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1. Introduccion

Avances en el laboratorio y técnicas de
reproduccion asistida

El laboratorio de reproduccién asistida ha tenido muchos cambios des-
de que se inici6 la fertilizacién in vitro (FIV), incluidas las mejoras en el
control de la calidad y de los sistemas de cultivo de embriones. Antes
de 1985, no habia procedimientos “complementarios”, donaciéon de
ovulos, extracciones quirurgicas de esperma, criopreservacion o micro-
manipulacién, y la supervisién gubernamental era nula y exigia pocos
requisitos de licencia.

Ademas, la formacion académica en esta area no existia, por lo que las
habilidades se adquirieron a través de aprendizajes en la practica. Los
procedimientos en el laboratorio fueron realizados por investigadores
expertos en embriologia experimental y ciencia veterinaria, quienes es-
tablecieron reglas y principios que evolucionaron hasta convertirse en
directrices internacionales y procedimientos operativos estandar.

Hoy en dia, la reproduccién asistida esta bien establecida y el camino
parece seguir la Ley de Moore, con aumentos lineales en las tasas de
implantacion apenas por debajo del 1% anual, corregido por la edad
materna. Esta progresién lineal ha sido relativamente constante desde
los primeros dias y puede predecir que, en el futuro cercano, no haya
necesidad de multiples intentos de embarazo.

Antes de que se aceptara la FIV como tratamiento estandar para la in-
fertilidad, se utilizaban laboratorios improvisados, hasta que, en 1980,
los pioneros de la FIV -encabezados por el Dr. Robert G. Edwards- cons-

truyeron un laboratorio exclusivo para FIV en

el Reino Unido. También se abrieron otras \
clinicas, en el Royal Women'’s Hospital, en la Al parecer, la FIV se
Universidad de Monash de Australiay en la = convertira en una forma
Escuela de Medicina de Eastern Virginia en obvia de reproduccion
Norfolk, Virginia (EE.UU.). segura, el medio para

evitar mutaciones
deletéreas heredables o
nuevas, y para permitir
que los futuros padres
construyan sus familias
con prevision.

Otros paises, como India, Austria, Francia,
Holanda, Suecia y Espafia, siguieron rapida-
mente y establecieron sus propias clinicas.
En 1985, estaba surgiendo una nueva dis-
ciplina, un campo que se denominé por
primera vez tecnologia de reproduccién
asistida (TRA). -
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Equipos e instrumentacion de laboratorio:
desde campanas hasta incubadoras time-lapse

La FIV y sus tecnologias asociadas se han basado en los esfuerzos de
varios personajes clave. Por ejemplo, en 1850, John Lawrence Smith
disefi6 el microscopio invertido, y en 1912, Robert Chambers creé el
primer micromanipulador para microcirugia celular. Fue en Egipto
donde se utilizaron las primeras incubadoras para incubar huevos de
gallina, y no fue sino hasta el siglo XIX, que se cambiaron por canta-
ros calientes. Las incubadoras con camisa caliente se desarrollaron
en la década de 1970. Las incubadoras han seguido evolucionando
y los embriélogos actualmente no solo cultivan embriones durante
periodos mas largos, sino que también pueden observar el desarrollo,
fotograma a fotograma, gracias a la incorporacion de microscopia en
los sistemas de incubacion.

La instrumentacién especifica para FIV comenz6 a introducirse a fines
de la década de 1980, y los laboratorios pioneros se basaron en equipos
y materiales que fueron disefiados para el cultivo de tejidos de células
somaticas y no para el cultivo de gametos y embriones humanos (o ma-
miferos). La observacién cercana de embriones a través de microscopia
ha contribuido a comprender la morfologia y el momento de los even-
tos de desarrollo, y ha permitido, aunque con limitaciones, seleccionar/
deseleccionar embriones para su transferencia y criopreservacion.

Los kits de recoleccién de 6vulos y los catéteres de transferencia
embrionaria (TE), asi como la bomba que permitia la aspiracion sua-
ve de liquido folicular (FF) de los foliculos ovaricos, fueron algunos
de los primeros instrumentos/dispositivos especificos de FIV que se
desarrollaron.

El primer grupo internacional de médicos y biélogos de FIV compuesto
por 26 asistentes, se reunié en Bourn Hall en 1981, y discuti6 la tecno-
logia emergente de la FIV.

Medios de cultivo y sistemas de cultivo:
desde soluciones salinas simples hasta medios de
cultivo optimizados complejos

Hace casi 150 afios, Ludwig y Ringer desarrollaron los primeros medios
de cultivo de tejidos que consistian en soluciones salinas simples basa-
das en las propiedades del suero/plasma sanguineo.

El conocimiento de la bioquimica de los mamiferos permitié que estas
soluciones fueran modificadas y que los medios de cultivo fueran mas
complejos, imitando el entorno del aparato reproductor femenino. Lue-
go, el profesor John Biggers, de la Universidad de Harvard, optimiz6 el
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medio para el crecimiento in vitro, mediante la evaluacién por separa-
do de cada ingrediente por el proceso de “optimizacién simplex”. Las
variaciones en los medios de segunda generacién, denominados me-
dios secuenciales optimizados, y los de tercera generacién, todavia se
utilizan en la actualidad y parecen igualmente eficaces para apoyar el
desarrollo de embriones humanos durante 6 o 7 dias de cultivo in vitro.
Hoy en dia, los medios estan estrictamente regulados por las agencias
gubernamentales, lo que ha contribuido a mejorar los resultados clini-
cos y de laboratorio.

Los sistemas de cultivo también han evolucionado. En 1963, Ralph
Brinster introdujo el cultivo de huevos y embriones en pequefias gotas
de medio de cultivo bajo una capa de aceite de parafina. Con algunas
modificaciones, este método de “microgotas” se ha convertido en el sis-
tema mas utilizado y exitoso para el cultivo de embriones de mamiferos
in vitro. Este sistema ha proporcionado un entorno mejor y mas estable,
asi como ventajas significativas para el crecimiento embrionario, que
faltaban en los sistemas de cultivo abiertos del pasado. Esto, a su vez,
ha llevado a una mayor eficiencia y eficacia del cultivo de embriones.

Dotacion de personal del laboratorio de FIV:
de embridlogos experimentales a clinicos

La embriologia clinica evolucioné en un contexto de 150 afios de his-
toria en embriologia experimental, criobiologia y otros campos rela-
cionados. En el Bourn Hall Clinic, durante la década de los ochenta, los
embridlogos clinicos eran los encargados de manejar los gametos (in-
cluida la preparacién del esperma) y los embriones. También participa-
ban en la optimizacién de los protocolos de reclutamiento folicular y el
momento de la extraccién de évulos.

En la actualidad, los aspirantes a embri6-
logos pueden capacitarse en tecnologias y
técnicas especificas. La dotacién de personal
adecuada, en si misma, es un factor impor-
tante para mejorar la seguridad y obtener
mejores resultados. Hoy, en varios paises
son los responsables de los certificados y la
habilitacién de laboratorios para FIV.

Profesionales mas
capacitados mejoran
la sequridad y los
resultados de
los procedimientos.

Los horizontes en expansion de la FIV

Los avances de la FIV son en todo sentido y van desde la diseccion par-
cial de la zona y la insercién subzonal de espermatozoides hasta la in-
yeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICS], intracytoplasmic
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sperm injection); desde la congelacién lenta hasta la vitrificacion; desde
la morfologia hasta la morfocinética y la genética.

Entre las tecnologias mas importantes que se han ido incorporando se
encuentran la criopreservacién de ovocitos y embriones, la fertiliza-
cién asistida para el tratamiento de la infertilidad por factor masculi-
no, el diagnostico genético de embriones antes de la transferencia y
el desarrollo de nuevas metodologias y plataformas de seleccién de
embriones, incluida la morfocinética de embriones utilizando micros-
copia time-lapse.

Criopreservacion. Los primeros en congelar espermatozoides de ma-
miferos fueron Chris Polge y col. en 1949. Unos afios mas tarde, en
EE.UU., Raymond Bunge y Jerome Sherman congelaron espermatozoi-
des humanos. En 1971, David Whittingham, Stanley Leibo y Peter Mazur
cambiaron el campo de la embriologia congelando embriones de ratén
en etapa de escision. A principios de los ochenta, el embrién humano
se criopreservo en todas las etapas embrionarias, desde el cigoto hasta
el blastocisto eclosionado, con adaptaciones menores, pero las tasas
de supervivencia se mantuvieron por debajo del 80% durante muchos
afios. Durante los Ultimos 10 afios ha habido una mejora espectacular
en la criopreservacion de ovocitos y embriones con la introduccién y la
aplicacién de la vitrificacién. Hoy en dia se logran tasas de superviven-
cia de casi el 100%; los enfoques de tratamiento que implican la criopre-
servacién de todos los embriones y ovocitos se han vuelto mas viables,
lo que revela las ventajas clinicas de la transferencia retardada en ciclos
naturales en lugar de estimulados.

Fertilizacion asistida. En 1886, por primera vez se utilizd la microma-
nipulacion a través de la zona de perforacién para ayudar a la fertili-
zacion de ratones. En 1988, los bebés nacieron de parejas con infer-
tilidad por factor masculino después de utilizar el micromanipulador
como herramienta quirdrgica. Ese mismo afio, equipos de Singapury
Roma informaron sobre la inyeccion de espermatozoides en el espa-
cio perivitelino.

Las tasas de fertilizaciéon fueron bajas debido a la ausencia de un blo-
queo rapido de la polispermia a nivel de la membrana. Sin embargo,
una vez que se logré la fertilizacién monospérmica, las tasas de im-
plantacion fueron tan altas, o mas altas, que después de la insemina-
cion estandar.

La fertilizacion asistida mejor6 drasticamente con la ICSI por parte
de un equipo en Bruselas (Bélgica). A diferencia de las herramientas
utilizadas anteriormente, la aguja delgada afilada y recta permitié la
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perforacién no traumatica de la membranay la colocacién de esperma-
tozoides en el citoplasma con precisién. Rapidamente se demostré que
las tasas de fertilizacion eran tan altas como las de la FIV convencional,
incluso en los casos mas graves de factor masculino.

En la actualidad, la ICSI se esta utilizando con una frecuencia cada vez
mayor, en algunos casos reemplazando por completo a la inseminacion
estandar. Aunque tiene éxito en términos de embarazo y tasas de naci-
dos vivos, la aplicacién indiscriminada de ICSI cuando no estd indicada
sigue siendo debatida.

Pruebas genéticas preimplantacionales. Richard Gardner, demostré
en 1968 que la biopsia de trofoectodermo y el sexado del embrién de
conejo eran compatibles con la obtenciéon de descendencia viva. Alan
Handyside y el equipo del Hospital Hammersmith de Londres, informa-
ron por primera vez en 1989 el diagndéstico genético exitoso de defec-
tos de un solo gen mediante biopsia de blastdbmeros o pruebas gené-
ticas de preimplantacion (PGT). El desarrollo de la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) por Gary Mullis en la década de los ochenta fue
muy importante para el éxito de la secuenciacion rapida de células indi-
viduales, un requisito previo para las PGT.

El descubrimiento de la alta incidencia de anomalias cromosémicas en
células embrionarias biopsiadas llevo a evaluar los embriones y a reali-
zar transferencia selectiva solo de embriones euploides, una variacién
de la PGT conocida como PGT para aneuploidia (PGT-A). La eficacia de la
PGT-A ha sido objeto de debate durante mas de 20 afios. La biopsia de
embriones ha demostrado que la manipulaciéon de embriones a nivel
celular no siempre esta libre de dafios, y es muy necesaria la optimiza-
cién de las técnicas. ¢Quizas esto se pueda lograr utilizando un enfoque
no invasivo sin biopsia? También existen preocupaciones sobre la alta
frecuencia del mosaicismo, pero la PGT ha sido de gran beneficio para
las parejas en riesgo de transmitir enfermedades genéticas.

Tecnologias de seleccion de embriones. Uno de los desafios pendientes
en el laboratorio de TRA es el desarrollo de métodos de seleccion de
embriones eficaces (y asequibles), para facilitar la TE Unica de rutina en
todos los grupos de pacientes. En el ratén, las pequefias aberraciones
de la morfologia reducian significativamente la implantacion, pero en
el ser humano, la morfologia del embrién y la tasa de desarrollo solo
se correlacionaron de manera deficiente con el resultado. La busque-
da de caracteristicas que puedan predecir la implantaciéon ha puesto
a los investigadores a analizar varios de los aspectos del desarrollo
de gametos y embriones en cultivo, y ha llevado a la elaboracién de
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algoritmos complicados. Hasta ahora, no se ha identificado un solo
marcador morfolégico comun que pueda predecir con certeza el éxito
futuro de un embrién. La selecciéon de embriones confiables utilizando
un solo parametro o algoritmo aplicable a todos los pacientes sigue
siendo dificil de alcanzar.

Avances en genética

En la década de los cincuenta, los genes desempefiaban un papel fun-
damental en relativamente pocos trastornos médicos. Se conocian al-
gunos errores innatos del metabolismo, al igual que varios trastornos
monogénicos como la hemofilia A o la anemia de células falciformes. A
finales de los sesenta empezé el diagnostico genético prenatal después
de que se demostré que era posible cultivar células de liquido amnié-
tico (1966). Sin embargo, incluso en la década de 1970, la aplicacion
clinica no se utilizé ampliamente.

En 2018, celebramos el éxito paralelo tanto de la FIV como de la gené-
tica reproductiva. Esto es posible gracias a lideres en ambos campos
que dieron un paso adelante no solo para hacer avanzar la ciencia, sino
también para construir la infraestructura necesaria para la colabora-
ciény la supervision ética.

Genes reproductivos y trastornos de diferenciacion
sexual

No fue hasta 1956, gracias a Tjio y Levan, que se conoci6 que los seres
humanos tenian 46 cromosomas, gracias a que generaron un cariotipo
a partir de linfocitos. Poco después se reconocieron trisomias autoso-
micas (de 13, 18 y 21) y anomalias cromosdmicas sexuales. Los gineco-
logos se enteraron de que el sindrome de Turner se debia a la mono-
somia X. Se asumi6 que la insuficiencia ovarica equivalia a la presencia
de células de monosomia X (en algun lugar), incluso si los linfocitos no
eran mosaicos 46,XX.

Los genes mutantes no se consideraron causas importantes de enfer-
medad ovdrica hasta mucho mas tarde. Ahora se reconoce que las cau-
sas monogénicas son mucho mas comunes en adultos con insuficiencia
ovarica prematura que el mosaicismo 45,X/46,XX. El concepto de hete-
rogeneidad genética hoy en dia esta bien aceptado.

En la insuficiencia ovarica prematura (IOP) Aittomaki y de la Chapelle
aplicaron la nueva secuenciacién molecular para confirmar la etiologia
autosémica recesiva de la disgenesia gonadal XX. Tanto la genética re-
productiva como el TRA se beneficiaron de la aplicacién temprana de la
tecnologia citogenética.
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Actualmente, las PTG-A se aplican ampliamente para aumentar la pro-
babilidad de que una transferencia de embriones tenga éxito. Hace
afios, la tecnologia no podia basarse en el cariotipo de una sola célula,
pero después se hizo posible gracias a la hibridacién fluorescente in
situ (FISH) con sondas especificas de cromosomas. Inicialmente, solo se
podian evaluar de cinco a nueve cromosomas, pero en 2010 las nuevas
tecnologias genémicas -como la secuenciaciéon de préoxima generacion
(NGS, next generation sequencing)- permitieron evaluar los 24 cromoso-
mas. Dado esto, se ha demostrado que la biopsia de trofoectodermo y
la PGT-A benefician a las mujeres de 35 a 40 afios. Con el uso de PGT-A,
las tasas de embarazo aumentan en un 20% y las tasas de aborto es-
pontaneo disminuyen, y son iguales en mujeres de 35 a 40 afios que en
mujeres mas jévenes.

Secuencia del embrion antes de la transferencia

En los ultimos 40 afios, la secuenciacion de ADN ha presentado una
velocidad de avance mayor que la FIV. Inicialmente, una secuencia de
nucledtidos solo podia deducirse de forma retrospectiva sobre la base
de la secuencia de aminodacidos. El desarrollo de la tecnologia de PCR
permitié amplificar el ADN en cantidad suficiente para realizar la se-
cuenciacién. Ahora se pueden diferenciar las secuencias de ADN nor-
males de las mutantes sobre la base de la longitud de los fragmentos
de ADN fetal y, de esta forma, distinguir las secuencias normales de las
afectadas. El genoma humano secuenciado se logré en 2000 y nueva-
mente, de manera mas completa, en 2006.

Ante la pregunta, ;cual sera el resultado final de las pruebas genéti-
cas para la TRA? La respuesta es que las pruebas genéticas, como la
secuenciacién del exoma completo (WES, whole exome sequencing), se
volveran tan rutinarias como la PGT-A.

La secuenciacion PGT-A plus ya aumenta significativamente el nime-
ro de embriones que no deben transferirse. La transferencia por TRA
después de pruebas especificas o WES dard como resultado un 80% de
éxito.

¢Biopsia de embriones preconcepcion o
posconcepcion?

Verlinsky y Pergament, que colaboraron en el establecimiento de la
biopsia de vellosidades del corion para el diagnostico prenatal, fueron
los primeros en proponer el diagndstico genético preimplantacional
(DGP) mediante biopsia embrionaria en 1984. Verlinsky y colaborado-
res se convertirian mas tarde en los pioneros de la biopsia de cuerpo
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Figura 1. Una breve cronologia de las pruebas genéticas previas a la implantacion. Algunos de los principales avances en 1) genética y genémica unice-
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polar, eliminando, en un principio, solo el primer cuer-
po polar para pruebas genéticas, para diagnosticar si
el correspondiente ovocito fecundado habia heredado
la copia del gen materno normal o mutado (alelo). Una
ventaja de este enfoque previo a la concepcién era que
evitaba la manipulacién de embriones fertilizados, que
algunos consideraban poco ético, y evitaba posibles da-
fios al embrién. Sin embargo, las limitaciones, como la
recombinacién en la primera divisién meiética, que evi-
ta el diagnoéstico en un nimero importante de ovocitos,
fueron rapidamente identificadas. Posteriormente, los
mismos investigadores desarrollaron una estrategia
de biopsia del primer y segundo cuerpo polar y el se-
guimiento con una biopsia de blastdmero en etapa de
escisién para evitar las limitaciones e incluir la deteccion
del alelo paterno.

A finales de la década de 1980, los medios de cultivo de
FIV se basaban en los optimizados para lineas celulares
de mamiferos y se complementaban con suero materno
inactivado por calor. Esto apoyé el desarrollo a la etapa
de blastocisto. La biopsia en etapa de escision se con-
virtié en el método predominante para el DGP y siguio
siéndolo hasta que las clinicas comenzaron a cambiar
cada vez mas a la biopsia de blastocisto durante los Ulti-
mos 5 a 10 afios.

Actualmente, el cultivo de blastocistos es de rutina y
las tasas de embarazo por transferencia son mas altas
que con los embriones en etapa de escision. El método
original para biopsiar las células del trofoectodermo era
mediante extirpacién frotando una aguja contra la pipe-
ta de sujecion, lo que dafiaba las células en el proceso.
El desarrollo de laseres infrarrojos sin contacto, tanto
para la perforaciéon de zonas como para la biopsia, fue
un gran avance.

Evolucioén del cribado genético
preimplantacional

El cribado genético preimplantacional (PGS, preim-
plantation genetic screening) se aplicé clinicamente por
primera vez hace 25 afios, y se baso6 en la observacion
de que muchos embriones humanos, a diferencia de
la mayoria de otras especies, son cromosémicamente

lulares, 2) diagndstico genético preimplantacional (ahora pruebas genéticas preimplantacionales para enfermedades monogénicas [PGT-M]), 3) cribado

genético preimplantacional (ahora pruebas genéticas preimplantacionales para aneuploidia [PGT-A ]), y 4) diagndsticos de célula Unica disponibles co-
mercialmente (paneles de arriba a abajo) se enumeran desde mediados de la década de 1980 en adelante. Hubo tres hitos importantes en la genética

molecular humana durante este periodo: el desarrollo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar fragmentos cortos de ADN a me-

diados de la década de 1980; la secuenciacion de un primer borrador del genoma humano a principios de la década de 2000, y la primera secuenciacion
ple; SNP, polimorfismo de nucleétido Unico; NGS, secuenciacién de préxima generacién; PGS, cribado genético preimplantacional; PCRc, reaccién en cadena de la polimerasa

DGP, diagnéstico genético preimplantacional; WGA, amplificacion del genoma total; CGH, hibridizaciéon comparativa de genoma; MDA, amplificacién de desplazamiento multi-
cuantitativa.

del genoma completo en 2014.
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anormales. Los embriones con anomalias cromosémicas numéricas
en todas sus células (aneuploides, haploides o poliploides) rara vez se
implantan y, si lo hacen, se producen abortos. Por lo tanto, los cientifi-
cos plantearon la hipétesis de que la seleccién de embriones euploides
para la transferencia podria mejorar las tasas de implantacién y reducir
las tasas de aborto espontaneo, lo que mejora las tasas de embarazo
por transferencia.

La principal causa de disminucién del potencial embrionario con el
avance de la edad materna son las anomalias cromosémicas, y si se
producen y reemplazan a embriones euploides, el efecto de la edad
materna sobre la implantacién desaparece en su mayor parte.

¢:Como se desarrollé el PGS? La confluencia de técnicas de micromani-
pulacién creadas principalmente en el laboratorio de Cohen (es decir,
el uso de acido Tyrode para realizar la eclosién asistida y asi obtener
una mejor biopsia del dia 3), las sondas marcadas con fluorescencia de
Ulli Weier y el apoyo de Luca Gianaroli mediante la contribucién de ma-
terial, dio como resultado lo que ahora se conoce como PGS, es decir,
biopsia en etapa de escisi6n y pruebas FISH de embriones.

El criterio estandar actual para PGS es biopsia de blastocisto, vitrifica-
cién, analisis de la biopsia con el uso de NGS y transferencia en un ciclo
de descongelacion. Esto permite un tiempo suficiente para el analisis,
un mejor entorno endometrial para la implantacion y la centralizacion
de los servicios de laboratorio con una capacidad de secuenciacién
cada vez mayor, lo que genera precios mas bajos.

En los ultimos afios, el desarrollo de nuevas tecnologias basadas en
nucleasas especificas de secuencia ha mejorado la viabilidad de la cons-
truccién de vectores de donantes, la edicién del genoma con el uso de
oligonucledétidos, la edicién del genoma multiplexado, la eficiencia en
la seleccién de loci genémicos especificos, la edicion directa del geno-
ma de la electroporacién de embriones y, por sobre todo, ha permitido
evitar el mosaicismo en embriones humanos. Este avance tecnoldgico
hace que la posibilidad de editar la linea germinal humana sea mucho
mas factible que en el pasado.
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2. Estimulacion controlada de la
ovulaciéon y monitorizacion

El procedimiento original de FIV desarrollado por Steptoe y Edwards
se basé en la obtencion de ovocitos maduros durante ciclos naturales
para pacientes con defectos de las trompas de Falopio. La aplicacion
exitosa de FIV fue seguida por el uso de gonadotropinas para estimular
multiples foliculos preovulatorios y, de esta forma, tratar a pacientes
infértiles sin defectos tubaricos. A esto sigui6 el desarrollo de diversas
TRA. Actualmente, la vitrificacion y la donacion de ovocitos se han con-
vertido en técnicas aceptadas, y la congelacion de tejido ovarico sigue
ganando aceptacion.

¢La estimulacion ovdrica controlada produce ovocitos
suboptimos?

La respuesta es no. Aunque el reclutamiento de un gran ndmero de
foliculos preovulatorios después de la estimulacién ovarica controlada
(EOCQ) podria llevar a la recuperacién de ovocitos deficientes, hay varios
estudios que demuestran que, en pacientes jovenes, las tasas de emba-
razo por ciclo después de la EOC son mas altas que en los ciclos natura-
les, y las tasas acumuladas de nacidos vivos son comparables entre la
EOCYy los ciclos naturales.

En pacientes mayores, los foliculos que contienen ovocitos de alta ca-
lidad podrian secretar mas factores paracrinos, como el factor de di-
ferenciacion del crecimiento 9 (GDF9) y las proteinas morfogenéticas
6seas 15y 6 (BMP15, BMP6), y promover la foliculogénesis para el re-
clutamiento durante los ciclos naturales, mientras que la EOC podria
conducir a la recuperacién de ovocitos suboptimos. La EOC ha dado
lugar a tasas de implantacion mas bajas, en comparacion con el ciclo
natural en pacientes mayores (35 a 42 afios).

:Se puede optimizar la maduracion in vitro de los
ovocitos?

Si. La maduracion in vitro (MIV), una técnica para evitar la hiperestimu-
lacién ovarica, implica la aspiracién de ovocitos en etapa de vesicula
germinal de los foliculos antrales tempranos en ciclos no activados o
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minimamente estimulados, especialmente de pacientes con sindrome
de ovarios poliquisticos. Estos ovocitos, junto con células del cummulus,
reanudan espontaneamente la meiosis hasta la metafase II antes de la
fertilizacion.

Los estudios en animales han indicado que las células de la granulosa
en los foliculos antrales y preantrales secretan factor natriurético de
tipo C (CNP) para suprimir la degradacién de las vesiculas germinales
de los ovocitos. Los niveles de CNP disminuyen después de que las cé-
lulas de la granulosa se exponen al pico de hormona luteinizante (LH)
a mitad del ciclo, lo que lleva a la reanudacién de la meiosis y la ma-
duracién nuclear. Por tanto, el aislamiento de los complejos ovocito-
cummulus o de ovocitos erosionados de los foliculos antrales durante
la M1V, permite la degradacion espontanea de las vesiculas germinales.
La maduracion citoplasmatica de los ovocitos esenciales para el desa-
rrollo embrionario temprano es inadecuada para los ovocitos utilizados
en la MIV.

Los estudios en animales han indicado que el aumento de LH estimula
multiples factores paracrinos derivados de las células de la granulosa
(p. €j., factor neurotroéfico derivado del cerebro [BDNF], factor de creci-
miento similar a la insulina tipo 1 [IGF-1], factor de crecimiento de fibro-
blastos 10 [FGF10], factor neurotrofico derivado de células gliales) para
que actien sobre los ovocitos o las células del cummulus para promover
el desarrollo embrionario temprano. La inclusion de estos factores du-
rante el cultivo podria promover el éxito de la MIV.

;Puede el daiio ovdrico conducir a la activacion del
foliculo preantral?

Si; los estudios clasicos que utilizan la reseccion en cufiay la perforacion
con laser laparoscépico han demostrado la eficacia de los procedimien-
tos de dafio ovarico para promover el crecimiento temprano del foliculo
antral en los ovarios poliquisticos.

éLos niveles de hormona antimiilleriana sérica reflejan
la reserva folicular?

Solo de forma parcial. La hormona antimulleriana (AMH) es una hor-
mona paracrina cuya secrecién aumenta en los foliculos primarios y
secundarios; logra niveles elevados en la etapa antral temprana, los
cuales disminuyen en los foliculos preovulatorios. Los foliculos de
5-8 mm de diametro aportan aproximadamente al 60% de la AMH
circulante; las células de la granulosa de los foliculos preovulatorios
> 10 mm de didmetro no producen AMH en mujeres normales.
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Debido a que la AMH no es una hormona endocrina, sus niveles sé-
ricos reflejan principalmente la “fuga” del ovario, y no muestran ne-
cesariamente el niUmero de foliculos ovaricos. Aunque la deteccién
de AMH sérica indica la presencia de foliculos antrales secundarios
o tempranos, no se puede descartar la presencia de foliculos pri-
mordiales no secretores de AMH (Figura 2). De hecho, los pacientes
con niveles indetectables de AMH responden al procedimiento de
activacion in vitro (IVA) debido a la presencia de foliculos primordia-
les residuales. Por tanto, la deteccién de AMH en suero asegura la
presencia de foliculos secundarios, pero los niveles de esta hormona
no reflejan con precision la reserva ovarica.
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Figura 2. Los niveles séricos de hormona antimilleriana varian con los diferentes
estados fisioldgicos y patoldgicos.
SOP, sindrome de ovarios poliquisticos.
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¢Es posible diagnosticar la presencia de foliculos
preantrales in vivo?

Si; al conjugar un fluoréforo Il infrarrojo a hormona foliculoestimulante
(FSH) se pueden obtener imagenes de los receptores de FSH en las célu-
las de la granulosa de los foliculos preantrales en ratones vivos. Debido
a que los receptores de FSH se expresan en foliculos primarios y mas
grandesy el fluoréforo tiene baja toxicidad celular y réapida eliminacion,
los estudios clinicos futuros podrian revelar si este enfoque es Util para
detectar foliculos preantrales en pacientes con baja reserva ovarica.

¢El aporte suplementario de dehidroepiandrosterona
es util para pacientes con reserva ovdrica disminuida?

Hay informacion de que la suplementacion con dehidroepiandrostero-
na (DHEA) mejora la funcion ovarica, aumenta las posibilidades de em-
barazo, reduce la aneuploidia y disminuye las tasas de aborto esponta-
neo en pacientes con reserva ovarica disminuida (ROD). Sin embargo,
un metanalisis que incluy6 200 ciclos de FIV indic6 que no hay pruebas
suficientes de la eficacia del aporte suplementario de DHEA en mujeres
con ROD o con respuesta deficiente.

Ademas, no se encontrd ninguna mejora en los marcadores de respues-
ta ovdrica, en la respuesta ovdrica a la estimulaciéon con gonadotropina
o en los resultados de la FIV en pacientes con respuesta deficiente que
recibieron tratamiento previo con DHEA.
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3. El desarrollo y la evolucion de las
gonadotropinas en la tecnologia de
reproduccion asistida

La conexion entre las génadas y la glandula hipéfisis fue establecida
a principios del siglo XX, mediante experimentos con animales, en los
cuales se observo que, al extirpar la hipofisis, las gdnadas se atrofiaban,
y esto se revertia con un implante pituitario. La asociacion génadas-
hipdfisis fue confirmada cuando se realizé6 un implante de glandulas
hipdfisis anteriores en animales inmaduros, lo cual provoc6 una madu-
racion sexual precoz.

En 1929, Zondek propuso la existencia de dos productos diferentes
secretados por la glandula hipdfisis capaces de estimular las géna-
das, los cuales nombré prolan Ay prolan B. Se propuso que el creci-
miento folicular era estimulado por prolan
A, mientras que la secrecion de “foliculina”
era estimulada por ambas sustancias. Pro-
lan B inducia la ovulacién, la formacién del
cuerpo luteo y la secrecion de luteina y
foliculina. Estas dos hormonas fueron cla-
sificadas como gonadotropinas, haciendo
alusién a su efecto en las gbénadas. Mas
adelante, prolan A pasé a llamarse hormo-
na foliculoestimulante (FSH), y prolan B,
hormona luteinizante (LH).

Prolan Ay prolan B
fueron clasificadas como
gonadotropinas, debido

a que actuan sobre

las gonadas. Prolan A
se conoce como FSHy
prolan B, como LH.

Gonadotropina corionica humana: descubrimiento y
extraccion placental/urinaria

En 1927, Ascheim y Zondek demostraron que la sangre y la orina de
embarazadas contenian una sustancia estimulante de la gonada, la
cual se pensaba que era producida en la hipéfisis. Este descubrimiento
permitié el desarrollo de la prueba de embarazo Ascheim-Zondek, que
consistia en inyectar a una ratona sexualmente inmadura una muestra
de orina humana. Sila mujer estaba embarazada, los ovarios del animal
se agrandaban (2 a 3 veces mas de su tamafio) y presentaban manchas
rojas (debido a hemorragias en los foliculos), u ocurria la luteinizacion y
el cuerpo luteo se hacia visible, a pesar de que la ratona no habia llega-
do a la maduracion sexual.
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Por otro lado, Seegar Jones y colegas realizaron estudios en cultivos in
vitro de vellosidades corionicas, y concluyeron que la secrecion de esta
hormona provenia de la placenta, y no de la hipo6fisis. Consecuente-
mente, este producto fue llamado gonadotropina coriénica huma-
na (hCG, por su sigla en inglés).

En 1931, la farmacéutica Organon produjo un extracto de hCG, apto
para usar en seres humanos (inicialmente llamado Pregnon®, y lue-
go Pregnyl® en 1932). Sin embargo, la reproducibilidad de este pro-
ducto fue limitada, en parte debido al uso de unidades de animales
para medir su bioactividad. Una unidad de “rata” fue definida como
la cantidad de preparacion de hCG necesaria para producir la aper-
tura vaginal y el establecimiento del estro, al ser inyectada en ratas
sexualmente inmaduras.

El estandar internacional de hCG (el primero para una gonadotropina)
fue introducido en 1939 por la Liga de las Naciones, en el cual 1 UI
de hCG fue definida como la actividad contenida en 0.1 mg de hCG
preparada. Un aflo mas tarde, se habilitaron los preparados de hCG
purificada de orina, con una bioactividad de hasta 8500 UI/ml, extrai-
da de orina recolectada de la primera mi-
tad del embarazo. Durante el tratamien-

La hCG es utilizada to para la infertilidad, la hCG es utilizada
para inducir la para inducir la maduracién folicular final
maduracion folicular y la ovulacién, asi como para mantener
final y la ovulacion, la fase lutea. Ademas, la hCG puede em-
y para mantener la plearse para tratar el hipogonadismo en
fase lutea. hombres, ya que estimula a las células de

Leydig para producir testosterona.

Uso clinico de los extractos de gonadotropinas
provenientes de animales

Los estudios que demostraban la accion fisioldgica de las gonadotro-
pinas, sugerian que estos extractos podian ser Utiles en el tratamien-
to de pacientes infértiles con insuficiencia gonadotrépica. El primer
extracto, el cual estuvo disponible en 1930, provenia de la hip&fisis
de cerdos. Luego, se produjeron preparados a partir de hipofisis de
oveja, y de suero de gonadotropinas de yeguas prefiadas (PMSG, por
su sigla en inglés). Los extractos estimulaban el aumento de secrecién
de estrégeno en mujeres, lo que resultaba en un incremento del ta-
mafio de ovarios quisticos. Fue asi que, en 1941, se introdujo un “pro-
tocolo de dos pasos” desarrollado por Mazer y Ravetz, el cual consistia
en estimular los ovarios utilizando gonadotropinas animales (PMSG o
gonadotropinas hipofisarias de oveja o de cerdo) para inducir el cre-
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cimiento y el desarrollo folicular, y luego inducir la ovulacién usando
la hCG.

Sin embargo, se observé que la estimulacién ovarica solo se mantenia
por un periodo corto, y disminuia gradualmente hasta desaparecer. En
1942, Ostergaard, Zondek y Sulman postularon que esta respuesta gra-
dualmente disminuida se debia a la produccién de “anti-hormonas” (an-
ticuerpos) a las gonadotropinas animales. En 1948, Leathem y Rakoff
afirmaron que la produccion de estas anti-hormonas implicaba que las
gonadotropinas animales eran de uso clinico limitado. El desarrollo de
anti-hormonas fue confirmado por Maddock en 1956, quien las iden-
tificd entre los dias 44 y 76 luego de un tratamiento prolongado con
preparaciones de FSH animal.

Gonadotropina humana producida por la hipofisis

Debido a que las gonadotropinas animales pasaron a ser de uso clini-
co limitado, Gemzell originalmente extrajo gonadotropinas de hipéfisis
cadavéricas humanas en 1958; en ese mismo afio, se publicaron repor-
tes que indicaban una exitosa estimulacién folicular luego de la admi-
nistracién de hCG para inducir la ovulacién. En 1963, Bettendorf demos-
tré que la estimulacién ovarica con gonadotropina hipofisaria humana
(HPG, hypothalamic-pituitary-gonadal) era posible en individuos hipofi-
sectomizados, y entre 1958 y 1988, se utilizaron preparados de HPG de
forma exitosa para inducir la ovulacién. Sin embargo, la produccién de
HPG requeria hipéfisis humanas a partir de cadaveres, y su disponibi-
lidad limitada no podia cubrir la creciente demanda de preparados de
gonadotropinas. Ademas, mas de 20 afios después de su introduccién,
se asociaron casos fatales de la enferme-
dad de Creutzfeldt-Jakob iatrogénica con
el uso de HPG y la hormona hipofisaria de
crecimiento en el Reino Unido, Francia y
Australia. Todos los individuos afectados
habian recibido estos productos de agen-
cias del gobierno; como consecuencia, la
HPG fue removida del mercado.

En 1963, la estimulacion
ovarica con HPG era
posible en individuos
hipofisectomizados.
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4. Gonadotropina menopausica
humana

En 1954, Borth y col. descubrieron que la orina posmenopausica conte-
nia altos niveles de FSHy LH, las cuales podian ser extraidas; sin embar-
go, los extractos tenian que ser liofilizados antes de su almacenamiento
para evitar su oxidacion. La inyeccién de este producto a ratas infantiles
hipofisectomizadas resultd en un incremento lineal del peso del Uteroy
de los ovarios. La misma inyeccion en ratas macho infantiles hipofisec-
tomizadas indujo la estimulacion de las cé-

lulas de Leydig para producir testosterona,

lo que causé un incremento lineal del peso La primera

de la préstata ventral. Subsecuentemente, preparacion de hMG
el uso terapéutico de gonadotropina me- fue aprobada para uso
nopdusica humana (hMG, human meno- clinico en 1950.

pausal gonadotropin) en seres humanos fue
sugerido en 1957.

La primera preparacion de hMG (Pergonal® 25) fue registrada para uso
clinico por Serono en Italia en 1950, pero no se reportaron resultados
clinicos en la literatura médica. Las siguientes preparaciones fueron
mejoradas debido a que la tecnologia de purificacion aumento, y las
proporciones de LH y FSH se estandarizaron (Pergonal® 75 contenia
75 Ul de FSH y 75 UI de LH). Sin embargo, estos productos aun con-
tenian remanentes urinarios no deseados. Ademas, se necesitaba un
gran volumen de material inicial para su produccién (eran necesarios
aproximadamente 3.5 | de orina para producir una ampolla de Pergo-
nal® 75).

Cuando las primeras preparaciones de hMG fueron registradas, se uti-
lizaban las unidades “animales” (ratén o rata) para definir su bioacti-
vidad. Una unidad de “rata” era la cantidad de preparacion necesaria
parainducir el estro en ratas prepuberes de 28 dias, y esta unidad varia-
ba de acuerdo con la cepa de rata usada. Sin embargo, al igual que con
hCG, la ausencia de una unidad internacional establecida significaba
que no se podian iniciar ensayos clinicos.

En los afios cincuenta, lotes de extracto de caolin de orina menopausica
(hMG 20, hMG 20° y hMG 24) fueron producidos por Organon Newhouse
para ser usados como productos de referencia y, asi, estandarizar los
métodos de preparacion. La disponibilidad de los productos de refe-
rencia también permitié estudiar las variaciones diarias de gona-
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dotropinas y de secrecién de esteroides durante un ciclo menstrual
normal, con la finalidad de buscar imitar ese patron fisiolégico en
futuros ensayos clinicos.

En 1959, la mayoria de estos productos de referencia se habian ago-
tado, y no era posible producir mas lotes de la misma fuente. Debido
a esto, Pietro Donini, de Serono, doné 50 g de Pergonal® 23 para ser
usado como producto de referencia. Cada ampolla de esta prepa-
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racién contenia 5 mg de hMG, lo cual equivalia a 40 UI de FSH y 40
UI de LH. Este material se convirtié en la referencia internacional de
preparacién (IRP, por su sigla en inglés), y en 1964 se convirti6 en el
estandar internacional para FSH y LH, para la cuantificaciéon de hMG.
Esto permitié determinar el contenido relativo de gonadotropina en
una preparacioén, lo que posibilité una dosificacion mas reproducible
y precisa (Figura 3).
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Figura 3. (A) Niveles de hormonas hipofisarias y ovaricas durante el ciclo menstrual; (B) secre-
cién de FSH durante el ciclo menstrual; (C), ovulacion y fertilizacion del ovocito hasta su implan-
tacion, y (D) patrén hormonal durante la fase folicular, la ovulacién, la fase litea y el embarazo
luego de la estimulaciéon con hMG en una paciente con amenorrea primaria y con hipopituitarismo
e hipogonadotropismo, que presenté un embarazo con hMG utilizada para la estimulacion de la
ovulacién. (*La dosis inicial fue de 240 mg de IRP-hMG [correspondiente a 150 UI], con un incre-
mento a 360 mg [225 UI], luego a 480 mg [300 UI], antes de la disminucioén gradual a 360 mg y
240 mg de IRP-hMG. La ovulacién fue inducida con 10 000 UI de hCG, seguido de 10 000 y 5000 UI
de hCG en dias consecutivos).

AMH, hormona antimulleriana; BL, blastocito; CT, citotrofoblasto; FSH, hormona foliculoestimulante; GE, epitelio
glandular; h, horas; hCG, gonadotropina coriénica humana; IL-1, interleuquina-1; IU, unidades internacionales;
LH, hormona luteinizante; LIF, factor inhibidor de leucocitos; P, pinépodo; sgp130, gp soluble 130; ST, sincitiotro-
foblasto; Temp, temperatura; ZP, zona pelucida.
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Los ensayos clinicos utilizando hMG iniciaron cuando estas prepara-
ciones fueron aceptadas por la comunidad cientifica y las agencias
regulatorias, a pesar de su alta impureza, ya que no habian otras al-
ternativas disponibles. En 1960, se demostré que el uso de hMG en
mujeres con anovulacién, hipopituitarismo, hipogonadotropismo y
amenorrea primaria, inducia los cambios esperados en el endometrio
y el epitelio vaginal, asi como la induccién

de la secrecién de esteroides. Luego, en

1962, Lunenfeld y col. observaron que las El uso de hMG en
mujeres amenorreicas hipogonadotrépi- = mujeres con anovulacion,
cas requerian 120-240 mg equivalentes a hipopituitarismo,

la IRP para estimular la produccién ovari- hipogonadotropismo
ca de estrégenos. y amenorrea primaria,

inducia cambios en
el endometrioy el
epitelio vaginal,
asi como la induccién
de la secrecion de
esteroides.

Sobre la base del contenido de hMG de la
IRP (120 mg IRP = 6.8 mg hMG) esto equi-
valdria a 6.8-13.6 mg de hMG. Seguida-
mente, se reportd el uso exitoso de hMG
como estimulante de la ovulaciény del em-
barazo en mujeres amenorreicas hipogo-
nadotrépicas; el tratamiento utilizado fue \,
de tipo secuencial, pasando de un régimen

alto a uno mas bajo. El patrén hormonal durante la fase folicular, la ovu-
lacion, la fase lutea y el embarazo se muestran en la Figura 3D.

Luego de que la induccion exitosa de la ovulacién y del embarazo fue-
ron demostrados en mujeres amenorreicas con hipopituitarismo e
hipogonadismo, Pergonal® 75 fue registrado por Serono en Israel en
1963, y en Italia en 1965. Una preparacion similar, lamada Humegon®,
fue producida por Organon en Holanda en 1963.

En 1973, se elaboraron las primeras
guias de diagnéstico y manejo de pa-

rejas infértiles por la Organizacién La variabilidad
Mundial de la Salud (OMS). Estas re- aceptadaenla
comendaban una dosis diaria efectiva farmacopea para las

de 150-225 UI de hMG para pacientes gonadotropinas es
hipogonadotrépicas (grupo OMS I), y l de 20% a 25%.
75-150 UI para pacientes anovulatorias

normogonadotrépicas (grupo OMS II).

Estas guias también resaltaron que la relacién FSH/LH variaba de
manera distinta en las preparaciones de hMG y HPG, y que existia
evidencia suficiente para indicar que las relaciones de 0.1-10.0 eran
aceptables, siempre y cuando se administrara una dosis suficiente de
FSH. Actualmente, la variabilidad aceptada en la farmacopea para las
gonadotropinas es de 20% a 25% (por ejemplo, un vial de 75 UI de
hMG puede contener 80% a 125% de FSH o LH).
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En 1981, siguiendo los estudios pioneros de Steptoe y Edwards, en los
se usaban los ciclos naturales de FIV, Howard y Georgeanna Jones es-
tablecieron los protocolos de hMG/hCG, que fueron descritos por Lu-
nenfeld y col. en 1963 como el abordaje estandar para la estimulacion
de la ovulacién y la induccién en la TRA. Estos protocolos luego fueron
revisados, y el estandar para la estimulacién ovarica en la TRA pasé a
ser la produccién de foliculos multiples, en vez de un desarrollo mo-
nofolicular. Las cancelaciones frecuentes del ciclo se asociaron con es-
tos protocolos, producto del aumento de LH y la luteinizacion folicular
prematuros. Esto se abordé con el uso de agonistas de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) para inhibir la hipéfisis du-
rante la estimulacion ovarica con hMG.

La hMG urinaria altamente purificada (HP-hMG) fue aprobada para la
venta en Europa en 2004, y se extrae de orina menopausica mediante
protocolo de purificacién de 8 pasos.

A pesar de su elevada pureza, esto genera la pérdida de la
actividad de la LH, por lo cual se decidié agregar hCG para
reestablecer la relacién FSH/LH.

Debido a esto, la HP-hMG contiene aproximadamente 30% de impure-
zas identificadas, las cuales varian entre cada lote.

La LH y la hCG son diferentes desde el punto de vista
molecular, funcional y clinico. A diferencia de la LH, la hCG
solo se produce en embarazadas, y cuando es utilizada en
mujeres no embarazadas tiene una vida media mas larga,

lo que resulta en su acumulacién en sangre periférica.

Ademas, la hCG tiene un efecto muy diferente en las células
de la granulosa en comparacién con la LH, ya que inhibe
el receptor de LH; su efecto en la produccion de cAMP es
mas potente, y menos potente en la quinasa regulada
extracelularmente, asi como en la quinasa B.

Purificacion de FSH a partir de hMG

A pesar de la disponibilidad de preparaciones de hMG, los médicos
querian tener la capacidad de dosificar FSH y LH de acuerdo con las ca-
racteristicas especificas de cada paciente. Fueron propuestos diversos
métodos para purificar FSH a partir de hMG, pero ninguno pudo ser
utilizado a gran escala; esto solo se hizo posible cuando hubo avan-
ces en las técnicas inmunoldgicas que permitieron la preparacion
de anticuerpos especificos para FSH o LH.
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Inicialmente, en 1960, se generaron anticuerpos policlonales anti-hCG
y fueron usados para producir una columna de afinidad y, asi, remover
la LH de la hMG. La FSH eluida podia ser purificada y liofilizada de la
misma manera en que se realizaban las preparaciones de hMG anterio-
res. Esto gener6 un producto (Metrodin®, urofolitropina) que contenia
150 UI de FSH y 1 UI de LH por miligramo de proteina. Sin embargo,
una gran proporcién de las proteinas urinarias no gonadotropicas se
mantenian en la muestra.

Posteriores avances permitieron el reemplazo de los anticuerpos po-
liclonales por anticuerpos monoclonales altamente especificos contra
FSH. En estas técnicas, se pasaba la hMG por una columna de afinidad
que contenia los anticuerpos monoclonales selectivos para moléculas
de FSH; todas las proteinas urinarias y la LH que no se unian a la colum-
na eran removidas. Posteriormente, la FSH era extraida de la columna,
lo cual permitia la obtencién de un producto de FSH altamente puro,
con una minima cantidad de LH u otras proteinas contaminantes. El
producto final (Metrodin-HP®; urofolitropina altamente purificada) con-
tenia < 0.1 UI de actividad de LH y < 5% de proteinas urinarias no iden-
tificadas, mientras que habian 9000 UI de FSH por miligramo de protei-
na. El contenido de FSH por miligramo en Metrodin-HP® era 60 veces
mas alto, en comparacion con el de Metrodin®, y la proporcién de
proteinas urinarias no gonadotrépicas era significativamente mas
baja. Esta mejora implicaba que Metrodin-HP®podia ser inyectado de
forma subcutdnea en vez de intramuscular, como se habian inocula-
do todas las preparaciones de gonadotropinas anteriores.

A medida que la demanda de gonadotropinas aumentaba, la falta de
fuentes suficientes de orina menopausica se hizo mas aparente. En el
afio 2000, se necesitaron 120 000 000 | de orina a partir de 600 000 do-
nantes para suplir la demanda, y se tuvieron que aplicar mayores medi-
das de seguridad puesto que no era posible evaluar individualmente a
cada mujer donante. Luego de los reportes que asociaban la incidencia
de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob en mujeres con el tratamiento
con HPG, las proteinas priones fueron identificadas en la orina de estas
pacientes. Esto generé preocupacion por la posibilidad de que el trata-
miento con hMG generara una transmisién similar de priones.

Debido a esto, diversos paises publicaron resoluciones para reempla-
zar las gonadotropinas urinarias con recombinantes, lo cual haria que
estas fuesen mas puras y seguras para las pacientes.

Gonadotropinas recombinantes

La FSH humana (hFSH) recombinante fue desarrollada para reducir la
variabilidad y dependencia inherentes de la fuente, que se generaba al
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producirla a partir de orina. Debido a que la glucosilacion de la hFSH
es muy importante para su funcion, las moléculas recombinantes
debian ser producidas en lineas celulares de mamifero, las cuales
contienen las enzimas necesarias para esta modificaciéon postra-
duccional. Por esto, la hFSH recombinante fue expresada por primera
vez en células provenientes de ovario de hamster chino (CHO, por su
sigla en inglés), la linea celular estandar para la produccién de com-
puestos bioldgicos en esos tiempos.

Durante el desarrollo de la hFSH, los clones eran seleccionados sobre
la base de su actividad, consistencia de produccién y patrén de gluco-
silacién. Era importante utilizar lineas celulares estables que pudiesen
expresar el producto en cantidades abundantes, para asi evitar cam-
bios en el producto en el tiempo. El patrén de glucosilacién de las
gonadotropinas varia durante el ciclo menstrual, por lo cual la glu-
cosilacion de la hFSH recombinante también debia ser selecciona-
da. Luego de proponer el uso de 3 preparaciones diferentes para hFSH
recombinante (con perfiles de glucano que representaran el inicio, el
medio y el final del ciclo menstrual) se decidié producir solo la hFSH
recombinante con el patron de glucosilacion del medio del ciclo, por
ser la mas bioactiva.

La hFSH recombinante producida es altamente pura (99%)
y tiene un patrén de glucosilacion mas homogéneo, en
comparacion con las preparaciones urinarias e hipofisarias
de FSH o de hMG. El proceso de produccidon permite una alta
coincidencia entre lote y lote, tanto en el perfil de isoformas
como en la distribucidn de las especies glucosiladas.

Esta alta pureza permite que se determine la bioactividad a través
de analisis fisicoquimicos, y que los viales sean descritos por masa
proteica y no por actividad especifica, lo cual reduce la variacion
entre cada lote al 2%. Ademas, esta alta pureza reduce la posibilidad
de oxidacién, lo que permite que la produccion sea en forma liquida,
lo cual es usado para generar dispositivos inyectables que contienen

el producto.
Para determinar la bioactividad de estos
La primera hFSH productos, se tuvo que establecer un fac-
recombinante tor de conversién de la actividad bioldgica
(folitropina alfa) basado en el bioensayo de Steelman-Po-
de uso clinico fue hley y los microgramos contenidos. Este
producida por bioensayo determina la actividad de FSH
Laboratorios Merck. en una muestra de gonadotropina compa-

rando el peso de los ovarios de ratas inma-
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Figura 4. (A) Desarrollo y produccion de productos recombinantes en células CHO deficientes en

dihidrofolato, y (B) linea de tiempo del desarrollo de gonadotropinas.

DHFR, dihidrofolato reductasa; FbM, llenado por masa; FSH, hormona foliculoestimulante; hCG, gonadotropina
coriénica humana; HP, altamente purificado; MTX, metotrexato; PMSG, gonadotropina de suero de yegua pre-
flada; Q.C.; control de calidad; r-hFSH, FSH humana recombinante; TC, cultivo de tejido; u-hFSH, FSH humana
urinaria; uhMG, gonadotropina menopéausica humana urinaria.
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duras inyectadas diariamente con una muestra de FSH y hCG por 3
dias. Luego se calculan las tasas de potencia, basandose en curvas
de dosis-respuesta. Esto tomé 2 afios para la produccion, el andlisis
y la validacién clinica de los distintos lotes de folitropina alfa. Este
trabajo determiné que la hFSH recombinante tiene una bioacti-
vidad de 13 745 UI/mg de proteina, lo que equivale a un factor de
conversion de 75 UI por 5.5 mg de FSH (Figura 4).

La primera hFSH recombinante (folitropina alfa) de uso clinico fue pro-
ducida por Laboratorios Serono (ahora Merck KGaA, Darmstadt, Alema-
nia) en 1988, y fue aprobada para la venta en la Unién Europea en 1995.
Una hFSH recombinante similar (folitropina beta) fue producida por
Organon (ahora Merck & Co., Kenilworth, NJ) y se aprobo6 para la venta
en 1996. Estos dos productos son similares, pero presentan diferencias
bioquimicas en su produccién. La folitropina alfa es producida usando
dos plasmidos para generar la linea celular productora de FSH, uno que
contiene la secuencia genémica de la subunidad Ay otro que contiene
la subunidad B. En cambio, la folitropina beta es producida utilizando
un solo pldsmido que codifica para ambas subunidades. Ademas, los
procesos de purificacion difieren en las técnicas usadas: la folitropina
beta es purificada con cromatografia de intercambio i6nico, cromato-
grafia hidrofoba y de exclusion por tamafio, mientras que la folitropina
alfa es purificada usando todas estas técnicas mas un paso adicional
basado en inmunoafinidad.

Luego de la produccién exitosa de la hFSH recombinante,
se utilizd un proceso similar para producir LH humana (hLH)
recombinante y hCG recombinante.

En 1997, Agarwal y col. reportaron el primer nacimiento en una mujer
con hipopituitarismo e hipogonadotropismo (grupo OMS ) tratada con
hFSH y hLH recombinantes para estimular el crecimiento folicular, y
hCG recombinante para inducir la ovulacién. En 2016 se utilizaron apro-
ximadamente 100 millones de unidades de gonadotropina, y se estima
que esta cantidad va a continuar aumentando en un 6% cada afio hasta
2025 (numeros basados en los datos de IMS MIDAS de IQVIA).

Actualmente se encuentran disponibles dos versiones biosimilares de
hFSH recombinante: Ovaleap® (Teva B.V., Haarlem, Holanda) recibi6é
aprobacién para la venta en Europa en 2013, y Bemfola® (Afolia, Finox
Biotech AG, Balzers, Liechtenstein), que recibi6 la aprobacién en 2015.
En diciembre de 2016, una nueva hFSH recombinante, folitropina del-
ta (Rekovelle, Ferring Pharmaceuticals, Saint Prex, Suiza), producida a
partir de la linea celular derivada de retina humana (PER.C6), recibié
aprobacién para la venta en Europa. La estructura peptidica es la mis-
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ma que la de las preparaciones anteriores, pero el patrén de glicanos
es diferente. Esto resulta en diferencias farmacocinéticas y farmacodi-
namicas, lo cual causa mayor exposicion, en comparacién con la foli-
tropina alfa.

Gonadotropinas de larga duracién

La FSH tiene una vida media bioldgica relativamente corta (24 ho-
ras), y se requieren inyecciones diarias durante varios dias para
un tratamiento de fertilidad. Debido a esto, existe mucho interés en
producir versiones con una vida media mas larga, lo cual disminuiria
la duracion del tratamiento. Una de las opciones estudiadas fue la de
generar un producto hiperglucosilado (GM1-Serono).

Este compuesto se mantenia en la sangre durante 5 dias; sin embar-
go, el desarrollo de este producto fue descontinuado. Otra propuesta
fue utilizada para la elaboracién de corifolitropina alfa (Elonva®, Merck
& Co.), la cual contiene una subunidad B fusionada con el componente
CTP de la subunidad B de hCG, que reduce su metabolismo y permite
que este compuesto se mantenga en la sangre durante 7 dias. La cori-
folitropina alfa fue aprobada en 2010 en Europa, y no se han observado
diferencias en las tasas de nacimiento para dosis medias (150-180 mg),
en comparacion con el tratamiento diario con FSH.

En conclusién, el desarrollo de gonadotropi-

nas ha sido un proceso enfocado en la pro- El proceso del
duccion de productos de alta pureza que desarrollo de
fueran seguros y eficaces. Se estima que gonadotropinas
su uso para la induccién de la ovulacién y se ha enfocado en

para las TRA ha permitido el nacimiento de
mas de 15 millones de nifios. Los produc-
tos actualmente disponibles pueden ser
inyectados de forma subcutanea en vez de
intramuscular, y también como dispositivos
inyectables, eliminando la necesidad de re-
constituir el producto antes de la inyeccion y, asi, facilitando su aplica-
cion. Esto ha permitido que el tratamiento de fertilidad sea personali-
zado, utilizando preparaciones puras de gonadotropinas (hFSH, hLH y
hCG recombinantes) al inicio y durante la estimulacién ovarica, con la
finalidad de maximizar su seguridad y eficacia.

la produccion de
productos de alta
pureza que fueran
seguros y eficaces

Sin embargo, los esfuerzos para desarrollar nuevas preparaciones aun
contindan. Existe mucho interés en elaborar agonistas y antagonistas
orales para la FSH, puesto que esta hormona no puede ser absorbida
de manera oral, aunque todas las preparaciones generadas hasta el dia
de hoy no han sido efectivas.
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5. Progreso de la estimulacion ovarica
para FIV

En 1978 nacio el primer bebé por FIV realizada en un ciclo menstrual
natural sin estimulaciéon exégena. Poco después, la estimulaciéon ova-
rica se convirtié en el estdndar de atencién en la FIV clinica. En gene-
ral, se cree que comenzar la fase de laboratorio de la FIV con multiples
ovocitos recuperados después de la estimulacion ovarica compensa de
manera efectiva la fertilizacion suboptima de los ovocitos y el desarrollo
de embriones in vitro y, por lo tanto, es obligatorio para un programa
de FIV exitoso.

Perspectiva histérica de la estimulacién ovdrica

A principios de 1980 se informaron en Australia los primeros nacimien-
tos después de la FIV en ciclos estimulados con citrato de clomifeno.
Luego, en EE.UU. se utilizaron las gonadotrofinas urinarias para las FIV
después de multiples intentos fallidos de FIV de ciclo natural.

Asociado con el desarrollo continuo de multiples foliculos y la produc-
cion suprafisioldgica de estradiol (E2), se produjo un aumento prematu-
ro de los niveles de LH y de progesterona, lo que gener6 resultados no
favorables de FIV. Por esta razén, la regulacién a la baja de la sintesis de
gonadotropina enddgena resultante de la coadministracién de agonis-
tas de la GnRH se introdujo a finales de los ochenta y rapidamente se
convirtié en el estandar de atencion.

La duracién de los protocolos de estimulacién aumenté de forma sig-
nificativa porque la estimulacion tuvo que posponerse debido al efec-
to estimulante inicial de los agonistas de la GnRH sobre la liberacion
de gonadotropina hipofisaria. En los ultimos afios, los médicos fueron
cambiando del tratamiento con agonistas de la GnRH a los antagonis-
tas de la GnRH introducidos mas recientemente.

Debido a la unién competitiva al receptor de la GnRH, los efectos supre-
sores de los antagonistas de la GnRH son inmediatos. Por lo tanto, la es-
timulacién ovérica se puede iniciar temprano durante el ciclo menstrual
normal, lo que hace que la estimulacion sea mas corta y mas agradable
para la paciente. Un metanalisis demostro tasas similares de éxito de la
FIV con el uso de antagonistas de la GnRH o de agonistas de la GnRH,
que coincidian con menor consumo general de gonadotropinas y tasas
reducidas de sindrome de hiperestimuacién ovarica (SHO).
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La fase lUtea es anormal después de la estimulacién ovarica, segin des-
cubrio el profesor Bob Edwards en la década de 1970 cuando utilizé
citrato de clomifeno para la estimulacién. Aunque el aporte suplemen-
tario en la fase lutea (predominantemente mediante la administracion
diaria de progesterona) se aplica ampliamente, la verdadera razén sub-
yacente a la funcién litea anormal sigue siendo insuficiente.

—\, Enafios recientes, ademas de los productos
ogia de ADN urinario.s puriﬁcados,‘ I’a tecnologi§ ’de ADN

recombinante permiti6 la produccién masi-
va de hFSH recombinante, una quimera de
FSH de accién prolongada, LH recombinante
y hCG. Se han desarrollado numerosos regi-
menes diferentes de estimulacién ovarica
utilizando gonadotropinas exdgenas que
combinan multiples preparaciones, diferentes dias de inicio de estimu-
lacion, asi como diferentes dosis en regimenes fijos o flexibles depen-
diendo de la respuesta ovarica observada.

La tecnol
recombinante permitié
la produccién masiva
de hFSH recombinante

Por otra parte, el nUmero éptimo de ovocitos a recuperar sigue siendo
un tema de debate. Muchos médicos consideran que entre mas ovo-
citos, mayores tasas de embarazo por FIV. El objetivo debe ser ajustar
la dosis de estimulacién de tal manera que se desarrolle el niGmero
6ptimo de foliculos ya que las posibilidades de presentar SHO estan
directamente relacionadas con la cantidad de foliculos en desarrollo.
Dado que las formas graves de SHO a menudo coinciden con el emba-
razo, se han recomendado enfoques para segmentar la FIV, separan-
do en el tiempo la fase de estimulacién de la FIV de la transferencia
de embriones. Esta estrategia de congelacién total solo transfiere em-
briones congelados-descongelados en ciclos naturales o artificiales
posteriores.

Estimulacién ovdrica en mujeres con baja respuesta
ovdrica

Desde los primeros dias de la estimulacion ovarica para la FIV se hizo
evidente que las mujeres no responden de la misma forma, ya que
algunas presentan una respuesta ovarica reducida, caracterizada por
niveles mas bajos de E2 y un nimero bajo de ovocitos recuperados, lo
que se asocia con tasas de embarazo significativamente menores. La
evidencia disponible, indic6 resultados muy decepcionantes en la mejo-
ra de la probabilidad de embarazo. En un primer metanalisis, la adicién
de la hormona del crecimiento (GH) a los protocolos de estimulacién
ovarica parecia bastante prometedora. Otro grupo de sustancias que
se ha planteado como potencialmente beneficiosas para mejorar la re-
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spuesta ovarica deficiente son los andrégenos o agentes moduladores
de andrégenos. Hallazgos de un metanalisis confirman que el pretrat-
amiento con testosterona se asocia con tasas de embarazo clinico y de
nacidos vivos significativamente mas altas, una dosis total de gonado-
tropinas significativamente mas baja y una cantidad significativamente
mayor de ovocitos recuperados.

Los desafios actuales de la estimulacion ovdrica
en perspectiva

Aunque las posibilidades de embarazo de un solo ciclo de FIV de estim-
ulacion ovarica seran mayores en comparacion con la FIV de ciclo nat-
ural, no se pueden ignorar algunos inconvenientes de la estimulacion
ovarica, como la complejidad de los regimenes y los problemas resul-
tantes del cumplimiento del paciente; el costo alto de los medicamen-
tos; la necesidad de una monitorizacion intensa de la respuesta ovarica
que requiere visitas frecuentes al hospital, ecografias y evaluaciones
endocrinas en sangre; los efectos secundarios relacionados con los ag-
onistas de la GnRH; el riesgo de presentar SHO, entre otros.

Para eludir estos efectos negativos de la estimulacion ovarica a nivel del
endometrio, se ha defendido la estrategia de congelacion total, en la
que solo se transfieren embriones congelados-descongelados en ciclos
posteriores. Después del cotratamiento con antagonistas de la GnRH
durante la estimulacién ovdrica, la maduracion final de los ovocitos al
final de la fase folicular también puede ser inducida por una dosis en
bolo de un agonista de la GnRH que eleva los niveles de LH y FSH. Se
ha recomendado el aporte suplementario con dosis bajas de hCG en
la fase ldtea, aunque este enfoque introduce nuevamente el riesgo de
presentar SHO. Los pros y los contras de este abordaje deben equili-
brarse con la estrategia de congelamiento total.

El concepto de que la estimulacién ovérica profunda es un requisi-
to previo para un programa de FIV exitoso, ha sido cuestionado por
algunos especialistas en los Ultimos afios. Cuando se consideran re-
sultados acumulativos que involucran transferencias frescas y conge-
ladas de un ciclo de FIV dado, o incluso multiples ciclos de FIV du-
rante un periodo determinado, se han informado tasas de nacidos
vivos similares después de la estimulacién leve, en comparacién con
la convencional. Una revision sistematica reciente demostr6 tasas de
embarazo comparables, costos reducidos y tasas de SHO reducidas
en mujeres con estimulaciéon ovdérica leve (respondedoras normales
frente a respondedoras bajas).
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6. Agonistas y antagonistas

de la hormona liberadora de
gonadotropinas en el contexto de la
estimulacion ovarica controlada para
desencadenar la ovulacidn

La administracion repetida de agonistas de la GnRH produce supresion
hipofisaria (regulacién a la baja). Aunque posteriormente se demostré
que la secrecion continua de fragmentos de la subunidad alfa de gona-
dotropina producia una estimulaciéon continua del receptor de GnRH
y un mecanismo de supresion posreceptor, el término regulacién a la
baja se arraigé en la literatura, aunque el término adecuado es desen-
sibilizacién.

En los afios ochenta, uno de los inconvenientes mas importantes con
los que se tuvo que lidiar en la FIV fue la incidencia de ovulacién (del
20% al 30%) antes de la recuperacién de los ovocitos. Por esta razén, va-
rios médicos empezaron a utilizar acetato de leuprolida para bloquear
la ovulacion, aunque su uso no estaba indicado -lo que se mantiene
hasta el dia de hoy-. En 1989, se propuso que la supresiéon de la GnRH
se utilizara de forma rutinaria. Una ventaja adicional de la supresién de
agonistas antes de la estimulacion ovarica, era que la duracién de la
supresion podia variar, lo que ofrecia a las pacientes y al centro de FIV
la posibilidad de programar ciclos.

Desde ese uso temprano de agonistas, de-

bido a la introduccién de la FSH, y con el ob- Se determiné que
jetivo de eliminar el uso de hMG en orina, habia un beneficio
una de las principales inquietudes fue si la pequefo, pero

estimulacion podria ser igualmente efectiva | significativo, en la tasa
con solo FSH. Durante los siguientes afios se de nacidos vivos con
determiné que habia un beneficio pequefio, el uso de FSHy LH
pero significativo, en la tasa de nacidos vivos
con el uso de FSH y LH, en comparacion con
FSH sola.

Con los agonistas de la GnRH, aunque se eliminaron los aumentos pre-
maturos de LH durante la FIV, también se produjo desensibilizacién de
los receptores de GnRH hipofisarios, lo que impidié la induccién de un
aumento repentino de gonadotropinas. En 1994, el antagonista de la
GnRH se introdujo en protocolos de estimulacién ovarica controlada
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para prevenir aumentos repentinos de LH no deseados. Sin embargo,
se volvié a poner los ojos en los agonistas de la GnRH para prevenir el
SHO en mujeres que tenian una respuesta excesiva a la estimulacion y
por una mayor afinidad por los receptores de GnRH que los antagonis-
tas de la GnRH. Esta capacidad del agonista de desplazar al antagonista
del receptor dando como resultado la liberacién de LH y FSH, permite
la maduracién final del foliculo en ciclos de antagonista de la GnRH (la
primera investigacién publicada en el afio 2000 se realiz6 en ciclos de
FIV sobreestimulados para prevenir el SHO, y luego se confirmé en ci-
clos de respuesta normal).

Rapidamente se hizo evidente que la activacion del agonista de la GnRH
junto con el antagonista de la GnRH se asociaba con fases luteas in-
adecuadas y tasas de embarazo mas bajas con la transferencia de em-
briones frescos. Sin embargo el efecto luteolitico de este protocolo fue
beneficioso en la prevencién del SHO, como muestran varias publica-
ciones. La causa de los defectos de la fase lUtea no estaba clara, pero la
especulacion vari6 entre la desensibilizacion hipofisaria con deficiencia
central de LH versus un efecto directo del agonista de la GnRH sobre la
esteroidogénesis lUtea. La evidencia apoya un efecto central mas que
una desensibilizacion hipofisaria.

En la actualidad, el uso principal del desencadenante agonista de la
GnRH es prevenir el SHO en mujeres que presentan una hiperrespuesta
a la estimulaciéon con gonadotropinas en protocolos de antagonistas de
la GnRH. Es probable que el mecanismo sea tanto a través de la luteé-
lisis como de la liberacién del factor derivado del epitelio pigmentario
de las células de la granulosa lutea, y la consiguiente inhibicién de la
secrecion del factor de crecimiento endotelial vascular.

La receptividad endometrial se puede preservar agregando dosis bajas
de hCG para el apoyo luteo o agregando dosis altas de estrégeno y
progesterona para mantener el endometrio. Sin embargo, la estrategia
mas comun es la segmentacion del ciclo mediante la congelacién de
todos los embriones para su transferencia en un ciclo posterior.
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é;Dénde estamos hoy?

En los seres humanos, la reproduccién es ineficaz en comparacién con
otras especies (probabilidad de concepcién durante un ciclo menstrual
30% frente al 95% en roedores y el 96% en conejos), y solo el 60% de to-
das las concepciones avanzan mas alla de las 20 semanas de gestacién.

La evolucién de la medicina reproductiva ha sucedido muy
rapido y ha integrado los conocimientos desarrollados en
los laboratorios de endocrinologia, embriologia, ciencias

de la reproduccion y endoscopia, combinandolos con
la creacién y disponibilidad de varios farmacos para la
estimulaciéon ovarica.

Posteriormente, se han implementado la ICSI, el DGP y la criotecnolo-
gia. A pesar de todos estos avances tecnoldgicos, cuando un blastocis-
to morfolégicamente normal se transfiere a un Utero aparentemente
normal en la FIV, el éxito del ciclo reproductivo es muy limitado y no
ha aumentado significativamente desde la década de 1990.

El éxito final de la implantacion del em-
brién depende tanto de este como del en-
dometrio (factor endometrial). La proges-
terona es la hormona mas importante que
controla el inicio y el curso del embarazo
en los seres humanos; la abstinencia de
progesterona es el “desencadenante” de
la menstruacién en los ciclos de no emba-
razadas. La progesterona induce la adqui-
sicién de un estado funcional transitorio
de 12 a 48 horas por parte del epitelio endometrial, conocido como
ventana de receptividad o ventana de implantacién (VI).

La progesterona
es la hormona mas
importante que
controla el inicio y el
curso del embarazo en
los seres humanos.

La principal diferencia entre los seres humanos y las especies que no
menstruan radica en el control decidual de la implantacién humana
frente al control embrionario de la implantacion de roedores. Esta
preponderancia del embrion que dirige la implantacion esta ejemplifi-
cada por el proceso de implantacién retardada, que no esta presente
en los seres humanos.
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Logros destacados hacia la comprension del factor
endometrial: ;Como llegamos aqui?

La primera clasificacién objetiva del endometrio fue realizada por No-
yes y col. y publicada en 1950 en Fertility and Sterility. Este articulo, ci-
tado 2606 veces, inici6 la era de la medicina anatémica para el factor
endometrial. Cincuenta afios después, la precision, la reproducibilidad
y la relevancia funcional de la evaluacién histolégica como predictor de
la receptividad endometrial, o incluso de la fertilidad, fueron cuestiona-
das en estudios aleatorizados.

Aunque el descubrimiento de Noyes de la transformacién endome-
trial a través del ciclo menstrual fue fundamental para comprender la
funcién endometrial, no fue precisa para predecir la implantacion. En
consecuencia, la histologia del endometrio no se incluye en el estudio
clinico estandar de infertilidad actual, aunque sigue siendo relevante
para el diagnéstico de malignidad o endometritis.

Los conceptos de receptividad endometrial
y la existencia de una VI fueron sugeridos
por primera vez por Hertig y Rock en 1956.
En su estudio, los autores recuperaron 84
embriones antes y después de la implan-

Los conceptos
de receptividad
endometrial y la

existencia de una VI

fuerqn sugeridos por tacion (conocidos en ese momento como
primera vez por 6vulos humanos fertilizados) de 210 pacien-
Hertig y Rock tes de fertilidad conocida (1-14 nifios). Se

en 1956. encontraron un total de 34 embriones que

iban desde la etapa de escision de 2 células
hasta un blastocisto de implantacién de 17
dias (denominado 6vulo velloso implantado en la decidua temprana).
La conclusion fue que el 30% de los embriones eran “anormales”, y que
laimplantacién embrionaria se produce alrededor del dia 20 en un ciclo
menstrual regular, lo que demostré por primera vez el concepto de VI.

En la década de 1980, se desarrollaron dos avances técnicos de impor-
tancia critica en imagenes diagndsticas: la histeroscopia y la ecografia
transvaginal. Desde entonces, han evolucionado con mejoras signifi-
cativas para identificar la patologia uterina, aunque no para predecir
la receptividad endometrial. En 1986, la introduccién de la ecografia
transvaginal para la aspiracién de ovocitos popularizé esta técnica para
la visualizacion directa del endometrio y la cavidad endometrial antes,
durante y después de la estimulacion ovarica controlada, asi como pos-
teriormente para colocar el embridn en la posicion correcta en la cavi-
dad endometrial.

Debido a su resolucion, bajo costo, falta de exposicién a radiacion ioni-
zante y mejor técnica para la obtencién de imagenes tridimensionales,
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es hoy en dia el Unico examen de diagnéstico requerido para la evalua-
cién del factor endometrial. Sin embargo, no es suficiente para predecir
la normalidad molecular endometrial y el potencial de implantacion.

En la década de 1990, con el uso del modelo de donacién de évulos, se
demostré la VI clinica, que se refiere al marco de tiempo en el que el
embrion debe ser transferido al Utero. La receptividad endometrial se
evalu6 reemplazando embriones de 2 a 12 células (dias 2 a 4 de desa-
rrollo embrionario) entre los dias 16 y 24 de ciclos definidos hormonal
e histol6gicamente. De 37 procedimientos de transferencia de embrio-
nes en los dias del ciclo 17-19, se produjeron 15 concepciones (40.5%),
mientras que de 11 pacientes transferidas en los dias 20-24, ninguna
concibié. De manera similar, no se lograron embarazos con cuatro
transferencias en el dia 16 del ciclo.

El trabajo adicional de Wilcox y col. en 1999, popularizé el concepto de
que el embrion humano se implanta entre 8 y 10 dias después de la
ovulacion, la cual se identific6 mediante los cambios en la excrecién
urinaria de metabolitos de E2 y de progesterona, medidos por radioin-
munoensayo. Casi 20 afios después, no se ha adoptado el método an-
terior para determinar la ovulacién. Se desconoce la diferencia de tiem-
po entre esa prueba temprana de metabolitos urinarios y la prueba de
sangre del pico de LH utilizada para predecir la ovulacion.

Las estimaciones reales en los ciclos de TRA indican que la VI se centra
a los 5 dias después de la administracion de progesterona endégena
0 ex0gena; en un ciclo natural, ocurre de 6 a 7 dias después de la ovu-
lacion. Sin embargo, los médicos y cientificos han adoptado un marco
de tiempo permisivo en todas las pacientes con el mismo éxito de im-
plantacién durante 3 dias, independientemente de las variaciones indi-
viduales o del tratamiento hormonal recibido (es decir, ciclos naturales,
estimulacion ovarica controlada, ciclos de reemplazo hormonal). Estas
son las razones histdricas por las que la transferencia de embriones
se suele realizar cuando el embrion esta listo, asumiendo que el en-
dometrio de la madre esta sincronizado con el embrion, aunque se ha
demostrado que esta sincronia no se puede asumir.

En 1990, Barker resalté la influencia del endometrio materno con el em-
brién y luego con el feto y la vida adulta. Debido a que los cambios epi-
genéticos contribuyen a la patogénesis de varias enfermedades com-
plejas, es importante identificar y modificar los cambios intrauterinos
que pueden mediar en la programacion del embrién en desarrollo que
afectara en la edad adulta.

Hace solo dos décadas que se produjo la transicién de la medicina ana-
témica a la molecular en el diagnéstico de la funcién endometrial. En
un principio fue investigado el nivel bioquimico y molecular tnico, sin
éxito. Todas las posibles moléculas y receptores con expresion relacio-
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nada con la VI fueron evaluadas, sin traduccién clinica congruente. Sin
embargo, la busqueda de una caracteristica transcriptémica de la re-
ceptividad endometrial fue un punto de inflexion importante en la com-
prensién de esta funcién. Un trabajo de Peter Rogers y col. demuestra
la viabilidad de la clasificacion molecular del endometrio con el uso de
perfiles transcriptémicos a lo largo del ciclo menstrual y el periodo de
receptividad/VI. En 2011 se informé que la caracteristica transcriptomi-
ca de la receptividad endometrial humana es de 238 genes, lo que llevé
a la creacion del analisis de receptividad endometrial. Este analisis mo-
lecular ahora se realiza con el uso de NGS junto con un algoritmo y un
predictor computacional capaz de identificar la VI de forma individuali-
zada, independientemente de la apariencia histolégica de su endome-
trio. Ahora tenemos las herramientas para mejorar la sincronia entre el
embrién y el endometrio: cuando ambos estan listos, la implantacién
es mas exitosa.

Por ultimo, tras un minucioso trabajo en varios modelos con anima-
les, el trasplante de Utero es ahora una realidad desde que el grupo
Brannstrom logra el primer nacido vivo con éxito tras un trasplante de
Utero. Este ultimo hito en la medicina reproductiva conduce a nuevas
soluciones terapéuticas para el tratamiento de la infertilidad por factor
uterino.

Actualmente hay varias necesidades insatisfechas en la investigacion de
la biologia endometrial que se estan acercando a la traduccion clinica.
Las innovaciones tecnoldgicas provienen de tres campos disruptivos:
genética, investigacion/bioingenieria de células madre y nanotecnolo-
gia. El pronostico es que las mejoras en el factor endometrial estaran
impulsadas por la aplicacién con el uso de técnicas de vanguardia, en
lugar de ser impulsadas por la tecnologia.

La busqueda de biomarcadores en liquidos bioldgicos se
ha convertido en una alternativa eficaz a los métodos
diagnésticos invasivos clasicos. El estudio secretdmico del
liguido endometrial iniciado por el grupo de Nick Macklon
puede abrir un nuevo campo para el diagndstico no invasivo
de la funcion endometrial.

Ademas, el reciente advenimiento de la NGS, rentable y escalable,
junto con el conocimiento de los genomas bacterianos, ha facilitado
el descubrimiento de microbiomas Unicos en ambientes anatémicos
previamente considerados estériles. El estudio del microbioma endo-
metrial en pacientes candidatas a FIV ha revelado que las comunidades
bacterianas pueden tener un impacto en el éxito reproductivo; espe-
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cificamente, se ha propuesto la presencia de poblaciones de bacte-
rias disbidticas o patégenas como una causa emergente de fallos de
implantacion repetidos o abortos espontaneos recurrentes. Esta area
podria conducir a un tratamiento “probidtico” para corregir un micro-
bioma endometrial anormal y mejorar el resultado reproductivo. Por
otra parte, la terapia regenerativa también ha avanzado y es posible
utilizarla en el endometrio.

Comprender el endometrio, el entorno uterino y su contribucién co-
labora con el resultado exitoso de un embarazo y con la salud a largo
plazo de las generaciones futuras.
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