se resumieron del IPAQ. La concentracion
espermatica, la cantidad total de espermatozoi-

des, la movilidad progresiva y la movilidad to-
tal en muestras repetidas fueron determinadas
por técnicos clinicos capacitados. Se aplicaron
modelos de efectos mixtos para investigar las re-
laciones entre la actividad fisica y el tiempo se-
dentario junto con mediciones repetidas de los
parametros de calidad seminal.

Resultados principales y rol de la oportuni-
dad: Después de ajustar por los multiples facto-
res de confusion, MET totales y MET moderados
a intensos, ambos se asociaron con la movilidad
espermatica progresiva y total en forma positi-
va. Comparados con los hombres en los cuartiles
mas bajos, aquellos en los cuartiles mas altos de
los MET totales y de los moderados a intensos
presentaron un incremento en la movilidad pro-
gresiva de 16,1% (IC 95%: 6,4 a 26,8%) y 17,3%
(IC 95%: 7,5 a 27,9%), respectivamente, y un in-
cremento de la movilidad total de 15,2% (IC 95%:
6,2 a 24,9%) y 16,4% (IC 95%: 7,4 a 26,1%), en ese
orden. FEl sedentarismo no estuvo asociado con
los parametros de calidad seminal.

Limitaciones y razones de precaucion: El
IPAQ fue informado solo una vez por los par-
ticipantes del estudio; los errores de medicion
fueron inevitables y pueden haber sesgado los
resultados. Ademas, aunque se ajustaron para
varios potenciales factores de confusion, aque-
llos no cuantificados no pueden descartarse por
completo.
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Impacto de la disrupcion del ritmo circadiano en la funcién

reproductiva de ratones hembra

Impact of circadian disruption on female mice reproductive

function

Thibault Bahougne, Mathilda Kretz, Eleni Angelopoulou, Nathalie Jeandidier, Valérie Simonneaux

Endocrinology 2020;161(4). doi: 10.1210/endocr/bgaa028.

Resumen

En las hembras de mamiferos, los ciclos re-
productivos dependen tanto de la sincroniza-
cion del reloj biolégico al ciclo de luz/oscuridad
como del balance entre la retroalimentacion ne-
gativa y positiva del estradiol, cuya concentra-
cion varia durante la maduracion del ovocito. En
las mujeres, se ha observado que en ambientes
donde se produce una disrupcion del reloj bio-
légico, por ejemplo, en trabajos con turnos rota-
tivos, puede verse afectada la fertilidad y el éxito
de los embarazos. El objetivo de este trabajo fue
explorar los efectos del cambio en los ciclos de
luz/oscuridad sobre la robustez de los ciclos es-
trales y sobre el pico preovulatorio de la hormo-
na luteinizante (LH) en ratones hembra. Cuando
los ratones fueron expuestos a un Gnico cambio
de adelantamiento o retraso de 10 horas en el
encendido de la luz, el pico de LH y los ciclos
estrales se recuperaron luego del tercer ciclo

estral. Por el contrario, cuando fueron expues-
tos a cambios cronicos (rotaciones sucesivas de
adelantamiento de 10 horas en el encendido
de la luz por 3 dias, seguidas de retraso en 10
horas por 4 dias), se afectaba en forma severa
la actividad reproductiva. La mayoria de los ra-
tones no mostraban pico de LH incluso al prin-
cipio de los cambios crénicos. Atin mas, el éxito
gestacional de los ratones expuestos a cambios
cronicos se encontré disminuido, dado que el
numero de crias fue dos veces menor en el
grupo de cambios crénicos respecto del grupo
de control. En conclusion, este estudio infor-
ma que la exposicion de ratones hembra a una
unica fase de cambio en el ciclo luz/oscuridad
tiene efectos reproductivos menores, mientras
que la exposicion créonica a cambios en este ci-
clo afecta en forma severa el pico de LH, lo que
lleva a una disminucién de la fertilidad.
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