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CAPITULO |

RESUMEN

Introduccion

El liquido folicular (LF) proporciona un microambiente muy importante para el
desarrollo de los ovocitos. En los seres vivos se producen durante el
metabolismo fisiolégico, reacciones bioquimicas con produccion de radicales
libres. Al conjunto de radicales libres que tienen la capacidad de producir dafio
oxidativo, poniendo en riesgo la integridad celular, se les denomina Especies
Reactivas del Oxigeno (ERO). Numerosos estudios en humanos han
demostrado que el aumento de la generacibn de ERO pueden estar
involucrados en defectos de nacimiento y otras situaciones como los abortos.
Ademas, también hay evidencia del papel de las ERO en la fisiopatologia de la
infertilidad y su impacto en la fertilidad asistida, pero los datos existentes son

contradictorios.

Objetivo
Investigar el impacto del estrés oxidativo del liquido folicular con respecto a los

resultados reproductivos de pacientes sometidas a FIV.

Materiales y métodos:

Se realiz6 un estudio prospectivo, no aleatorizado en el que se incluyeron
mujeres con diagnéstico de infertilidad primaria o secundaria que acudieron al
Centro Universitario de Medicina Reproductiva (CeUMER) del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad Autonoma de
Nuevo Leon (UANL). Se incluyeron mujeres que ingresaron al programa de
FIV/ICSI, que tuvieran entre 18 y 42 afos. Para comparar entre los grupos de
pacientes se empleo la prueba de Kolmogorov-Smirnov y se consideré como

estadisticamente significativo un valor de p<0.05.



Aspectos éticos
El presente estudio fue aprobado por el comité de ética en investigacion de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leon, con la clave de registro GI20-00014.

Resultados

En este estudio se incluyeron 15 pacientes. La edad promedio de las
participantes fue de 34.6 + 5.1 afos. El valor promedio del SORP fue de 151.2 +
45.6 mV con un rango intercuartil de 124.9-161.5. De las 15 pacientes, se
realizo la transferencia embrionaria a 13 de ellas, obteniendo en 9 de ellas
resultados de prueba de embarazo positivos (BhCG+) y 4 negativos (BhCG-).
Sin embargo, no se encontrd diferencia estadistica (p=0.61) en los valores de

SORP con respecto a los resultados de la prueba de embarazo.

Conclusiones

No se encontraron diferencias estadisticas en cuanto a el factor de infertilidad y
tasas de embarazo de pacientes sometidas a una técnica de reproduccion
asistida de alta complejidad. Los valores de sORP del liquido folicular tuvieron
un rango de 124.9-161.5 mV.

Palabras clave: Estrés oxidativo, liquido folicular, Mioxsys, sORP, BhCG



CAPITULO I

INTRODUCCION

LIQUIDO FOLICULAR Y SUS COMPONENTES

El liquido folicular (LF) proporciona un microambiente muy importante para el
desarrollo de los ovocitos. El LF es producto de la transferencia de
constituyentes del plasma sanguineo que atraviesan la barrera folicular
sanguinea y de la actividad secretora de las células de la granulosa y tecales
(1). Por lo que las caracteristicas bioguimicas del LF que rodea al ovocito
pueden jugar un papel critico en la determinacién de la calidad ovocitaria y su
potencial para lograr la fertilizacion, el desarrollo embrionario y su implantacion.
El andlisis de los componentes del LF también puede proporcionar informacién
sobre los cambios metabdlicos en el suero sanguineo, ya que el medio

bioquimico circulante puede reflejarse en la composicion del LF (2).

AMINOACIDOS, PROTEINAS Y PEPTIDOS
En humanos, se encontr6 que las concentraciones de acido D-aspéartico en el
LF se correlacionaron directamente con el porcentaje de buena morfologia,

ovocitos maduros (MIl) y la tasa de fertilizacion (3).

El estudio de los componentes proteicos en LF se ha realizado detectando

proteinas especificas y correlacionandolas con la calidad de los ovocitos. En los



altimos afios se han introducido técnicas moleculares mas complejas, como la
protedmica que ha permitido el estudio simultaneo de decenas de proteinas y

péptidos en un fluido bioldgico.

El principal problema en el andlisis protedmico de fluidos bioldgicos complejos
es que su composicién de proteinas es muy complicada y dinamica; como
consecuencia, se necesitan técnicas de separacion de proteinas sensibles y de
alta resolucién. ElI enfoque mas popular de la protebmica de LF se basa
actualmente en la electroforesis en gel bidimensional seguida de la digestién de
proteinas y la espectrometria de masas (4). Recientemente, se han propuesto y
aplicado al estudio de las proteinas del LF, técnicas mas sencillas basadas en
el fraccionamiento previo de proteinas mediante isoelectroenfoque y la posterior
cromatografia de nano liquidos y espectrometria de masas (5). Sin embargo, en
general, el conocimiento general sobre las proteinas y su papel en el
crecimiento folicular y la maduracion de los ovocitos es todavia bastante

limitado.

HORMONAS

Gonadotropinas: Las concentraciones intrafoliculares de FSH y LH se ven
afectadas por sus niveles circulantes. En los ciclos de FIV, los niveles séricos
estdn determinados por la cantidad de gonadotropinas administradas
exdégenamente y por el grado de supresion hipofisaria (reduciendo de manera

relevante la secrecion de gonadotropinas enddgenas). Se ha informado que



altas concentraciones de FSH (6), hCG (7) y LH (8) promueven la maduracién
de los ovocitos y se asocian con la alta probabilidad de fertilizacién. Estos
hallazgos se confirman mediante estudios de inmunohistoquimica que tifieron
las células de la granulosa para hCG: los ovocitos que posteriormente
fertilizaron tenian, de hecho, significativamente méas células de la granulosa
inmunounidas a hCG que los ovocitos no fertilizables (9). Se observo que, en el
LF, la LH era consistentemente mas alta en foliculos que contenian ovocitos, lo
que resultd en embriones que condujeron a intentos exitosos de FIV (10).
Parece que las gonadotropinas juegan un papel importante en la secrecion de
varias sustancias por las células de la granulosa (p. Ej., Acido hialurénico), lo
que a su vez afecta el desarrollo y la maduracion de los ovocitos. También
pueden actuar sinérgicamente con el estradiol (E2) para mejorar la maduracion
citoplasmatica del 6vulo y, a través de la secrecion de AMP ciclico (CAMP),
controlar la meiosis de los ovocitos: niveles mas altos de gonadotropinas
mejorarian estos procesos y conducirian a mejores ovocitos, embriones y
embarazo. En particular, la hormona de crecimiento (GH) parece desempefiar

un papel similar (y puede ser sinérgico con las gonadotropinas) (10).

Hormona de crecimiento (GH): Se sabe que la GH mejora la produccion de E2
dependiente de FSH por las células de la granulosa (11), asi como la formacién
de receptores de FSH y LH en estas células (12). La sintesis de GH también

ocurre en el foliculo (13), por lo que la GH podria actuar sinérgicamente con las



gonadotropinas aumentando la "estrogenicidad" del microambiente del foliculo,

lo que a su vez conduce a mejores ovocitos.

Prolactina (PRL): Se informé que el contenido de PRL era mas alto y el cAMP
mas bajo en el LF de los ovocitos fertilizados en comparacion con los huevos
no fertilizados (14). En algunos estudios se observé una relacion entre los
niveles altos de PRL (15) y bajos de cAMP en el LF, la fertilizacion y el
embarazo exitoso, pero otros no lo confirmaron. Por lo tanto, en la actualidad la
PRL del LF no se considera un marcador confiable de la calidad de los

ovocitos.

Estrégenos, progesterona (P) y androgenos: Un ambiente estrogénico
predominantemente intrafolicular esta asociado con un buen crecimiento
folicular y tiene efectos anti-atresia. Ademas, la E2 mejora la maduracion
citoplasmica de los ovocitos a través de una accion directa no gendmica a nivel
de la membrana plasmatica, induciendo a su vez la entrada de calcio
extracelular en la célula y un patrén especifico de oscilaciones de Ca®* [15]. La
relacion E2 y E2 / P elevada en el LF indican una etapa mas avanzada de
maduracion de los ovocitos y se ha encontrado repetidamente que se asocian
con una mayor probabilidad de lograr un embarazo (14). Esta observacion, sin

embargo, no fue confirmada por otros estudios (6).



También hay evidencia contradictoria con respecto al significado de los niveles
de progesterona en el LF. Varios autores encontraron que una concentracion
alta de P en LF (o una relacion E2 / P baja) era predictiva de la implantacion
posterior y el embarazo (16), y lo consideraron como un reflejo de la
luteinizacion progresiva del foliculo y la reduccién de la actividad de la
aromatasa relacionada con el logro de la maduracién final del ovulo. Por otro
lado, sin embargo, los ovocitos de foliculos que tenian una P elevada se
encontraban con frecuencia asociados con ovocitos posmaduros que
fertilizaban de forma anormal y daban lugar a embriones con mudltiples
prondcleos. Parece que mientras una exposicion 6ptima a P tiene efectos
positivos sobre las caracteristicas de los ovocitos, una exposicidn excesiva
conduce a un rapido empeoramiento de la calidad de la célula; Actualmente se
carece de un conocimiento claro del umbral en el cual P comienza a dafiar el

ovocito.

FACTORES DE CRECIMIENTO

Inhibina y activina: Las inhibinas son producidas por las células de la granulosa
y su nivel de LF refleja el nimero y la actividad de las células de la granulosa
de cada foliculo; en el LF, la inhibina A aumenta mientras que la inhibina B

disminuye durante la fase folicular (15).

Hormona anti-mulleriana (AMH): Los niveles de AMH en relacion con la calidad

de los ovocitos siguen siendo contradictorios. Se encontré que los niveles



séricos de AMH entre 1.66 y 4.52 ng / ml se asociaban con ovocitos de alta
calidad (16) y con embriones de buena morfologia. Cupisti (17) descubrié que
los niveles de AMH en foliculos individuales estaban inversamente
correlacionados con la maduracion y el potencial de desarrollo de los ovocitos.
Por el contrario, Takahashi (18) observé que los ovocitos tenian mas
probabilidades de ser fertilizados cuando su foliculo era capaz de producir
niveles altos de AMH, ya que los niveles de AMH de foliculos con ovocitos
fertilizados eran mas de 3 veces mas altos que los de foliculos con 6vulos no

fertilizados.

Proteina morfogenética 6sea-15 (BMP-15): Se encontré que BMP-15 influye en
la maduracion y calidad de los ovocitos. Se observaron niveles méas altos de
BMP-15 en el LF de los évulos que se fertilizaron y dividieron en comparacién
con los no fertilizados o no divididos (14). En el mismo estudio, también se
demostré que los niveles intrafoliculares de BMP-15 estaban correlacionados
positivamente con los niveles de estradiol en foliculos individuales. Estos

resultados aun deben confirmarse en estudios mas amplios.

Interleucinas

Se pueden encontrar citocinas proinflamatorias en el LF como resultado de la
sintesis y liberacion locales ovaricas durante la maduracion folicular y la
ovulacion; por ejemplo, IL-18 en LF deriva tanto del ultrafiltrado plasmatico

como de la sintesis local por luteinizacion de las células de la granulosa.



Prostaglandinas

La prostaglandina (PG) F2a, secretada por las células de la granulosa bajo la
estimulacién ejercida por las gonadotropinas, se propuso como marcador
bioguimico de la calidad de los ovocitos, ya que se encontré6 mayor en el LF de
los foliculos cuyos ovocitos fueron fecundados posteriormente. Ademas, se
encontré que las concentraciones de PGE2 y PGF2a en LF eran més altas en

foliculos que contenian ovocitos maduros (5).

Carbohidratos

La glucosa es el componente mayoritario en el liquido folicular, ya que
representa el 80% de los carbohidratos totales. Es la principal fuente de energia

para el metabolismo del ovario.

Lipidos

La tasa de maduraciéon de los ovocitos puede variar dependiendo de la
concentracion de fosfolipidos en el liquido folicular. El nivel de fosfolipidos en el

liquido folicular puede afectar también la tasa de fertilizacion (19).

Proteinas

El liquido folicular es rico en proteinas procedentes del plasma o secretadas de

las células de la granulosa y de la teca.



La mayoria de las proteinas del liquido folicular detectadas estan involucradas
en procesos metabdlicos (19%), procesos celulares (14%), comunicacion
celular (11%) y respuesta inmunitaria (11%). Contiene multiples proteinas
asociadas a la respuesta inflamatoria, como es de esperar, ya que la ovulacion
es un proceso asociado a la inflamacion. En cuanto a su funcién molecular se
encontrd que un 31% de las proteinas tenfan actividad catalitica, mientras que
la clasificaciébn basada en la localizacién indicéd que el 56% eran extracelulares

(20).

ESTRES OXIDATIVO

En los seres vivos se producen continuamente, durante su metabolismo
fisiolégico, reacciones bioquimicas que producen radicales libres. Procesos
oxidativos que, si ho son controlados, pueden poner en peligro la integridad

celular.

El conjunto de radicales libres que tienen la capacidad de producir dafios
oxidativos se les denomina Especies Reactivas del Oxigeno (ERO). Estos
tienen origenes distintos, desde mitocondrial hasta factores exogenos

(ionizacién, contaminacion, estrés, etc).

Las ERO incluyen iones de oxigeno, radicales libres y peréxidos, tanto
inorganicos como organicos. Son generalmente moléculas muy pequefias

altamente reactivas debido a la presencia de una capa de electrones libres.

10


https://es.wikipedia.org/wiki/Ion
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Estas especies se forman de manera natural como subproducto del
metabolismo normal del oxigeno y tienen un importante papel en la
sefalizacion celular. Sin embargo, en épocas de estrés ambiental sus niveles
pueden aumentar en gran manera, lo cual puede resultar en dafios
significativos a las estructuras celulares. Esto lleva en una situacion conocida

como estrés oxidativo.

La correcta modulaciéon de estos radicales libres por parte de los antioxidantes
reduce sensiblemente la aparicibn de muchos procesos patolégicos. Aunque
dependemos del oxigeno para respirar, este elemento es el causante de la
oxidacion celular, al producir radicales libres. Esto ocurre cuando el organismo
metaboliza naturalmente el oxigeno, iniciAndose procesos destructivos
convertido en radical libre, combindndose con otras moléculas y

transformandolas en peligrosas.

En un principio todos los radicales libres deberian ser clasificados como
nocivos, aunque se generan como consecuencia fisiologica del metabolismo
porque lo que los hace patogénicos es su aumento incontrolado. Los efectos de
las ERO sobre el metabolismo celular han sido bien documentadas en una gran

variedad de especies.

Estos incluyen no sélo los roles en la muerte celular programada y la necrosis,

sino también efectos positivos, tales como la induccidon de genes de defensa y

11
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la movilizacion de los sistemas de transporte de iones. También se lo implica
con frecuencia en funciones de sefializacion redox o sefializacion oxidativa. En
particular, las plaguetas que participan en la reparacibn de heridas y
homeostasis de la sangre liberan especies reactivas del oxigeno para reclutar
mas plaquetas en los sitios de lesion. Estas también proporcionan un enlace a
la adaptacion del sistema inmune a través del reclutamiento de globulos

blancos.

El sistema que se ve mas rapidamente afectado es el sistema inmunitario,
especialmente sensible a los ERO. Cuadros patolégicos e ineficacia de los
planes vacunales son sus principales consecuencias. La presencia y actividad
de antioxidantes contrarresta la accion de los radicales libres, ya que colabora
en mantener o restablecer el equilibrio que proporcionard un mayor nivel de
salud, protegiendo el sistema inmunitario, restaurando la eficacia de las

vacunaciones y favoreciendo el funcionamiento organico.

Las ERO se producen como parte del metabolismo celular y estan involucradas
tanto en la salud como en la enfermedad durante toda nuestra vida. Los
principales tipos de ERO incluyen el anion superdxido (02 « -), el peroxido de
hidrégeno (H20) y el radical hidroxilo (OH ¢). Las enzimas antioxidantes y las
moléculas pequeias, como el glutation, las vitaminas E, C y A y la tiorredoxina
2, mantienen el estado redox de las células. En un tejido sano, los ERO

(prooxidantes) y los antioxidantes que sirven para eliminar los ERO

12
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permanecen en equilibrio. El estrés oxidativo se refiere a la alteracion de este
equilibrio y la sobreproduccion de ERO. La fecundacion in vitro (FIV) es una de
las técnicas de reproduccion asistida mas habituales. Este método es un
tratamiento de infertilidad ampliamente aceptado y, a menudo, sigue siendo la
Unica posibilidad de tener un bebé para las parejas infértiles.
Desafortunadamente, el éxito de esta técnica, medido como una tasa promedio
de embarazo por ciclo, es solo del 30-40% (21). Entre las muchas razones del
fracaso de la FIV, el estrés oxidativo parece ser un factor importante (22). Sin
embargo, hay datos limitados sobre los posibles efectos de ERO en el sistema

reproductor femenino (23).

Los radicales libres y otros oxidantes pueden causar la oxidacion de lipidos,
proteinas y ADN, aumentando asi la probabilidad de enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas, inflamatorias y muchas otras (24). Los
productos toxicos de las reacciones radicales ejercen efectos citotoxicos,
causan dafo a la membrana celular y activan las vias de muerte celular. Por lo
tanto, los metabolitos del oxigeno pueden alterar la funcién celular e incluso

afectar la supervivencia celular (25).

Las ERO sirven como moléculas de sefial clave en una variedad de procesos
fisioloégicos en el cuerpo de una mujer, desde la maduracion de los ovocitos
hasta la fertilizacion, el embarazo y el desarrollo embrionario (26). Las ERO

juegan un papel en la fisiologia de la funcion ovarica. Se ha detectado la

13



expresion de varios biomarcadores de estrés oxidativo en ovarios humanos que
funcionan normalmente. Existe evidencia de que las ERO estan implicadas en
la maduracion del foliculo, la foliculogénesis, la funcion del cuerpo luteo y la
ovulacion (27). Ademas, se ha demostrado una actividad enzimética oxidativa
mas fuerte en las células implicadas en la esteroidogénesis, como las células

de la teca, las células de la granulosa luteina y las células del hilio.

Numerosos estudios en humanos han demostrado que el aumento de la
generacion de ERO puede estar involucrado en defectos de nacimiento y otras
situaciones como los abortos. Ademas, también hay alguna evidencia del papel
de ERO en la fisiopatologia de la infertilidad y la fertilidad asistida, pero los

datos existentes son contradictorios y no estan claros (28).

El liquido folicular (LF) crea el microambiente para el ovocito en desarrollo y
tiene un impacto directo en la calidad del ovocito, la implantacion y el desarrollo
embrionario temprano. Un desequilibrio en la producciéon de ERO en el liquido
folicular ovéarico puede tener un efecto adverso en los procesos anteriores. El
aumento de la actividad de ERO en LF puede ser toxico para la formacion de
embriones, mientras que un nivel de ERO fisioldgico puede ser indicativo de
ovocitos sanos en desarrollo (29). La medicion de estos parametros podria
tener relevancia clinica. La evaluacion de la tasa de estrés oxidativo puede ser

atil para evaluar la fertilizacion in vitro.

14



SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Dada la toxicidad de ERO vy las especies reactivas de Nitrogeno (ERN), las
células han desarrollado mecanismos de defensa que retrasan o previenen
significativamente la oxidacion de los sustratos oxidables como proteinas,
lipidos, carbohidratos y ADN, y se conocen como sistemas antioxidantes.

Las células aerobias disponen de una serie de mecanismos que les permiten
vivir en una atmdésfera con oxigeno, ya que continuamente generan cantidades
pequefias, pero significativas, de radicales de oxigeno. Existen varias posibles
clasificaciones de estas defensas antioxidantes. Una de ellas las divide en dos

grupos: sistemas de defensa primarios y secundarios.

En el primer grupo se incluyen aquellos sistemas encargados de prevenir la
peroxidacion lipidica y otros tipos de dafio oxidativo. Entre ellos se encuentran
proteinas como la transferrina o la ferritina que, al secuestrar iones Fe, impiden
que tenga lugar la reaccién de Haber-Weiss catalizada, la iniciacion de la
peroxidacion o la descomposicion de los hidroperoxidos lipidicos. La
ceruloplasmina es posiblemente un sistema de defensa extracelular. Ademas,
pertenecen a este grupo enzimas como la superdxido dismutasa (SOD) o la
catalasa (CAT), encargadas de eliminar los radicales superéxido y el peréxido
de hidrégeno respectivamente y la glutation peroxidasa (GPX), que contribuye
también a eliminar el H,O,. Se incluyen aqui compuestos como los R-carotenos

capaces de eliminar el O, en estado singlete, el acido ascorbico y el glutation.
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Los sistemas de defensa secundarios constituyen ese segundo grupo. Son
sistemas mas especificos que tienden a detener la peroxidacion lipidica una
vez que ya se ha iniciado. Entre ellos se encuentra la vitamina E, que
comprende cuatro derivados diferentes de los cuales el tocoferol es el mas
importante. También en este grupo se sitla la glutation peroxidasa, que es

capaz de reducir los hidroperoxidos lipidicos.

Otras veces, estos mecanismos de defensa se clasifican en sistemas
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, y segun si funcionan en la fraccion
soluble o en la lipidica.

Antioxidantes enzimaticos

Poseen especificidad de sustrato y catalizan la conversion de ERO en
compuestos menos reactivos, deteniendo las reacciones en cadena de la

oxidacion.

SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)
Descubierta por McCord y Fridovich (1969), la SOD cataliza la reaccién de
dismutacion del O, a H,O,, el cual puede ser eliminado a su vez por catalasa y

glutation peroxidasa.

CATALASA (CAT)

CAT cataliza la conversion de H,O, en H,O y O..
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Aunque CAT no es esencial para algunos tipos celulares en condiciones
normales, si tiene un papel en la respuesta adaptativa de la células al estrés

oxidativo (30).

GLUTATION PEROXIDASA (GPX)
La GPx comparte su sustrato con la CAT, pero ademas cataliza la reduccion de
diferentes hidroperoxidos lipidicos y orgénicos utilizando GSH que es

transformado en glutation disulfuro (GSSG).

GLUTATION S-TRANSFERASA (GST)

Cataliza la conjugacién de GSH con un centro electrofilico de una molécula
pequefia. De esta manera ejerce un papel protector contra la toxicidad causada
por xenobidticos y sus metabolitos. Los derivados conjugados del GSH son por
lo general biolégicamente inactivos y no toxicos, y son rapidamente excretados
por el organismo tras su conversibn metabdlica en derivados del acido

mercapturico (31).

PARAOXONASAS (PONS)
La familia de las paraoxonasas se compone de tres miembros que son
homodlogos estructurales: PON1, PON2 y PON3, cuyos genes se encuentran

situados de forma adyacente en el brazo largo del cromosoma 7 en los seres
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humanos y comparten un 70% de identidad en sus secuencias. Las proteinas
PON1, PON2 y PONS3 tienen un peso molecular de aproximadamente 40 KDa y

estan formadas por 355 aminoacidos.

Antioxidantes no-enzimaticos

Las sustancias antioxidantes pueden prevenir la formacion de radicales libres,
como por ejemplo los quelantes de metales de transicibn que evitan la
formacion del radical hidroxilo, o bien detener las reacciones en cadena de la
peroxidacion, proporcionando un electrén a un radical libre, con la consiguiente
formacion de un producto estable. Entre estos antioxidantes se hallan las
vitaminas Cy E y el GSH.

Vitamina E

La vitamina E pertenece al grupo de vitaminas liposolubles ampliamente
distribuidas en los alimentos de origen vegetal. Consta de 2 partes: un anillo
complejo de cromano y una larga cadena lateral de fitilo. Existen cuatro formas
de la vitamina E: alfa, beta, gamma y delta-tocoferol, y cada una de ellas
contiene a su vez 8 isomeros, siendo el RRR-a-tocoferol la forma mas activa de

la vitamina E en humanos y un poderoso antioxidante biolégico.

Vitamina C

La vitamina C o el acido ascorbico es un solido cristalino blanco muy soluble en

agua. El acido ascorbico en plantas y algunos animales es sintetizado a partir
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de la glucosa, pero los humanos no lo sintetizan. Por ello es necesario ingerirla
en la dieta (32).

En el citosol la vitamina C actia como un antioxidante primario que elimina
ERO producidas en el metabolismo celular. La vitamina C favorece el reciclado

de la vitamina E (33).

Glutatién (GSH)

El GSH es un tripéptido formado por L-cisteina, L-glutamato y L-glicina (y—Glu-
Cys-Gly). Ademas de participar en reacciones de conjugacion catalizadas por
GST para la eliminacién de xenobidticos, el GSH es el principal antioxidante
intracelular. El glutation esta presente en las células tanto en su forma reducida
como oxidada.

EROs EN LA FISIPATOLOGIA DE LA REPRODUCCION

En reproduccién femenina, las ERO y sus sistemas antioxidantes desempefian
diferentes funciones. Con niveles adecuados se comportan como mediadores
de la sefalizacion hormonal, la esteroidogenesis ovarica, la ovulacion, la
formacién del cuerpo lateo y la luteolisis, asi como de la funcién de las células
germinales. Estos ERO a menudo se forman dentro del ovario como parte de la
sintesis de hormonas esteroideas durante las fases folicular y lutea.

La transicion desde el foliculo en desarrollo hasta el foliculo antral se asocia a
un marcado aumento del metabolismo de las células de la granulosa,
fundamentalmente en la produccion de esteroides via citocromo P450 (34), con

el consiguiente aumento de la generacion de radicales libres.
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El O, puede dar lugar a la ruptura de la pared folicular, requisito indispensable
para la ovulacion; de hecho, se ha observado que la peroxidacion lipidica se
intensifica en el foliculo preovulatorio. Ademés, las ERO intervienen en la
maduracion del ovocito, dado que inducen la reanudacion de la meiosis | en la

pubertad.
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CAPITULO IlI

HIPOTESIS

El estrés oxidativo influye en mdultiples procesos biolégicos incluyendo el éxito
de las técnicas de reproduccién asistida, por lo que el estado antioxidante del
liquido folicular podria reflejar la calidad ovocitaria asi como su capacidad de

fertilizarse y de subsecuentemente culminar en embarazo.
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CAPITULO IV

OBJETIVOS

Objetivo general

e Investigar el impacto del estrés oxidativo en el liquido folicular con

respecto a la madurez ovocitaria y los resultados reproductivos en

pacientes sometidas a FIV.

Objetivos Secundarios

- Asociar el impacto del estrés oxidativo en el liquido folicular con los

resultados de la tasa de implantacion (3-hCG).
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CAPITULO V

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio prospectivo, no aleatorizado en el que se incluyeron
mujeres con diagnostico de infertilidad primaria o secundaria que acudieron al
Centro Universitario de Medicina Reproductiva del Hospital Universitario “Dr.
José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad Autonoma de Nuevo Leén en 2020
y que se sometieron a un tratamiento de fertilidad con técnicas de alta
complejidad (FIV e ICSI). Se incluyeron mujeres que consultaron por
infertilidad, de 18 a 42 afios que ingresaron al programa de FIV/ICSI, sin
endometriosis severa y con factor masculino normal. Se excluyeron casos de
cancelacién de ciclo de estimulacion ovérica controlada por mala respuesta,
con obesidad, historia de cirugia pélvica en los ultimos 3 meses, o aquellas
pacientes en las que no se obtuvieron évulos o con infecciones o datos de

inflamacion.

En este estudio como proxy de la calidad del liquido folicular se realizd la
medicion cualitativa del potencial de oxido-reduccion estatica (SORP) mediante
el uso del sistema MiIOXSYS. Posteriormente, se evalud la madurez ovocitaria y

las tasas de implantacion embrionaria.

Estimulacion ovarica

En la reproduccion asistida, se pretende imitar lo que ocurre en el ciclo natural

pero a mayor escala, de manera que maduren varios foliculos ovaricos a la vez.
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Esto se consigue con el tratamiento hormonal que contiene la hormona FSH.
Ademas, la estimulacion ovarica es bilateral: los foliculos crecen en ambos

ovarios a la vez.

Concretamente, la estimulacion ovarica controlada para la FIV consiste en tres

fases que se caracterizan por la administracion de diferentes farmacos:

Frenaje o supresion hipofisaria

Se administran farmacos analogos de la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH) con la finalidad de hacer un bloqueo del flujo hormonal interno entre la
hipofisis y los ovarios. De esta manera, no hay produccion enddégena de

gonadotropinas (FSH y LH) y los ovarios se mantienen en reposo.

Desarrollo folicular multiple

Una vez bloqueada la hipdfisis, es necesario administrar gonadotropinas
exdgenas para conseguir un desarrollo folicular controlado. Lo que se pretende
es sincronizar toda la cohorte de foliculos y que crezcan todos a la vez hasta

conseguir un tamafio adecuado.

Maduracion folicular final
Esta fase consiste en una inyeccion final de un farmaco que contiene la
hormona hCG para que los 6vulos que hay en el interior de los foliculos puedan

madurar. Es muy importante programar la puncion folicular unas 36 horas
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después de esta inyeccion, ya que si pasa mas tiempo se produciria la
ovulacion y los évulos maduros serian expulsados de los ovarios a las trompas

de Falopio.

Tipos de farmacos

Los farmacos empleados durante la estimulacion ovérica se dividen en:
Agonistas de la GnRH

Son las hormonas utilizadas para frenar la hipofisis en los protocolos largos de
estimulacion ovarica controlada (EOC).

Antagonistas de la GnRH

Son las hormonas utilizadas para frenar la hipofisis en los protocolos cortos de
EOC.

Gonadotropinas

Son los farmacos que contienen FSH y/o LH como principios activos.
Inductores de la ovulacién

Son los medicamentos que sirven para realizar la maduracion folicular final e

inducir la ovulacion.

Control médico

Para el presente estudio, el estudio consistido en la estimulacion ovarica de la
paciente seguido de la puncion folicular dictada por el control médico.
Especificamente, el tratamiento hormonal para estimular los ovarios, es decir,

las gonadotropinas, se debe empezar a administrar los primeros dias de regla
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(entre el dia 1 y el dia 3). Se realiza una ecografia transvaginal a la mujer para
comprobar que los ovarios estdn en reposo y, si es asi, se puede comenzar con

la estimulacion.

El tratamiento suele administrarse mediante inyecciones subcutaneas diarias
en la zona del abdomen. Tras varios dias con la aplicacion de estos farmacos,
la paciente debe acudir a la clinica para comprobar como se van desarrollando
los foliculos por ecografia. Este control debe repetirse aproximadamente cada

dos dias.

Durante el seguimiento médico, se cuentan los foliculos que van creciendo y se
mide su tamafo. Si fuera necesario, el ginecologo ajustaria la dosis del
medicamento con el fin de obtener una respuesta ovarica éptima.

El tamafio adecuado que deben alcanzar los foliculos es de aproximadamente
18 mm. Ademas, también es necesario controlar el nivel de estradiol, que suele

ser de 200-300 pg/ml por cada foliculo maduro.

En ese momento, se programa la puncion folicular para la recuperacion de los
Ovulos maduros y se indica a la mujer el momento exacto en el que tendra que

aplicarse la inyeccion de hCG.

Durante la puncion folicular se colectara la muestra de liquido folicular mediante

aspirado.
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Puncién folicular

El siguiente paso es la obtencion de los 6vulos mediante la puncion folicular u
ovarica mediante aspirado. Se trata de una intervencion quirargica realizada
bajo anestesia en la que el ginecdlogo va pinchando los foliculos del ovario
("bolsas" que contienen los 6vulos) y aspirando su contenido. Para este estudio
se descartaron aquellas muestras contaminadas con sangre o medio de cultivo

y se empled un contenedor por cada foliculo aspirado.

Una vez obtenido el liquido folicular se analizé bajo microscopio estereoscopico
para localizar el ovocito, el cual fue separado para la TRA. Mientras que de
aproximadamente 5-10 ml del liquido folicular, fueron colocados en un tubo
conico estéril el cual sera centrifugado a 1000 g por 10 minutos para remover el
detrito celular. Posteriormente, ~1.5 mL del sobrenadante fueron colocados en

un crio vial y almacenados a -80°C, hasta su analisis.

El liquido folicular fue analizado por el sistema MIOXSYS, que mide la
transferencia de electrones en todos los oxidantes y reductores conocidos y
desconocidos dentro de la muestra biolégica. El sistema MIOXSYS mide el
potencial de oxido reduccion estatico (SORP). La suma de estrés oxidativo en
comparacion con la cantidad de estrés de reduccion (equilibrio redox) presente
en una muestra de liquido folicular se puede medir con un electrodo sORP. El

sistema MIOXSYS se basa en la tecnologia electroquimica que utiliza un
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sensor de electrodos basada en platinos con una celda de referencia Ag/AgCly

un analizador basado en galvanostato que completa el circuito.

Para lo anterior, las muestras fueron descongeladas en un bafio de agua a 37
°C, posteriormente, se inserté un sensor en el equipo MiIOXSYS, al que se
aplicaron 30 pl de la muestra del liquido folicular. Internamente, la muestra fluye
a través del electrodo de trabajo y llena la celda de referencia, completando asi
el circuito electroquimico, La medida de sORP resultante refleja el promedio de
los 10 segundos finales (o 20 lecturas) del proceso.

Los valores de sORP exhibidos por encima del rango normal implicaria un
desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes (oxidantes elevados) evidenciando
la presencia de estrés oxidativo en la muestra. Sin embargo, no se ha

establecido un rango normal de valores de sORPs en liquido folicular.

Tamafio de muestra
Dado que existe informacion limitada con respecto a la medicién de estrés
oxidativo se realiz6 un estudio piloto con 15 pacientes con diagndstico de

infertilidad primaria o secundaria.

Analisis estadistico
Los valores de sORP (mV) obtenidos de las muestras de liquido folicular se
presentaron como medias * error estandar o medianas (con percentiles 25 y

75).
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Las variables a medir fueron directamente el potencial oxido reduccion (SORP)
del liquido folicular con respecto al factor de infertilidad de la paciente, y a las

tasas de embarazo.

Para la comparacion entre los grupos se realizo la prueba de Kolmogorov-
Smirnov para variables continuas no paramétricas. En las comparaciones,

fueron considerados como estadisticamente significativos valores de P <0.05.

Se realizo una regresion logistica , tomando en cuenta el resultado de la prueba
de embarazo, el SORP y se ajusto con las variables de edad y factor de

infertilidad usando el SPSS Statistics version 20.

Consideraciones éticas

El presente protocolo fue sometido para su autorizacion al Comité de Etica vy
Comité de Investigacion del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez”. Y se mantuvo la confidencialidad de los sujetos de investigacion
mediante un numero de registro Unico en expedientes archivados en el
departamento de Biologia de la Reproduccion al que solo tienen acceso las
personas involucradas en la elaboracién del estudio. El presente protocolo no
tuvo ninguna ganancia financiera o comercial por su realizacion, por lo que los
autores declararon no tener ningun tipo de conflicto de interés por su

realizacion.
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Dada la naturaleza del estudio, donde se evalu6 el estrés oxidativo en un
material biolodgico que es obtenido durante los procedimientos realizados en las
TRA y el cual es usualmente descartado, no prevemos que podamos detectar

alguna anomalia. Sin embargo, si fuera el caso se informaria a la paciente.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

Se incluyeron 15 pacientes que cumplian con criterios de inclusion. Las
caracteristicas basales de la poblacién estudiada se describen en la tabla 1. La
edad media de las participantes fue de 34.6 £ 5.1 afios. Siendo la edad minima
de 25 afos y la méxima de 42 afios. El valor medio del sORP fue de 151.2 +
45.6 mV, con un valor minimo de 94.7 y maximo de 300.4 mV. Se subdividieron
en rangos intercuartilicos obteniendo valores entre el 25% y 75% de 124.9 a

161.5% respectivamente.

Tabla 1.- Descripcién de participantes

Media + DS Min-max. 25-75%
Edad 346+5.1 25-42 31-38
sORP 151.2 +45.6 mV 94.7 -300 mV 124.9-161.5 mV

Se recupero un total de 157 ovocitos de las pacientes incluidas en el estudio.
Se hizo un seguimiento de 50 ovocitos de los cuales 47 fueron recuperados en

estadio MII.

Las pacientes se clasificaron dependiendo del factor de infertilidad. De las 15
pacientes incluidas, 10 de ellas presentaban factor de infertilidad ovarico,

correspondiente al 66% de la poblacién analizada. Mientras que 4 pacientes
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presentaron factor de infertilidad ovarico correspondiente al 27% y una paciente

no presentaba ninguno de los factores descritos anteriormente (7%).

Al realizar el analisis comparativo de los valores de sORP entre los factores
ovaricos y tubaricos, utilizando la prueba no paramétrica para datos continuos
de Kolmogorov-Smirnov, no se obtuvo diferencia estadisticamente significativa
(p=0.26) entre el estrés oxidativo de pacientes con factor ovarico o tubarico que

se sometieron a alguna técnica de reproduccion asistida (Figura 1).

Figura 1. Valores de sORP por factor de infertilidad
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Por altimo, un andlisis comparativo entre los valores de SORP de pacientes con

prueba de embarazo (RBhCG) positiva y negativa. De las 15 pacientes incluidas

en total, se realiz6 transferencia embrionaria (TE) a 13 de ellas. Dos semanas

después de la TE, los resultados fueron recabados, 9 tuvieron BhCG positivas y

4 BhCG negativas. No se encontro diferencia estadistica (p=0.61) en los valores

de sORP con respecto a los resultados de la prueba de embarazo (Figura 2).

Figura 2.- Valores de sORP por resultado de embarazo
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Se realizo una regresion logistica para evaluar si es posible predecir el

resultado de la prueba de embarazo basado en el valor de sORP, sin embargo,

basado en el valor de p =0.727 con un 95% CI para OR de 0.976-1.035, no es

posible realizar estas predicciones (Tabla 2).

Tabla 2. Regresion logistica de embarazo y sORP.

Variables en la ecuacién

95% C.I. para Odds

Ratio
Valorde  Odds
B Error estandar ~ Wald gl p Ratio Inferior ~ Superior
Paso sORP .005 .015 122 1 727 1.005 .976 1.035
1° Constante 040 2.255 000 1 986 1.041

a. Variables especificadas en el paso 1: sORP.

Ademas, la regresion logistica se ajusté con la edad

de las pacientes, y

tampoco se encontré una significancia estadistica (p=0.838) con un 95% CI

para OR de 0.976-1.035, por lo que en este punto nuestros datos no nos

permiten realizar una prediccion (Tabla 3).
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Tabla 3. Regresién logistica de embarazo y sORP, ajustada por la edad de las

Variables en la ecuacién

95% C.I. para Odds

Valorde  Odds Ratio
B Error estandar ~ Wald gl p Ratio Inferior ~ Superior
Paso 1* sORP .005 .016 .089 1 .766 1.005 .975 1.036
Edad .025 120 .042 1 .838 1.025 .810 1.297
Constante -718 4.349 .027 1 .869 .488

a. Variables especificadas en el paso 1: sORP, Edad.

pacientes.

Del mismo modo, al afiadir a la regresion logistica el factor de infertilidad, los

datos son insuficientes para permitir una prediccion (Tabla 4).

Tabla 4. Regresion logistica de embarazo y sORP, ajustada por la edad y factor

de infertilidad de las pacientes.

Variables en la ecuacioén

95% C.I. para Odds

Error Valor de Ratio
B estandar Wald gl p Odds Ratio  Inferior = Superior
Paso 1®° sORP .015 .025 .352 1 .653 1.015 .966 1.067
Edad .044 .120 133 1 .716 1.045 .825 1.323
Factor 427 2 .808
Factor(1) -21.728 40192.980 .000 1 1.000 .000 .000
Factor(2) -20.794 40192.980 .000 1 1.000 .000 .000
Constante 18.383 40192.981 .000 1 1.000 96320526.70
6

a. Variables especificadas en el paso 1: sORP, Edad, Factor.
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CAPITULO VII

DISCUSION

Como mencionamos previamente, el liquido folicular (LF) proporciona un
microambiente muy importante para el desarrollo de los ovocitos. Se han
estudiado diversos componentes del liquido folicular (LF), como citocinas,
factores de crecimiento y hormonas, y su posible influencia en el desarrollo
ovocitario y calidad embrionaria. El estrés oxidativo ha surgido recientemente
como un factor importante que influye negativamente en los resultados de las
técnicas de reproduccion asistida (TRA). Los malos resultados obtenidos en
estas técnicas podrian deberse a una falta de los mecanismos de proteccion
natural del ovocito y embrién frente al estrés oxidativo in vitro. Se ha
demostrado que las concentraciones de varios marcadores de estrés oxidativo
son mayores en plasma que en LF, lo que sugiere que el LF cuenta con altas
concentraciones de antioxidantes que protegen al ovocito del dafio oxidativo

(35).

Diversos estudios han centrado su interés en el microambiente que rodea al
ovocito, y han encontrado ERO y antioxidantes en el liquido folicular. Por ello,
un desbalance entre las ERO y los sistemas antioxidantes en el LF podria ser
responsable de un desarrollo anormal del ovocito, causando dafio en el ADN, el
citoesqueleto y las membranas celulares, que se traduciria en una menor

capacidad de fertilizacion del ovocito.
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Maldonado y colaboradores realizaron un estudio prospectivo que midié el ORP
en el liquido folicular por MIOXSYS de 20 donantes y 20 pacientes. Los
resultados obtenidos fueron que los valores de ORP en el liquido folicular de
pacientes fueron significativamente (p<0.0001) mas altos comparados con
aguellos obtenidos en las donantes (100.8 + 17.5 mV vs 86.0 £ 14.8 mV) (36).
En contraste con nuestro estudio que fue realizado en pacientes infértiles
Gnicamente y los valores promedio de ORP fueron de 151.2 + 45.59 mV

independientemente del factor de infertilidad que presentara.

Heromi y colaboradores realizaron un estudio prospectivo, en el cual midieron
el estrés oxidativo en liquido folicular y medio de cultivo ovocitario, con 211
muestras foliculares de 124 pacientes, concluyendo que, a menor indice de
estrés oxidativo, mejor es el estado de fertilizacion y el desarrollo embrionario

(37).

Nuestro estudio incluyd un total de 15 pacientes que se sometieron a alguna
técnica de reproduccion asistida. Encontrandose un promedio de los valores
SORP de 151.2 £+ 45.6 mV. Dado que no existen valores de referencia a nivel
mundial, decidimos investigar el impacto tiene el estrés oxidativo en el liquido
folicular sobre la madurez y tasas de embarazo y aunque no encontramos
diferencias estadisticamente significativas en las comparaciones que
realizamos, observamos valores mas altos que los reportados por Maldonado y

col. Otra diferencia con respecto al estudio de Maldonado y col fue el uso de la
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muestra en fresco, posterior a la puncién folicular, que en nuestro caso fue
después de un periodo de almacenamiento a -80 °C, ya que se les dio

seguimiento a los 6vulos recuperados.

El sORP del liquido folicular se midi6 con el MiIOXSYS, sin embargo, este
equipo esta disefiado para medir el estrés oxidativo para muestras de semen.
En el presente trabajo, se pretendié innovar mediante el uso de este dispositivo
para evaluar una matriz diferente, tal cual fue el liquido folicular. Este trabajo,
es el primero en nuestro conocimiento que evallta el liquido folicular mediante
el sistema MiIOXSYS con respecto al factor de infertilidad, calidad ovocitaria y

embarazo.

Basado en los resultados de la regresion logistica no podemos predecir el
resultado de la prueba de embarazo basado en los niveles de sORP de las
muestras de liquido folicular de las pacientes que se sometieron a una técnica
de reproduccion asistida de alta complejidad. Lo anterior debido a que el
numero de muestras es insuficiente para realizar tales predicciones. Del mismo
modo, no se pudieron realizar predicciones al ajustar el modelo con otras
variables como la edad y el factor de infertilidad de la paciente. Por lo que,
como perspectiva de este estudio, se requiere la inclusion de un mayor numero

de muestras de liquido folicular.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Mediante los resultados de este trabajo no se establecio el impacto del estrés
oxidativo en el liquido folicular con respecto a la madurez ovocitaria y los
resultados reproductivos en pacientes sometidas a FIV. Asi mismo, no se
asoci6 el impacto del estrés oxidativo en el liquido folicular con los resultados

de la tasa de implantacion (3-hCG).

En el presente trabajo no se encontraron diferencias significativas en cuanto a
la madurez ovocitaria y tasas de implantacion (embarazo) en las pacientes con
factor de infertilidad ovéarico o tubarico sometidas a alguna técnica de

reproduccion asistida.

Se necesita incluir un mayor numero de muestras, para fortalecer nuestras
observaciones, lo cual podria ayudarnos a lograr una significancia estadistica.
Por lo que son necesarios mas estudios en este campo para poder establecer
valores de referencia globales que nos ayuden a dilucidar el papel del estrés
oxidativo en los resultados de las técnicas de reproduccion asistida de alta

complejidad.

39



CAPITULO IX

ANEXOS

i
 respuesta a su solicitud con nimero de ingreso P120-00254 con fe«
. recibida en las oficinas de la Secretaria de Investigacién Clin i
nvestigacion, se extiende la siguiente notificacion con fundamento en el articu
General de Salud; los articulos 14 inciso VII, 99 inciso |, 102, 109 y 112 del Decreto
la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la salud publicado el dia |
2014; ademas de lo establecido en los puntos 4.4, 6.2, 6.3.2.8, 8 y 9 de la Norma Ofi
NOM-012-SSA3-2012, que establece los criterios para la ejecucion de proyectos de i
para la salud en seres humanos; asi como por el Reglamento interno de Investigacion
Institucion.

Se le informa que el Comité a mi cargo ha determinado que su proyecto de investigacion clir
abajo mencionado cumple con los aspectos éticos necesarios para garantizar el bienestar
derechos de los sujetos de investigacion que la sociedad mexicana demanda, por o cual ha s
APROBADO.

b
Titulado “Impacto del estrés oxidativo en el liquido folicular sobre la madurez ovocitaria y tasa
de implantacién en pacientes sometidas a FIV"

De igual forma el siguiente documento:
e Protocolo escrito en extenso, version 4.0 de fecha Septiembre 2020.

Por lo tanto usted ha sido autorizado para realizar dicho estudio en el Departamento
Ginecologia y Obstetricia del Hospital Universitario como Investigador Responsable. Su proy
aprobado ha sido registrado con la clave GI20-00014. La vigencia de aprobacién de este pr
es al dia 01 de Octubre del 2021.

Participando ademas el Dr. Juan Enrique Ferez Paz como Tesista, el Dr. Luis Humberto
Hernandez, Dr. Felipe Arturo Morales Martinez, Dra. C. Selene Marysol Garcia Luna,
Eugenia Espinoza Rodriguez y la MIP Ana Paula Rabago Jamaica como Co-Investigadores.

vez que el protocolo original, asi como la carta de consentimiento info
involucrado en el proyecto sufran modificaciones, éstas deberan so

obligacion realizar visitas de seguimiento a su sitio de iny
i idamente consignado. En caso ;
nporal efinitival Y
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mente o cuando el Comité lo solicite. ,
ujeta a los lineamientos de las Buenas Précticas Clinicas en |
‘el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de in

A3-2012, el Reglamento Interno de Investigacion de nuestra

Atentamente,
“Alere Flammam Veritatis”
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CAPITULO XII

ABSTRACT

Introduction:

Follicular fluid (FF) provides a very important microenvironment for the
development of oocytes. In living beings, during their physiological metabolism,
biochemical reactions with the production of free radicals are continuously
produced. Oxidative processes that we do not control can endanger cell
integrity. The set of free radicals that have the ability to produce oxidative
damage are called Reactive Oxygen Species (ROS, according to the English
acronym for reactive oxygen species). Numerous human studies have shown
that increased ROS generation may be involved in birth defects and other
situations such as abortions. Furthermore, there is also some evidence for the
role of ROS in the pathophysiology of infertility and assisted fertility, but the

existing data are conflicting and unclear.

Objective:
To investigate the impact of oxidative stress on follicular fluid with respect to

oocyte maturity and reproductive outcomes in patients undergoing IVF.

Materials and methods:

A prospective, non-randomized study was carried out in which women with a
diagnosis of primary or secondary infertility who attended the University Center
for Reproductive Medicine of the University Hospital of the UANL were included.
Women who entered the IVF / ICSI program, who were between 18 and 42
years old, were included. To search for a statistical relationship of the data, the
Kolmogorov-Smirnov test was used and a value of p <0.05 was considered a

statistically significant finding.
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Ethical aspects:
It was approved by the research ethics committee of the Autonomous University

of Nuevo Ledn, accepted with the registration code GI20-00014.

Results:

Fifteen patients who met the inclusion criteria were included. The mean age of
the participants was 34.6 + 5.1 years. The mean value of the SORP was 151.2 +
45.6 mV. Of the 15 patients included in total, 13 of them underwent embryo
transfer, obtaining 9 patients positive BhCG results and 4 negative BhCG
results. No statistical difference was found in the values of SORP with respect to

the results of the pregnancy test (p = 0.61).

Conclusions:

Our data did not show statistical differences in terms of oocyte maturity and
implantation rates (pregnancy) in patients with an infertility factor who

underwent an assisted reproductive technique.

Key words: Oxidative stress, follicular fluid, Mioxsys
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