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Resumen

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es un desorden enddcrino-reproductivo que
afecta al 15% de mujeres en edad reproductiva. Las mujeres con SOP presentan
hiperandrogenismo, oligo/anovulacién y ovario poliquistico que contribuyen al desarrollo
de problemas de infertilidad. La fisiopatologia del SOP incluye la alteracion del eje
hipotalamo-pituitaria y la disfuncibn metabdlica asociada con la glucotoxicidad y con la
hiperinsulinemia. El exceso de insulina contribuye al hiperandrogenismo actuando
directamente sobre el hipotalamo y la pituitaria, provocando niveles anormales de
gonadotropinas actuando sinérgicamente con la Hormona Luteinizante para aumentar la
produccién de andrégenos a nivel ovérico (altera la esteroidogénesis en las células de la
teca). De los varios desérdenes hormonales que presentan estas pacientes, la
hiperinsulinemia y la insensibilidad a la insulina son aspectos regulables si se controla la
exposiciéon ambiental a los carbohidratos (CH). La glucotoxicidad (exposicion persistente
a mas de 150g de CH totales/dia) genera hiperinsulinemia constante, resistencia a la
insulina (RI) y contribuye al desarrollo de los signos clasicos del sindrome metabdlico
(SM). El control de la ingesta de CH puede contribuir a evitar la hiperinsulinemia, mejorar
la salud metabdlica y con ello generar una mejor respuesta ovulatoria, endometrial con la
mejora de los indicadores reproductivos y el logro de un embarazo mediante Fertilizacion
in vitro (FIV).

El objetivo de este estudio fue inducir cetosis nutricional en pacientes con SOP con R,
signos de SM, y con ciclo fallido de FIV, controlando la glucotoxicidad y la
hiperinsulinemia por medio de una intervencidn nutricional que corrija la exposicion
excesiva a CH y analizar su efecto sobre los pardmetros metabdlicos y reproductivos.
Este fue un estudio piloto con 12 pacientes SOP atendidas en el Instituto Ingenes con un
ciclo de FIV sin lograr el embarazo, que aceptaron participar en el estudio, y mostraron
signos/sintomas de SM (definicibon Harmonized) y Rl (HOMA-IR>1.96). Se modificé la
dieta disminuyendo el consumo de CH (maximo 50g/dia), moderando proteinas (max.
25%) y ajustando consumo cal6rico con grasas saludables, para inducir cetosis
nutricional definida por la presencia de acetoacetato en orina = 40mg/dl). La intervencién
tuvo una duracion variable (minima de 6 semanas); al final de la intervencién y antes de
iniciar la estimulacion ovarica controlada, se evaluaron nuevamente los parametros
metabdlicos, y las pacientes se sometieron a un nuevo ciclo de FIV. Tras la estimulacion
ovarica controlada, se hizo la captura ovular y la FIV, y se evaluaron los indicadores
reproductivos (nimero de ovocitos colectados, tasa de fertilizacién, embriones viables en
estado de blastocistos de buena calidad en el dia 5, embriones transferidos, grosor
endometrial) y obstétricos (porcentaje de implantacién, logro de embarazo bioquimico y
clinico, embarazo en curso y recién nacido vivo).

De las 37 pacientes candidatas a participar en este estudio, se valoré el efecto combinado
de la disminucion de la Rl y los signos del SM 12 pacientes SOP con un ciclo previo de
FIV que fue fallido y con Rl (HOMA-IR > 1.96). La intervencion nutricional tuvo una
duracion de 14411 semanas y la cetosis nutricional se logré en 13.4+8.1 dias. El consumo
de CH disminuy6 de 208=*50.5 g/dia a 41.71£10.1 g/dia, resultando en disminucion
significativa en el peso corporal (-7.9£1.1 kg) y en la glucosa en ayuno (-11.4+3.5

mg/dl), los triglicéridos (-43.8+11.6 mg/dl), la insulina en ayuno (-11.6 +3.6 plU/ml) y en
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el indice HOMA-IR (-3.28+1.27). Al haber logrado la cetosis y con la disminucion en la Rl,
las pacientes iniciaron un siguiente ciclo FIV. Al comparar los parametros reproductivos
entre ambos ciclos, no hubo diferencia significativa en nimero de ovocitos, tasa de
fertilizacion y embriones viables producidos. Sin embargo, si hubo una mejora
significativa en la tasa de implantacién embrionaria (83.3 vs 8.3%), embarazo clinico (66.7
vs 0%), y en embarazo en curso/tasa de nacido vivo (66.7% vs 0%). Interesantemente,
el crecimiento endometrial si mostré una tendencia hacia la mejora en el grosor al
momento de la transferencia, lo que puede explicar la mejor tasa de embarazo exitoso.

En conclusién, la restriccién en el consumo de CH en pacientes SOP indujo cetosis
nutricional, mejoro los parametros metabdlicos y disminuyo la RI, permitiendo que, en el
nuevo ciclo de FIV, las tasas embarazo y recién nacido vivo mejoraran significativamente.

Abstract

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is an endocrine-reproductive disorder that affects 15%
of women of reproductive age. Women with PCOS have hyperandrogenism,
oligo/anovulation, and polycystic ovary that contribute to the development of infertility
problems. The pathophysiology includes alteration of the hypothalamic-pituitary axis and
metabolic dysfunction associated with glucotoxicity and hyperinsulinemia. Excess insulin
contributes to hyperandrogenism by acting directly on the hypothalamus and/or pituitary,
causing abnormal levels of gonadotropins or by acting synergistically with Luteinizing
Hormone to increase androgen production at the ovarian level (it alters steroidogenesis
in theca cells). Of the various hormonal disorders presented by these patients,
hyperinsulinemia and insulin insensitivity are regulable aspects if environmental exposure
to carbohydrates (CH) is controlled. Glucotoxicity (persistent exposure to more than 150g
total CH/day) generates constant hyperinsulinemia and insulin resistance (IR) and
contributes to the development of the classic signs of metabolic syndrome (MS). We
hypothesized that controlling CH intake can help avoid hyperinsulinemia, improve
metabolic health, generate a better ovulatory and endometrial response, and improve
reproductive indicators and pregnancy achievement through In Vitro Fertilization (IVF).

The objective of this study was to induce nutritional ketosis in patients with PCOS, signs
of MS, and a previous failed IVF cycle, controlling glucotoxicity and hyperinsulinemia
through a nutritional intervention that corrects excessive exposure to carbohydrates and
analyzing its effect on metabolic and reproductive parameters through a prospective study
with patients treated at the Ingenes Institute with PCOS who have already gone through
an IVF cycle without achieving during pregnancy, agreed to participate in the study, with
signs/symptoms of MS (Harmonized definition) and presenting insulin resistance (HOMA-
IR>1.96). The diet was modified by decreasing HC intake (maximum 50g/day),
moderating protein (max. 25%), and adjusting healthy fat intake to induce nutritional
ketosis defined by the presence of acetoacetate in urine = 40mg/dl). The intervention had
a variable duration (minimum of 6 weeks); at the end of the intervention and to initiate
controlled ovarian stimulation, metabolic parameters were reassessed, and patients
underwent a new IVF cycle. After controlled ovarian stimulation, ova were collected and
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in vitro fertilization was performed. Reproductive indicators such as the number of oocytes
collected, fertilization rate, viable embryos in blastocyst state of good quality on day 5,
embryos transferred, endometrial thickness), and obstetric (percentage of implantation,
achievement of biochemical and clinical pregnancy, ongoing pregnancy, and live
newborn) were evaluated.

This study assessed the combined effect of decreased IR and signs of MS on obstetric
outcomes in PCOS patients whose infertility problem is treated by IVF. We evaluated 12
PCOS patients with a previous cycle of IVF that failed and with RI (HOMA-IR > 1.96).
Patients followed a ketogenic diet (50 g carbohydrate/1800-2000 calories/day); The
development of nutritional ketosis was monitored by the presence of ketone bodies in
urine (>40 mg/dl), changes in biochemical and anthropometric parameters, as well as in
reproductive and obstetric indicators. The nutritional intervention lasted 14+11 weeks, and
nutritional ketosis was achieved in 13.4+8.1 days. Carbohydrate consumption decreased
from 208+50.5 g/day to 41.71+10.1 g/day, resulting in significantly decreased body weight
(-7.9« 1.1 kg), and fasting glucose (-11.4+3.5 mg/dl), triglycerides (-43.8+11.6 mg/dl),
fasting insulin (-11.6+£3.6 plU/ml) and HOMA-IR index (-3.28+1.27). Upon ketosis
achievement and decreased in IR, the patients started another IVF cycle. When
comparing reproductive parameters between both cycles, there was no significant
difference in the number of oocytes, fertilization rate, and viable embryos produced.
However, there was a significant improvement in embryo implantation rate (83.3% vs.
8.3%), clinical pregnancy (66.7 vs. 0%), and ongoing pregnancy/live birth rate (66.7% vs.
0%). Interestingly, endometrial growth did show a trend toward improvement in thickness
at the time of transfer, which may explain the better rate of successful pregnancy.

In conclusion, restriction in carbohydrate consumption in PCOS patients induced
nutritional ketosis, improved metabolic parameters, and decreased IR, allowing
pregnancy and live newborn rates to improve significantly in the new IVF cycle.
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1 Introduccién

1.1. Alteraciones en la foliculogénesis

En humanos, los factores que tienen influencia en el crecimiento folicular se
coordinan de tal manera que solo se seleccione, de forma secuencial, un foliculo terminal
para su maduracion y ovulacion. De esta forma, existe un balance dinamico entre foliculos
en crecimiento e inactivos. Hay condiciones de conducen a la pérdida en el balance entre
los andrégenos, la hormona anti-Mulleriana (AMH) y la hormona foliculoestimulante
(FSH), resultando en arresto folicular. El exceso de hormona luteinizante (LH) impulsa a
las células de la teca a producir andrégenos, lo que resulta en que la concentracion de
FSH y la conversién de androgenos a estradiol es insuficiente. En consecuencia, falla la
seleccion de un foliculo dominante, resultando en anovulacion crénica. Ademas, la AMH
secretada por las células de la granulosa también participa en este desbalance, ya que
inhibe la transicion de foliculos primordiales a primarios. Una patologia asociada a esta
alteracion es el sindrome de ovario poliquistico (SOP), que se caracteriza por un mayor
crecimiento de los foliculos pequefios, pero subsecuentemente conduce al arresto del

crecimiento, y a la morfologia poliquistica tipica [1-4].

1.2. Sindrome de Ovario Poliquistico

El Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP) es la endocrinopatia mas comdn en
mujeres en edad reproductiva, su etiologia es compleja y heterogénea [5, 6]. EI SOP fue
descrito por primera vez por Stein y Leventhal en 1935 cuando mostraron una asociacion
entre la presencia de ovarios bilaterales poliquisticos y signos de amenorrea (ausencia
de menstruacién), oligomenorrea (alteraciéon del ciclo menstrual), hirsutismo (crecimiento

excesivo de vello) y obesidad [7, 8].

En 1982, un estudio histoloégico mostré la apariencia poliquistica de los ovarios
como un aumento en el numero de foliculos en crecimiento que miden <10 mm de
diametro. Debido a que el foliculo ovarico puede parecerse visualmente a un “quiste”, la
presencia de imagenes “quisticas” en el ovario puede considerarse como un evento

normal. Un numero excesivo se debe considerar patologico, y el SOP es la causa
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principal. Con la llegada de la ecografia, el exceso de foliculos se convirtié en el aspecto
principal de la morfologia del ovario poliquistico (MOP), asimismo también se
consideraron marcadores de esta patologia al aumento del area y volumen ovaricos,

siempre que las mediciones se realicen en una seccién mediana de los ovarios [9, 10].

1.2.1. Diagnostico

En las Ultimas tres décadas se han propuesto tres diferentes sistemas con criterios
de diagndstico semejantes y variaciones entre ellos (Tabla 1). El primer criterio formal
para clasificar el SOP resulté de la conferencia del Instituto Nacional de la Salud del Nifio
y Desarrollo Humano de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) de los Estados Unidos
en abril de 1990, considerando el hiperandrogenismo (HA) y la oligoanovulacién crénica
(OA) como caracteristicas clave del diagnostico de SOP [11, 12].

La segunda definicidén fue basada en la opinion consensuada de 27 expertos sobre
el SOP, que se reunieron en Rotterdam, Paises Bajos, en mayo de 2003. La conferencia
fue parcialmente patrocinada por la Sociedad Europea de Reproduccién Humana y
Embriologia (ESHRE) y la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (ASRM).
Como resultado de este encuentro, las caracteristicas vistas en ultrasonido para la
morfologia ovarica poliquistica se afadieron a la definicién del NIH de 1990, haciéndolo
més completo. Para definir el SOP, de acuerdo con el criterio de ESHRE/ASRM de 2003,
se requiere la presencia de dos de los tres parametros siguientes: 1) signos clinicos o
bioquimicos de HA; 2) disfuncién ovulatoria cronica (DO); y 3) MOP [11, 13, 14].

En el 2006, se reuni6 el grupo de trabajo formado por la Sociedad de Exceso de
Andrégenos y SOP (AE-SOP), compuesto por cinco investigadores de los Estados
Unidos y seis de Europa y Australia, quienes hicieron una revisién sistematica de la
literatura publicada, concluyendo que el SOP es un trastorno en el que predomina el
exceso de androgenos y que el diagnoéstico conciso de SOP deberia basarse en la
presencia clinica o bioquimica de HA en combinacién con la disfuncion ovarica (por

ejemplo, DO o MOP), excluyendo otros casos [11, 15, 16].
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En el 2012, el NIH llevé a cabo un taller de SOP con Metodologia Basada en
Evidencia, para analizar Beneficio e Inconvenientes de los criterios de diagnéstico
existentes. Como resultado, el panel recomendo el uso de los criterios mas amplios a los
recomendados por ESHRE/ASRM del 2003, acompafiados con una descripcion mas
detallada del fenotipo SOP incluido. El panel consenso NIH recomendé el uso de la
siguiente clasificacion del fenotipo [11, 17]: Fenotipo A: HA + DO + MOP; Fenotipo B: HA
+ DO; Fenotipo C: HA + MOP; y Fenotipo D: DO + MOP. Sin embargo, en la clinica, el
diagndstico se hace con los criterios de Réterdam.

Tabla 1. Evolucién de los criterios de diagnéstico de Sindrome de Ovario
Poliquistico

Parametro NIH 1990 ESHRE/ASRM 2003 AE-SOP 2006 NIH 2012 extensién de ESHRE/ASRM 2003
Criterio HA HA 1 HA 1 HA
0A DO 2. Disfuncion 2 Do
MOP ovdrica (DO 3 MOP
yio MOP)
Limitaciones 1. Se requieren dos 1. Se requieren dos de 1. Se requieren 1.  Serequieren dos de tres criterios y,
de dos criterios tres criterios dos de dos 2. Identificacion de fenotipos especificos
criterios incluidos
A:HA+ DO + MOP
B: HA+ DO
C:HA + MOP
D: DO + MOP

Exclusion de efiologias relacionadas o imitadas

AE-S0P= Sociedad de Exceso de Andrégenos y SOP; ASRM= Sociedad Americana de Medicina Reproductiva; ESHRE= Sociedad Europea de Reproduccidn Humana
y Embriologia; HA= Hiperandrogenismo; NIH= Institutos Macionales de Salud; OA= Oligo-anovulacidn: DO= Disfuncidn ovarica; MOP= Morfologia del ovario poliquistico.

(Tomado y modificado de [11])

1.2.2. Epidemiologia

El SOP es un trastorno endécrino complejo diagnosticado comunmente en mujeres
en edad reproductiva. El rango estimado de su prevalencia varia entre el 5% y el 15%
[18-20]. Otro estudio publicado en el 2010, especificamente con mujeres jovenes
mexicanas, mostré un 6.6% diagnosticadas con SOP de acuerdo con los criterios de
Rotterdam en un grupo con IMC entre 28.7 y 27.4 kg/m? [21].

En la epidemiologia de este sindrome, se hace notar su asociacion con problemas
metabdlicos. En un estudio publicado en el 2005 se report6 una alta prevalencia de SOP
en mujeres Hispanoamericanas (13%) quienes tienen a un miembro de la familia con

enfermedad coronaria. Estas mujeres obesas, comparadas con mujeres sin SOP (indice
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de Masa Corporal -IMC- de 34.2 y 29.1 kg/m?, respectivamente), mostraron mayor
resistencia a la insulina. Estos resultados fueron consistentes con estudios de pacientes
SOP previos donde encontraron mayor resistencia a la insulina y sindrome metabdlico
en mujeres Hispanoamericanas normoglucémicas comparadas con mujeres americanas

blancas y negras [19, 22, 23].

1.2.3. Alteraciones neuroendécrinas

En el SOP interactian factores enddcrinos, metabdlicos, genéticos y ambientales
intrinsecos [8]. Una de las numerosas teorias propuestas explica que la fisiopatologia del
sindrome se da por la alteracion en el eje hipotaldmico-pituitaria, resultando en un
desajuste en la secrecion de las gonadotropinas por el hipotdlamo con la consiguiente
elevacién en los niveles de la hormona luteinizante (LH) y niveles normales o bajos de la

hormona foliculoestimulante (FSH) [24, 25].

Se ha reportado un aumento en la frecuencia del pulso de LH y en la proporcion
LH:FSH en mujeres con SOP [25, 26], lo que genera hiperplasia de las células de la teca
y la produccion elevada de andrégenos [27]. Este patron de secrecion de gonadotropinas
sugiere un aumento en el pulso de estimulacién de la frecuencia por la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) y un aumento en la actividad de las neuronas
secretoras de GnRH rio arriba en el hipotdlamo. La actividad de las neuronas secretoras
de GnRH y el patrén de secrecion pulsatil de GnRH, desde sus terminales en la eminencia
media, dependen en gran medida de la retroalimentacion homeostatica de la sefializacion
de la hormona esteroidea gonadal en el cerebro. Las neuronas secretoras de GnRH
expresan al receptor de estrégenos (ER) B [25, 27, 28].
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Figura 1. Fisiopatologia del Sindrome de Ovario Poliquistico: mecanismo

neuroenddécrino propuesto

AMH= Hormona anti-Mdilleriana; AR= Receptor de andrégenos; ER= Receptor de estrogenos; FSH=
Hormona foliculoestimulante; GABA= Acido y-aminobutirico; GnRH= Hormona de gonadotropinas; LH=
Hormona luteinizante; KNDy= Neuronas Kisspeptina, Neuroquinina B y Dinorfina; PR= Receptor de
progesterona; SOP= Sindrome de ovario poliquistico.

(Tomado y modificado de [27])

¢

1.3. Manifestaciones clinicas del Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP)

La hiperandrogenemia es una de las caracteristicas bioguimicas del SOP. Entre el 80
y el 90% de las mujeres con oligomenorrea presentan niveles elevados de andrégenos
circulantes. En el examen de laboratorio, los niveles de testosterona libre son anormales.
Por otro lado, los niveles de estradiol se encuentran constantemente en el rango folicular
temprano sin el aumento normal del ciclo medio. Los niveles de estrona son elevados
debido a la aromatizacion extra glandular de la androstenediona circulante. En cuanto a
la LH, las concentraciones séricas de LH y la proporcion LH:FSH con frecuencia se

encuentran elevadas en las mujeres afectadas [29].
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La disfuncién menstrual es comun y se caracteriza por oligomenorrea y, con menos
frecuencia, amenorrea. El inicio de los ciclos anovulatorios con frecuencia se encuentra
precedido por el aumento de peso y la obesidad abdominal, las cuales son caracteristicas
gue suelen presentar las mujeres con SOP, asi como la presencia de RI con SOP [29,
30]. Las mujeres con SOP suelen descuidar los problemas menstruales y, la razon
principal por la que la paciente busca asesoramiento es debido a la infertilidad
anovulatoria. Las mujeres con SOP tienen un mayor riesgo de aborto espontaneo,

diabetes gestacional, preeclampsia y parto prematuro [8, 30].

1.3.1. Glucotoxicidad e hiperinsulinemia

Paracelso, Padre de la Toxicologia (1493-1541), acuiio la frase “la dosis hace al
veneno”. Esta expresion puede aplicarse también los carbohidratos cuyo consumo
excesivo en la dieta estandar americana puede ligarse a las epidemias de obesidad y
diabetes tipo 2 que se manifiestan claramente en las sociedades occidentales [31]. Hay
una alta prevalencia de diabetes en adultos mexicanos, y los factores de riesgo que
aumentan la probabilidad de diagndstico para diabetes son la edad y la obesidad. Para
cerca de la mitad de estos mexicanos han implementado estrategias para el control
glucémico y la prevencion de complicaciones, sugiriendo principalmente modificaciones
en el estilo de vida, como la dieta [32]. Con respecto a los carbohidratos, se ha
demostrado que los azucares, incluyendo la glucosa y la fructosa, son capaces de inducir
sindrome metabdlico [33]. Actualmente, la sacarosa y el jarabe de maiz con alto
contenido de fructosa son los principales edulcorantes en la dieta occidental, su ingesta
aporta del 15 al 20% de la energia total en el adulto promedio y es frecuente que las
personas ingieren el 25% de las calorias diarias 0 méas en forma de azlcares afiadidos
[34].

El mantenimiento de la homeostasis de la glucosa en individuos normales se
regula por la produccién y el uso, asegurando que soélo se produzcan modestas
fluctuaciones de la concentracion de glucosa. Tras la ingesta de carbohidratos, el
monosacarido principal, la glucosa induce la estimulacién de la secrecion de insulina. La

mayoria de la glucosa es utilizada por los tejidos dependientes de insulina (musculo,
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tejido adiposo e higado). Las células-B del pancreas se encuentran exquisitamente
disefiadas para liberar insulina particularmente por la presencia de glucosa [35]. La
insulina, es una hormona hipoglucemiante, esencial en el mantenimiento de la
homeostasis de la glucosa por varios mecanismos, incluyendo la incorporacion de la
glucosa dentro de las células a través de la traslocacion del transportador de glucosa a
la membrana plasmatica y fomentando la glucdlisis a través del aumento de la actividad

de enzimas glucoliticas [36].

La pérdida en la homeostasis de la glucosa conduce al aumento crénico en la
concentracion de glucosa sanguinea (hiperglicemia). A diferencia de la concentraciéon
fisioldgica, una concentracion superfisioldgica cronica de glucosa resulta en efectos
negativos a un gran niumero de 6rganos y tejidos [37], generando glucotoxicidad. La raiz
de esta palabra, “toxicidad”, implica dafio y lleva a la consideracion de que los niveles de
glucosa que ingresan por consumo o se sintetizan en rifidén e higado pueden ser tan altos
gue causan efectos patoldgicos [38]. Particularmente relevantes son los dafios causados
en los endotelios de los vasos de menor diametro y la acumulacion de productos
glicosilados (AGES) [39-41].

La elevacion crénica de glucosa en plasma provoca el deterioro en la accion y en
la secrecion de insulina [42]. Las células sanas se encuentran sujetas a hiperglucemia
aguda que ocasiona la liberacion adicional de insulina desde las células pancreaticas
para intentar la incorporacion de glucosa en los tejidos. Si la hiperglucemia persiste, el
pancreas mantiene la secrecion de insulina, resultando en un estado de hiperinsulinemia

compensatoria [43].

La hiperinsulinemia ha sido claramente vinculada al desarrollo de sindrome
metabdlico, y derivado de éste, las enfermedades cronico-degenerativas mas prevalentes
en las mujeres SOP: diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y gestacional, asi como enfermedades
cardiovasculares [44-46]. También es un factor de riesgo independiente para otras
condiciones diversas en las que se incluyen la obesidad inducida por la dieta, osteoartritis,
algunos tipos de cancer como de colon/recto y de mama, Alzheimer y otras demencias

[47-49]. Hay cinco mecanismos de dafio asociados a la hiperinsulinemia: 1) el aumento
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de las especies reactivas de oxigeno y productos finales de glicaciébn avanzada; 2)
aumento del factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1); 3) hiperglucemia; 4)
aumento en la produccion de acidos grasos/triglicéridos; 5) inflamacion cronica al

aumentar la produccion de citocinas [43].

1.4. Sindrome metabdlico y Sindrome de Ovario Poliquistico

El SM se refiere a la concurrencia de varios factores de riesgo para enfermedades
cronico-degenerativas que incluyen la resistencia a la insulina (RI), obesidad, dislipidemia
aterogénica e hipertension. Estas condiciones estan relacionadas y comparten
mediadores, mecanismos Yy vias [50]. Los signos de sindrome metabdlico (SM) como
obesidad abdominal, dislipidemia, hiperglucemia e hipertension, se observan
frecuentemente en las mujeres con SOP; la presencia de SM predispone a estas

pacientes a desarrollar DM2 y enfermedad cardiovascular (ECV) [51] con mas frecuencia.

Son cuatro las definiciones mas comunes de SM. La primera definiciéon de SM fue
desarrolla en 1998 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), siendo la primera en
vincular los componentes clave, la RI, obesidad, dislipidemia e hipertension. Esta
definicion exige que la Rl se encuentre presente, incluso si se cumplieran los demas

criterios, en ausencia de RI, el paciente no tendria SM [50, 52].

En 1999, el Grupo Europeo para el Estudio de la Resistencia la Insulina (EGIR)
propuso una modificacion de la definicibn de la OMS. El EGIR también consideré
fundamental a la RI dentro de la fisiopatologia del SM, por lo que también formé parte de
la definicion. El criterio de la obesidad se simplificé a la circunferencia de la cintura,
mientras que en la definicién de la OMS se elige entre la proporcion cintura:cadera o el

IMC. También se elimin6 la Microalbuminuria de los criterios de diagnostico [50, 53].

En el 2001, el Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol y el Panel 11l de
Tratamiento del Adulto (NCEP-ATP lll) disefié una definicion para el SM, actualizada en
el 2005 por la Asociacion Estadounidense del Corazon y el Instituto Nacional del Corazén,
Sangre y Pulmén (NHLBI). Esta definicion es una de los mas utilizadas e incorpora las

siguientes caracteristicas: hiperglucemia/RI, obesidad visceral, dislipidemia aterogénica
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e hipertension. En este mismo afio, la Federacion Internacional de Diabetes (IDF) public
nuevos criterios para el SM, incluyendo los mismos criterios generales empleados en las

otras definiciones, pero no necesariamente debe estar presente la RI [50, 54-56].

Tabla 2. Definiciones de Sindrome Metabélico

NCEPATP Il (revision 2005) WHO (1998) EGIR (1999) IDF (2005)
Absolutamente Ninguno Resistencia a la Insulina* Hiperinsulinemia# (insulina Obesidad central (circunferencia de
requerido (IG, GAA, DM2 u ofra plasmatica percentil =73) cintura%): =94 cm (M), =80 cm (F)
evidencia de RI)
Criterio Tres de los cinco criterios Rl o diabetes, mas dos de Hiperinsulinemia, mas dos de  Obesidad, mads dos de los cuatro
los cinco criterios cuatro criterios criterios
Obesidad Circunferencia de cintura: =40 in  Proporcidn cintura/cadera: Circunferencia de cintura: Obesidad central ya mostrada
(M), =35 in (F) >0.90 (M), >0.85 (F); 0 IMC =94 cm (M), 280 cm (F)
=30 kg/m?
Hiperglucemia Glucosa en ayuno = 100 mg/dl o Rl ya mostrada Rl ya mostrada Glucosa en ayuno =100 mg/dl
Rx
Dislipidemia TG =150 mg/dl 0 Rx TG =150 mg/dl 0o HDL-C: TG 2177 mg/dl o HDL-C <39 TG =150 mg/dl 0 Rx
=35 mg/dl (M), <39 mg/dl mg/dl
F)
Dislipidemia (segundo, HDL-C: <40 mg/dl (M), <50 HDL-C: <40 mg/dl (M), <50 mg/dl
criterio separado) mag/dl (F); o Rx (F); o Rx
Hipertension =130 mmHg sistolica o >85 =140/90 mmHg =140/90 mmHg o Rx =130 mmHg sistdlica o =85 mmHg
mmHg diastdlica o Rx diastélica o Rx
Otro criterio Microalbuminuria™

*IG= Intolerancia a la glucosa; GAA= Glucosa en ayunas alterada; Rl= Resistencia a la insulina; DM2= Diabetes mellitus tipo 2; Otra evidencia incluye estudios del clamp euglucémico
t Excrecidn de albimina urinaria 220 pg/min o proporcién albimina/creatinina 230 mg/g

T Confiable solo en pacientes con DM2

§ Los criterios para obesidad central (circunferencia de cintura) son especificos para cada poblacidn, los valores mostrados son para mujeres y hombres Europeos

TG= Triglicéridos: HDL-C= Colesterol de lipoprateinas de alta densidad: IMC= indice de masa corporal: Rx= Tratamiento farmacoldgico: M= Masculing; F= Femenino

(Tomado y modificado de [50])

En el 2009, representantes de la IDF y la Asociacion Americana del
Corazon/Instituto Nacional del Corazon, Sangre y Pulmén (AHA/NHLBI) — Guias del ATP
[l discutieron resolver las diferencias entre las definiciones del SM, llegando a unificar
criterios. Esta unificacion de criterios fue publicada bajo el titulo de Harmonizing the
Metabolic Syndrome o Armonizacion del Sindrome Metabdlico, en la revista Circulation
en su edicion de diciembre del afio 2009, donde se considerd al perimetro abdominal
como uno mas de los componentes diagndésticos del SM. El diagnostico de SM se realiza
con la presencia de tres de los cinco componentes propuestos (Tabla 3). Se recomiendan
los puntos de corte recomendados por la IDF para la circunferencia de cintura en no-
europeos, siendo en hombres =294cm y en mujeres =280cm [57, 58]. Los criterios de
armonizacion se han popularizado y se ha generado la tendencia a su uso mas frecuente

y aceptado en la literatura clinica.
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Tabla 3. Unificacion de criterios para el diagnéstico de Sindrome Metabdlico

Armonizacion del Sindrome Metabolico

Medida Puntos de corte categoricos
Circunferencia de cintura elevada® Definiciones especificas de poblacidn y pais
Triglicéridos altos =150 mg/dL (1.7 mmol/L)
(0 en fratamiento farmacoldgico para triglicéridos elevadost)
HDL-C bajo <40 mg/dL (1.0 mmol/L) en hombres;
(un indicador alternativo es el tratamiento farmacolégico para HDL-C bajot) <50 mg/dL (1.4 mmol/L) en mujeres
Presion sanguinea elevada =130 mmHg sistolica y/o =85 mmHg diastdlica

(0 en tratamiento con antihipertensivos)

Glucosa elevada en ayunof =100 mg/dL
(0 en tratamiento farmacoldgico para glucosa elevada)

HDL-C= Colesterol de lipoproteinas de alta densidad.

* Se recomienda que los puntos corte IDF sean usados para no Europeos ylos puntos corte de IDF o AHA/NHLBI se usen para personas de origen Europeo
hasta que haya mas datos disponibles.

T Los medicamentos mas utilizados para el tratamiento de triglicéridos elevados y HDL-C disminuido son los fibratos y el cido nicotinico. Se puede presumir
que un paciente que toma uno de estos medicamentos presenta triglicéridos elevados yHDL-C disminuido

1 La mayoria de los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 tienen sindrome metabdlico segun los criterios propuestos.

(Tomado y modificado de [57]

1.4.1 Sindrome de Ovario Poliquistico y resistencia a la insulina

La RI se ha definido como un estado (de una célula, tejido u organismo) en el cual
se requiere una cantidad de insulina mayor a la normal para obtener una respuesta
adecuada en el manejo de la glucosa [59]. A nivel sistémico la Rl provoca un aumento en
la secrecibn de insulina por las células-B del péancreas, resultando en una
hiperinsulinemia compensatoria. Si la respuesta compensatoria de las células-f declina,
se desarrolla insuficiencia relativa o absoluta de insulina, lo que puede provocar
intolerancia a la glucosa [59]. Todos estos eventos patologicos se conectan directamente
con el SM y se encuentran en el paciente con DM2, condiciobn frecuentemente
desarrollada por la paciente con Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP).

El vinculo entre el SOP y la RI fue resaltado por primera vez en 1980, demostrando
gue las mujeres obesas con SOP tenian una respuesta alterada a los efectos de la

insulina en la prueba de tolerancia oral a la glucosa en comparacion con las mujeres
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obesas consideradas como controles en el estudio. Las tasas de prevalencia de IR se
encuentran entre el 44 y el 85%, aunque esta variacion se da entre otras cosas, porque
los métodos empleados para determinar la sensibilidad a la insulina no resultan
facilmente comparables: la técnica del clamp euglucémico-hiperinsulinémico, la sola
medicion de insulina en ayuno y el modelo homeostético para evaluar la resistencia a la

insulina (HOMA-IR) [29, 51, 60, 61] no son necesariamente comparables.

Las acciones de sefalizacion generadas por la union de la insulina a su receptor
pueden tener enorme influencia en el sistema hormonal femenino. La concentracién de
insulina en sangre periférica para mujeres adultas es de aproximadamente de 10 uU/ml
en estado de ayuno y aumenta a mas de 50 uU/ml después de 1 h tras una carga oral de
glucosa de 75g. En mujeres obesas, estos valores suelen ser mas altos,
aproximadamente 15 uU/ml en estado de ayuno y arriba de 60 pU/ml después de la
misma carga oral de glucosa. En estado hiperinsulinémico y resistente a la insulina como
sucede en mujeres con en SOP o0 en las etapas tempranas de DM2, el rango de
concentracion de insulina se encuentra de 20 a 35 pU/ml ayuno, y de 120 a 180 pU/ml
después de la carga oral de glucosa [62, 63]. Es decir, las mujeres con SOP presentan
estados de hiperinsulinemia claramente mas altos. Si consideramos que la concentracion
de insulina en liquido folicular va desde valores no detectables (<2 uU/ml) hasta 65.4
uU/ml, con un promedio de aproximadamente 16 pU/ml [64], la sefializacion mediada por
la insulina podria actuar de manera sinérgica con la LH para elevar las concentraciones
de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), que activa a la proteina de la regulacion
esteroidogénica aguda (StAR), resultando en la potenciacibn de la actividad
esteroidogénica en células de la teca [65]. La insulina también puede aumentar la sintesis
de esteroides al regular de manera positiva a la aromatasa en células de la granulosa,
qgue funcionarian como sustrato para las células de la teca para generar una mayor
conversion de andrégenos [66]. Por otro lado, en fibroblastos de mujeres con SOP, hay
una disminucion de la actividad general de tirosina-cinasas (Figura 2) pero con un
aumento en la actividad cinasas que fosforilan en serina [67]. En células de la teca, el

aumento en la fosforilacion en serina resulta en la activacion de CYP17A1, y el aumento
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en la produccion de androgenos. Otros mediadores esteroidogénico de las acciones de
la insulina, son los inositolfosfoglicanos que pueden potenciar la esteroidogénesis al
estimular la actividad de las enzimas CYP11A1, CYP17Al y CYP19A1l [67-69].
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Figura 2. Sefializacién inducida por la insulina en células de la teca ovaricas y

mecanismo propuesto de la respuesta a la insulina.

Akt= Proteina quinasa de serina/treonina; cAMP= Adenosin monofosfato ciclico; CYP11A1= Enzima de
escision de la cadena lateral del colesterol; CYP17A1= 17a-hidroxilasa/17,20 liasa; CYP19A1= Aromatasa,;
ERK 1/2= Quinasa regulada por sefiales extracelulares 1/2; Glut4= Transportador de glucosa tipo 4; Grb2=
Proteina 2 de unidn al receptor de factores de crecimiento; GSK 3= Glucdgeno sintasa quinasa 3; IRS=
Sustrato del receptor de insulina; LH= Hormona luteinizante; MEK= Proteina quinasa quinasa activada por
mitdgenos; MTOR= Proteina diana de la rapamicina en mamiferos; PDK= Proteina quinasa D; PIP2=
Fosfatidil inositol 4,5 bifosfato; PIP3= Fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato; PI3K= Via fosfatidil inositol 3
guinasa; PKA= Proteina quinasa A; p110= Subunidad catalitica de la PI3K; P21 Ras= Proteina proto-
oncogénica p21; p70S6K= Proteina ribosomal S6 quinasa P70; p85= Subunidad reguladora de la PI3K;
Raf 1= Proto-oncogen serina/treonina proteina quinasa; Shc= Proteina con dominio de homologia Src 2;
SHP-2= Proteina tirosina fosfatasa con homologia a Src; SOS= Factor intercambiador de nucleétidos de
guanina; StAR= Proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda. (Tomado y modificado de [69])
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1.5. Atencion y tratamiento para la mujer con SOP

1.5.1. Farmacoldégico para control endécrino y metabdlico

Para la mejora de la calidad de vida, se usan tratamientos farmacologicos
antiandrégenos con bloqueadores de los receptores de andrégenos (espironolactona,
flutamida y la progestina de tercera generacion) y los inhibidores de la 5a reductasa
(finasterida) que impiden la conversion de testosterona a dihidrotestosterona [2, 70]. Para
tratar el hirsutismo se recurre a los métodos cosméticos de depilacion que incluyen
blanqueamiento, depilacion quimica, depilacion con cera, afeitado, electrélisis y

depilacion laser. [2].

Para el tratamiento de las alteraciones metabdlicas, la reduccién en el peso
corporal en mujeres con SOP, el control del sobrepeso y la obesidad, con mejora del perfil
metabdlico es uno de los objetivos principales. El tratamiento de primera linea para
pacientes con SOP es la intervencion en el estilo de vida que pueden mejorar la
disfuncion metabdlica, lo que frecuentemente resulta en mejoras en la ovulacion, la
fertilidad y el estado de animo [70] y también mejora la fertilidad [5]. Otra opcion es la
cirugia bariatrica para aquellas mujeres que no pueden controlar su peso con la dieta,
pero solamente se reserva para mujeres con SOP con obesidad severa (IMC >40) o con
obesidad moderada (IMC >35), quienes también tiene problemas de salud adicionales
[71].

Es interesante mencionar que cuando se usa una intervencion farmacologica para
el manejo en la disfuncion metabdlica y la dislipidemia en mujeres con SOP hay efectos
benéficos indirectos sobre el hiperandrogenismo y la disfuncién ovulatoria [72]. La
metformina, que permite sensibilizar diferentes tipos celulares a los efectos de la insulina,
es un miembro de la familia de las biguanidas con eficacia y seguridad comprobadas.
Este farmaco se ha utilizado durante mucho tiempo en el tratamiento de la DM2 y es uno
de los agentes comunmente utilizado en el tratamiento del SOP [73]. Los mecanismos de
accién de la metformina van desde la inhibicién de la produccion de glucosa en higado,
aumento en la captura de glucosa en musculo y aumento en la sensibilidad a la insulina

en tejidos periféricos [59]. Al comprar la intervencion en el estilo de vida y el tratamiento
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con metformina en mujeres con SOP, hubo una reduccion significativa en el indice de
masa corporal en ambos grupos; sin embargo, la reduccién en los niveles de andrégenos
fue observada solamente en el grupo tratado con el farmaco [74]. En otro estudio, se
investigo el efecto de la terapia con metformina sobre la respuesta de las pacientes SOP
en lainduccién de la ovulacion con clomifeno. Sesenta y un pacientes SOP obesas fueron
pretratadas por cinco semanas con metformina o con placebo y después se les administro
citrato de clomifeno (50 mg por 5 dias) para inducir ovulacién. En comparacién con el
placebo, la terapia con metformina resulté en un aumento de mas de diez veces en la
ovulacién inducida por clomifeno [75]. Lo interesante de los resultados de la accion
sensibilizante a la insulina de la metformina, es acciéon coadyuvante en la mejora del

problema reproductivo.

Otros medicamentos de eleccion para mejora de las alteraciones metabdlicas son
los isbmeros de inositol, las tiazolidinedionas y las estatinas [76]. La pioglitazona, es una
tiazolidinediona (agonista del receptor activador de peroxisomas-A) que actia
principalmente aumentando la captura de glucosa a nivel periférico, regula la
adipogénesis y la accion de la insulina [76]. En un metaanalisis compararon el efecto de
la metformina y la pioglitazona como tratamiento en pacientes SOP, reportando una
mejora en la ovulacion y ciclo menstrual en las pacientes tratadas con pioglitazona, sin
embargo, tuvieron un aumento en el indice de masa corporal comparado con el grupo
tratado con metformina [77]. Entre estos medicamentos también destaca el uso de los
inhibidores del cotransportador sodio-glucosa tipo 2 (SGLT2), como la empagliflozina y
la dapagliflozina; su modo de accién es la inhibicion de SGLT2 en tubulo contorneado
proximal del rifidn, reduciendo la reabsorcién de glucosa y aumentando su excrecion en
orina, contribuyendo a una disminucion de la concentracién plasmatica de glucosa,
permitiendo una mejora en los parametros glucémicos [76, 78, 79]. Javed y colaboradores
en el 2019, compararon los efectos de la empagliflozina y la metformina en pacientes
SOP con obesidad, mostrando que después de 12 semanas de tratamiento, las pacientes
tratadas con empagliflozina mejoraron significativamente en los parametros

antropomeétricos y composicion corporal pero no mostraron cambios en los parametros
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hormonales y metabdlicos, en comparacién con las pacientes tratadas so6lo con

metformina [80].

Los resultados mostrados con el control farmacolégico de la hiperglucemia
mediante farmacos muestran que hay algunas mejoras en la fertilidad y en los parametros
hormonales. Encarrilar a una paciente SOP en el control de la glucosa con farmacos o
con dieta necesariamente implica controlar el nivel de glucosa en sangre y disminuir la
hiperinsulinemia. A esta idea, agregamos un antecedente directo en nuestro laboratorio:
en un cultivo primario de células de la granulosa de origen humano, obtenidas tras la
recuperacion de ovocitos de pacientes sometidas a estimulacion ovarica como parte del
proceso de fertilizacion in vitro, se puede evaluar el efecto de la hiperinsulinemia. El
cultivo de células murales fue expuesto a 50 nM de insulina y se evalué su funcion
esteroidogénica al cuantificar la produccion de progesterona a diferentes tiempos, y se
mostrd que su produccién disminuy6 con el tiempo (hasta las 96h de tiempo de cultivo
evaluado). A esta misma concentracion de insulina se expuso el cultivo de células de la
cumula por 4h, mostrando una disminucién en la expresion del mensajero de PTGS2, el
cual es de relevancia en el proceso de la ruptura del foliculo para el proceso de la
ovulacién. Las células de la granulosa tienen un papel importante en la fertilidad humana,

ya que participan en la correcta maduracién del ovocito.

1.5.2. Control de la glucotoxicidad e induccion de cetosis

La pérdida de peso mejora la funcién ovulatoria y las tasas de embarazo, con una
reduccion de los niveles de insulina y testosterona libre en mujeres con SOP [81]. La
modificacién del estilo de vida basada en los principios de restriccion caldrica ha sido una
terapia primaria para SOP, sin embargo, hay pocos datos disponibles sobre la
modificacién de macronutrientes de la dieta como enfoque terapéutico [82-84]. En un
metaanalisis desarrollado en nuestro grupo, se analizé la asociacion entre la dieta y la
severidad de la resistencia a la insulina en mujeres con SOP, demostrando que las dietas
bajas en carbohidratos conducen a una mejora en la resistencia a la insulina [85]. Es

posible postular que es necesario intervenir en la regulacion del consumo de
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carbohidratos para disminuir la glucotoxicidad que contribuye al estado hiperinsulinémico
y desarrollo de resistencia a la insulina, factores que participan y agravan el SOP.

Las dietas muy bajas en carbohidratos parecen ser superiores a las dietas
hipocaldricas estandar en términos de mejora de la fertilidad, parametros
endocrinos/metabdlicos, pérdida de peso y saciedad en mujeres con SOP [81] porque la
hiperinsulinemia y los niveles de glucosa en sangre mejoran mas rapidamente y son mas
tolerables en el largo plazo. Al restringir los carbohidratos de la dieta, la glucotoxicidad
disminuye y la secrecion de insulina puede estabilizarse a niveles mas bajos. Cuando los
niveles de insulina son bajos, se favorece el proceso de lipdlisis en tejido adiposo a través
de la lipasa sensible a hormonas, liberandose acidos grasos libres. En el hepatocito
comienza la beta-oxidacion de los acidos grasos, produciéndose acetil-Coa y acetoacetil-
CoA. Debido a que las mitocondrias no son capaces de proporcionar una cantidad
suficiente de oxalacetato para condensarse con el acetil-CoA para formar acido citrico y

entrar en el ciclo de Krebs, se promueve la cetogénesis.

En el primer paso de la cetogénesis, la tiolasa condensa dos moléculas de aceti-
CoA para formar acetoacetil-CoA, el cual es el sustrato para la enzima B-hidroxi-B-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA) sintasa 2, permitiendo la sintesis de HMG-CoA. A su vez,
la HMG-CoA liasa metaboliza la HMG-CoA a un cuerpo cetoénico inestable: acetoacetato
(AcAc). El AcAc finalmente se convierte en Betahidroxibutirato (BHB) estable por la D-
hidroxibutirato deshidrogenasa (BDH1). Debido a la descarboxilacién espontanea, una
fraccion del grupo de AcAc se somete a la descarboxilacidn espontanea para producir
acetona, el cual es excretado del cuerpo a través de la orina y es exhalada por los
pulmones, lo que produce un aliento caracteristicamente dulce y afrutado [86, 87]. EIl
transporte de BHB a través de la membrana plasmaética se lleva a cabo por las proteinas
transportadoras de monocarboxilato (MCT). Las isoformas involucradas en su transporte
son MCT1, 2 y 4. EIl MCT1 se expresa de forma ubicua, el MCT2 se expresa
especificamente en cerebro y rifilones, y el MCT4 se expresa en musculo esquelético,
corazon, pulmones y cerebro [88, 89]. Después de alcanzar las mitocondrias de las

células objetivo, el BHB se metaboliza nuevamente en acetil-CoA. En tejidos/érganos
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extrahepéticos, el BHB se convertido a AcAc por la BDH1. Después el ACAc se incorpora
en AcAc-CoA en una reaccion catalizada por la 3-oxoacido-CoA transferasa (SCOT). En
el paso final, el AcAc-CoA es transformado por la acetoacetil-CoA tiolasa a dos moléculas
de acetil-CoA, las cuales son usadas en el ciclo de Krebs o son transportadas al citosol

para la sintesis de colesterol [90].

A este proceso se le conoce como cetosis, dicho de otra manera, es el cambio de
un estado metabdlico dependiente de glucosa-insulina hacia un estado de uso de acidos
grasos de la dieta y la reserva de tejido adiposo como combustible [91]. La cetosis
nutricional puede ser generada con la restriccion intencional del consumo de
carbohidratos a niveles por debajo de 50 g por dia, lo que induce la produccién de cetonas
y un efecto metabdlico que estabiliza la glucosa en la sangre y minimiza la liberacién de
insulina. Después de varias semanas, ocurre la “ceto-adaptacién”, esto quiere decir que
el cuerpo readquiere la capacidad de responder al uso de cetonas como combustible
principal. Una de las razones por las que ocurre es secundaria a la sobrerregulacion de
la transcripcion de genes que codifican la maquinaria metabdlica, resultando en un
aumento de la densidad mitocondrial en tejidos oxidativos como el cerebro y musculo.
Adicionalmente, las cetonas son capaces de inducir regulacion epigenética a través de la
inhibicion de la desacetilacién de histonas, indicativo de su papel como molécula de

sefalizacion ademas de una fuente de energia [91-93].

De acuerdo con lo descrito por Volek y Phinney, una dieta cetogénica “bien
formulada” se compone de 5 a 10% de carbohidratos (<20-50 g/dia), un consumo de
proteinas moderado (1-1.5 g/kg/dia) y una proporcion de grasa que permita alcanzar
niveles de saciedad, generando evidencia en la produccion de cetonas. La caracteristica
principal que se utiliza para definir la cetosis nutricional, son 1) la aparicion de
acetoacetato en la orina (una o dos semanas tras el cambio nutricional) y 2) la elevacion

de los niveles de betahidroxibutirato en sangre, de 0.5 a 3 mM.

Una dieta cetogénica permite la disminucion de la hiperinsulinemia al disminuir las
elevaciones continuas y excesivas de los niveles de glucosa sanguinea (disminucion

controlada del estimulo); se acompafia frecuentemente por una pérdida de peso y una
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disminucién en los valores de resistencia a la insulina, todo lo cual puede ser benéfico
para las mujeres con SOP. Un estudio piloto mostré la reduccién de peso corporal, la
disminucién en el porcentaje de testosterona libre, y en la proporcion de LH/FSH y asi
como la disminucion de insulina sérica en ayuno en mujeres con SOP con sobrepeso y

obesidad después de seis meses de seguir una dieta cetogénica [94, 95].

1.5.3. Tratamiento de la infertilidad

Es frecuente que el diagnostico de SOP se haga en la edad reproductiva cuando una
mujer enfrenta el problema de la infertilidad: no se da el embarazo tras seis meses de
relaciones sexuales sin proteccion. También sucede que la atencion médica general o
endocrinolégica no logre corregir el problema de infertilidad y entonces la pareja acuda a
la medicina reproductiva. La medicina reproductiva utiliza técnicas de alta complejidad
para el logro de un embarazo; la fertilizacién in vitro (FIV) suele ser la mejor solucion para
contrarrestar la infertilidad y se ha desarrollado una amplia red de servicios de atencion
gue tienen tasas de éxito de alrededor de un 40-60% en Latinoamérica. Basicamente, la
FIV consiste en la extraccion de ovocitos tras una estimulacién ovérica controlada (EOC)
con gonadotropinas o los antagonistas de la GnRH, que mediante una puncién quirargica
de ambos ovarios guiada por ultrasonido, permite tener en el laboratorio de embriologia,

ovulos y espermatozoides en el mismo medio de cultivo, para favorecer la fertilizacién.
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Figura 3.Proceso de la Fertilizacion in vitro (FIV).
(Tomado de [96])
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Las técnicas de cultivo celular han permitido que los embriones logrados de esta forma
puedan crecer hasta el dia cinco al seis de desarrollo embrionario, generando un
blastocisto que puede valorarse morfologica y gendmicamente, para elegir y transferir el
embrién con mayor potencial para generar un embarazo. Asi mismo, la FIV incluye la
preparacion y valoracion del endometrio, su grosor y desarrollo 6ptimos, como parte del
proceso para fomentar la implantacion del embrién cuando éste es transferido con una
canula al utero. Toda esta tecnologia ha logrado resolver muchos problemas de
infertilidad femenina como el factor tubarico, la infertilidad por edad o el de la baja reserva
ovarica con tasas de éxito muy razonables (60 a 70%). Sin embargo, la tasa de éxito de
la FIV para pacientes SOP tiende a ser mucho menor (30 a 35%).

Hay tres aspectos que obstaculizan el éxito de la FIV en la paciente con SOP: 1) la
calidad ovular es mala, una mujer poliquistica tiene muchos foliculos en desarrollo antes
de la EOC y éstos no alcanzan la madurez; 2) el desbalance hormonal, especialmente
androgénico que puede exacerbar la produccién esteroidogénica durante la EOC y
producir el Sindrome de Hiperestimulacién Ovarica (SHO) que minimamente obstaculiza
el proceso pero también puede generar efectos colaterales graves; 3) la resistencia a la
insulina que causa un estado generalizado de inflamacién que afecta el endometrio,
evitando la implantacion embrionaria, y causando pérdidas tempranas o abortos que

impiden el logro de un embarazo a término.

Cada uno de los parametros reproductivos obtenidos durante el proceso de la FIV es
de relevancia debido a que va mostrando como se va desarrollando. Uno de los
parametros de seguimiento es el nimero de foliculos antrales el cual es una herramienta
gue permite medir la reserva ovarica, se sugiere que un buen pronéstico durante la FIV
se muestra en un conteo mayor a 11 [97]. La obtencidn de los ovocitos es clave en este
proceso ya que se requiere que se obtenga el mayor numero posible, estudios muestran
gue obtener entre 6 y 15 ovocitos puede resultar en obtener resultados positivos durante
la FIV [98]. Cobra relevancia que los ovocitos recuperados lleguen a su estadio maduro,
es decir, ovocitos en MII, por lo que también se considera el conteo de éstos. El

porcentaje de fertilizacion es mayor en ovocitos en MIl en comparacién de los ovocitos
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en un estadio mejor de maduracion (ovocitos en MI), ademas, los ovocitos en Ml
fertilizados tienen un mejor prondstico para lograr la implantacion [99, 100]. Un factor
importante que tiene influencia sobre la tasa de embarazo es la calidad de los embriones
gue seran transferidos. De acuerdo a la simetria de los blastdbmeros y la presencia o
ausencia de fragmentacion en los embriones se le da una calificacion a los embriones
con la A, B, C o D, siendo una mejor calidad apartir de la letra A y bajando la calidad
hasta llegar a la letra D, la tasa de embarazo aumenta cuando se transfieren embriones

gue tienen una calificacién “A” [101] .

Se ha mostrado en una poblacion con SOP en un proceso de FIV tiende a pasar
por una estimulaciéon ligeramente mas prolongada (1.2 dias mas), tienen una cantidad
mayor de foliculos en desarrollo, el nivel de estradiol es mayor y se recupera una mayor
cantidad de complejos de cumula-ovocito (2.9 mas) en comparacion con las mujeres sin
SOP [102]. Una de las caracteristicas que presentan las mujeres con SOP es la
acumulacion de foliculos antrales pequefios en la corteza ovarica, el desarrollo folicular
se encuentra desregulado lo que resulta en arresto folicular y disrupcién del foliculo
dominante, un mediador involucrado en este proceso es la presencia de
hiperandrogenismo [103], ademés de impedir la correcta maduracion y desarrollo del
ovocito [3]. Se ha reportado que ovocitos inmaduros obtenidos de ovarios normales tienen
una mayor tasa de maduracién después de 24 horas de cultivo (69.8%) en comparacion
de ovocitos de pacientes con SOP (60.5%) [104].

Debido al hiperandrogenismo, las mujeres con SOP que se someten a un proceso
de FIV pueden requerir dosis relativamente altas de gonadotropinas al iniciar la
estimulacion [102], lo que aumenta el riesgo de SHO. En las pacientes con SOP otros
factores de riesgo para SHO se dan frecuentemente: un conteo >24 foliculos antrales,
una concentracién de la hormona anti-Mulleriana 23.5 ng/ml; EOC con altos valores de
estradiol >3500 pg y 224 ovocitos colectados [105]. Los sintomas del SHO van desde
leves, como nauseas, vomito, distencion abdominal; a moderados como evidencia de
hemoconcentracion; hasta los casos graves donde se requiere hospitalizacion, en los que

sea necesario realizar reanimacion con liquidos y anticoagulacion [106]. Otro factor que
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se encuentra en las pacientes con SOP es la resistencia a la insulina, el cual afecta la
receptividad del endometrio, se ha mostrado una menor tasa de implantacién en
pacientes SOP y RI [107]. La RI en estas pacientes las conduce a estado de inflamacion,
se ha encontrar que presentan marcadores de inflamacion en suero como IL-6, IL-16, IL-

18, TNF-qa, y proteina C reactiva, y que, también se ve afectado a nivel endometrial [108].
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2. Justificacion

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) en mujeres en edad reproductiva cursa
con serios problemas de infertilidad a consecuencia del hiperandrogenismo, la alteracion
del eje hipotalamo-pituitaria, los niveles elevados de la hormona luteinizante (LH), y bajos
de la hormona foliculo estimulante (FSH) ademés del aumento en la produccion de
andrégenos. La disfuncion metabdlica, originada por la glucotoxicidad y la
hiperinsulinemia también se asocia fuertemente a la patologia del SOP porque el exceso
de insulina contribuye al hiperandrogenismo, debido al aumento en la produccion de

andrégenos a nivel ovarico.

Dentro de la estrategia para tratar los problemas de infertilidad en mujeres con
SOP mediante técnicas de reproduccion asistida se da poca atencién a la correccion de
la disfuncibn metabdlica, consecuencia de los altos niveles de glucosa e insulina.
Considerando que el sindrome metabdlico agrava el SOP, y que dentro de la medicina
reproductiva estas pacientes son de prondéstico menos favorable, se propone hacer una
modificacion de la dieta, disminuyendo el consumo de carbohidratos y aumentando
grasas, con la finalidad de inducir cetosis nutricional. Al restringir los carbohidratos de la
dieta, la secrecion de insulina puede estabilizarse a niveles més bajos, evitando los

efectos androgénicos y otros efectos ovaricos.

Al contrarrestar la glucotoxicidad y la hiperinsulinemia, que consideramos el
aspecto mas grave del desorden metabdlico en pacientes SOP, mediante la cetosis
nutricional, en conjunto con la atencion al problema de infertilidad a través de la
fertilizacion in vitro, se puede promover el logro del embarazo a término y del recién

nacido vivo, en menos intentos.

37



3. Hipotesis

Una intervencion nutricional que controle la glucotoxicidad en pacientes con
Sindrome de Ovario Poliquistico con evidencia de Resistencia a la Insulina producira
cetosis nutricional y disminuira la hiperinsulinemia, mejorando los parametros

metabdlicos y reproductivos.

4.  Objetivos

4.1 Objetivo general

Inducir cetosis en pacientes con SOP, RI y con ciclo fallido de FIV, controlando la
glucotoxicidad e hiperinsulinemia por medio de una intervencién nutricional que corrija la
exposicidn excesiva a carbohidratos y analizar su efecto sobre parametros reproductivos

y metabdlicos.

4.2 Objetivos particulares

1) Seleccionar pacientes con SOP que presenten Rl (HOMA-IR), indicadores de SM
(Armonizacién de los criterios de SM) y estén dispuestas a someterse a un programa

de cambio nutricional.

2) Inducir un estado de cetosis nutricional en las pacientes seleccionadas mediante una

intervencién que restrinja la glucotoxicidad disminuyendo la ingesta de carbohidratos.

3) Evaluar los cambios en los parametros metabdlicos en las pacientes SOP/RI que
hayan concluido la intervencion nutricional, que lograron la cetosis nutricional y se

sometan a un nuevo ciclo de fertilizacion in vitro (FIV).

4) En las pacientes SOP/RI que hayan concluido la intervencién nutricional, logrando la
cetosis y se sometan a un nuevo ciclo de FIV, se analizaran los parametros

reproductivos (nUmero de ovocitos colectados, porcentaje de fertilizacion, embriones
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viables en el dia dos, blastocistos de calidad en el dia cinco, embriones transferidos,

porcentaje de implantacion, logro del embarazo bioquimico).

5)

Caracterizar la captura de glucosa en las células de la camula que provengan de la

puncion ovérica de pacientes infértiles tras la EOC, en un esfuerzo por establecer un

sistema que eventualmente permita personalizar una relacién entre la respuesta a la

insulina y los resultados reproductivos en un ciclo FIV.

5. Métodos

5.1 Estrategia experimental

Para dar cumplimiento a los objetivos planteados se propone un disefio

experimental con las siguientes etapas: seleccidén de las pacientes, inicio y seguimiento

del plan nutricional, estimulacion ovérica de pacientes en cetosis, captura ovular y

cosecha del complejo cumula-ovocito para su evaluacion y finalmente el andlisis

estadistico (Figura 4).

- Presion arterial

| Seleccion de pacientes SOP (CI, E y El) |

- Ovario poliquistico l
- Peso
e
Datos clinicos
- IMC ! - HOMA-IR
- Cintura -

Armonizacion de los criterios de
Sindrome Metabdlico

- Porcentaje de fertilizacion
- Blastocistos de calidad (dia 5)
- Embriones transferidos
- Tasa de implantacion
- Embarazo bioquimico
- Embarazo clinico
- Embarazo en curso
- Recién nacido vivo

- Numero de ovocitos colectados/MII

Datos bioquimicos

- Glucosa
- Insulina
- Triglicéridos
- HDL-C
- Cetonas en orina

I Intervencién nutricional |
l\ Orina
Suero - Acetoacetato (>40 mg/dL)
- Insulina Glucosa
- TG, HDL-C
| Estimulacion ovarica, | :
¥ | Bajos CH -Cetosis |
Captura ovular y cosecha de-__C-6-C--| -----------------
l
v 1
— Parametros Estado
reproductivos metabdlico
|
v
Anélisis estadistico

Figura 4. Disefio experimental del ensayo clinico piloto de intervencién nutricional
Se muestra el esquema que se seguird para la induccién de cetosis en pacientes con SOP mediante

la intervencion nutricional.
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5.2 Disefio de estudio

Estudio clinico piloto de intervencion tipo antes-después (pre-post) de un solo brazo. Sera

un estudio prospectivo, en el que un solo grupo sera evaluado antes y después de la

intervencion.

En virtud de ser un estudio piloto, se proponen 30 pacientes de acuerdo con el calculo

del tamafio de muestra, mediante la siguiente formula [109]:

In(1 —v)
n=

—]l](l—TC)

Nivel de confianza (y)= 0.95
Probabilidad (11)= 0.1
n=28.4

Problemas que aparezcan con una prevalencia del 10% seran identificados con un 95%

de confianza en un estudio piloto que incluye 30 personas.

Se incluirdn pacientes con SOP que asistieron al Instituto INGENES para recibir

tratamiento de fertilizacion in vitro y fallaron en su primer ciclo de estimulacion ovarica

controlada.
Direccion cientifica
Médico ginecologo especialista en . _— Embriélogo (Laboratorio de
reproduccién humana Especialista:en nutricion humana fertilizacion in vitro)

4

h 4 >4

Enfermera especialista en medicina Psicéloga especialista en ir'?\?:s“tiStz ggrlabgir:tc;lrg% t(ijceo
reproductiva pacientes de reproduccion asistida g il egul arg

Laboratorio general (toma de
muestras)

Andlisis molecular
Coleccion y analisis de datos

Figura 5. Estructura organizacional del proyecto
Se muestra la organizacion del equipo que participara en el desarrollo del proyecto.
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5.3 Criterios de seleccion

5.3.1 Criterios de inclusioén

Mujeres que asistieron a INGENES para recibir tratamiento de fertilizacion in vitro, que
hayan fallado en un primer ciclo de estimulacion ovarica controlada y que presenten
Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP), Resistencia a la Insulina (RI) e indicadores de

Sindrome Metabdlico (SM) de acuerdo con las siguientes definiciones:

e SOP (Rotterdam, 2003) dos criterios de tres: oligoovulacion o anovulacion, Signos
clinicos y/o bioquimicos de hiperandrogenismo, ovario poliquistico (excluyendo
enfermedades similares).

e Resistencia a la Insulina de acuerdo al indice HOMA-IR con un valor 21.9.

e Sindrome Metabdlico evaluado de acuerdo con los criterios Harmonized [57]:
circunferencia de cintura elevada (=80cm), triglicéridos altos (=150 mg/dl), HDL-C
bajo (<50 mg/dl), presion sanguinea elevada (=130 mmHg sistolica o0 285 mmHg
diastdlica) y glucosa elevada en ayuno (=100 mg/dl); tres criterios de los cinco.

5.3.2 Criterios de exclusiéon

e Mujeres que no cumplan con los criterios requeridos para diagnosticar SOP y RI.
e Mujeres que aun no hayan pasado por un ciclo de estimulacién ovarica controlada.

e Mujeres diagnosticadas previamente con alguna patologia enddocrina (enfermedad
tiroidea, hiperprolactinemia, sindrome de Cushing, hiperplasia suprarrenal
congénita, diabetes mellitus tipo 1 y 2).

5.3.3 Criterios de eliminaciéon

e Mujeres que no hayan pasado por un primer ciclo de estimulacién ovérica

controlada y que no hayan fallado en el FIV.
e Mujeres que no acepten entrar al programa de cambio nutricional.

e Mujeres que dejen el proceso del FIV.
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Al término de la intervencién nutricional:

e Mujeres que no pudieron apegarse al plan nutricional y no lograron entrar en

estado de cetosis.

5.4 Diagnostico de Sindrome de Ovario Poliquistico

5.4.1 Principio

El Sindrome de Ovario Poliquistico presenta diversos signos y sintomas,
considerandose con mayor impacto la anovulacion cronica, amenorrea,
hiperandrogenismo, alteraciones cutaneas, acné, hirsutismo, resistencia a la insulina,
obesidad e incluso se estima como factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad
cardiovascular. Se comparan los criterios de diferentes sociedades cientificas para su
diagndstico, sin embargo, hay acuerdo general que indica basarse en la presencia de al
menos dos de los tres criterios siguientes: hiperandrogenismo clinico (sintomas y signos
del exceso de andrdgenos) o bioquimico (hiperandrogenemia), anovulacion crénica y

morfologia de ovarios poliquisticos.

5.4.2 Procedimiento

Mujeres con problemas de fertilidad que asistieron al Instituto INGENES para llevar
a cabo el proceso de fertilizacion in vitro, fueron evaluadas por el personal médico del
Instituto para diagnosticar Sindrome de Ovario Poliquistico bajo la definicibn de
Rotterdam, 2003. De las historias clinicas y estudios ultrasonogréficos en INGENES se
obtuvieron los datos para poder ser clasificadas como SOP: 1) oligo/anovulacion (definida
como retraso en la menstruacion >35 dias o <8 episodios hemorragicos
espontaneos/afo), 2) hirsutismo clinico (empleando la escala modificada de Ferriman y
Gallwey (mFG) de =8) y/o signos bioquimicos de hiperandrogenismo basado en la
testosterona total, y 3) ovarios poliquisticos (12 o mas foliculos en cada ovario que miden

de 2 a 9 mm de didmetro y/o aumento de volumen >10 ml).
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5.5 Presencia de indicadores de Sindrome Metabodlico

5.5.1 Principio

El Sindrome Metabdlico sera caracterizado a través de la unificacion de los
criterios para su diagnostico, definido por Harmonizing the Metabolic Syndrome o
Armonizacion del Sindrome Metabdlico, basado en la presencia de tres de los siguientes
criterios: circunferencia de cintura igual o mayor a 80 cm, triglicéridos altos, HDL-C bajo,

presion sanguinea elevada y glucosa elevada en ayuno.

5.5.2 Procedimiento

Las pacientes diagnosticadas con SOP con un ciclo de estimulacién fallida fueron
evaluadas por el personal médico del Instituto INGENES para evidenciar la presencia de
indicadores de Sindrome Metabdlico por los cinco criterios siguientes: circunferencia de
cintura 280 cm, glucosa elevada en ayuno (glucosa en ayuno 2100 mg/dl), triglicéridos
2150 mg/dl, HDL-c <50 mg/dI, presion sanguinea elevada (2130 mmHg sistolica o =285
mmHg diastolica). Las mediciones se hicieron en condiciones de ayuno. En posicién
erguida y respiracion normal se midio la circunferencia de cintura mediante el uso de una
cinta métrica. Con ropa ligera y sin zapatos se midié el peso corporal empleando una
bascula (Marca LAICA). Para la presion arterial se utiliz6 un baumanémetro (BM26 Marca
Beurer®) manteniendo a la paciente sentada de forma erguida y apoyando el brazo a la
altura del corazon. Para los datos de glucosa, triglicéridos y HDL-C las pacientes
acudieron a un laboratorio clinico calificado para realizar su cuantificacion bajo los
estandares de control de calidad que maneja cada uno, cada una de las pacientes

entrego los resultados a través del reporte elaborado por dicho laboratorio.

5.6 Resultados de andlisis clinicos

5.6.1 Principio

Los analisis clinicos consisten en el estudio de los componentes de muestras
bioldgicas. El resultado de los analisis clinicos permite al médico determinar si el paciente

presenta alguna anomalia, o bien, para monitorear o dar revision general a su salud.
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5.6.2 Procedimiento

Las pacientes diagnosticadas con SOP con un ciclo de estimulacién fallida, previo
al inicio con la induccion de cetosis y antes de iniciar un siguientes ciclo de estimulacion
ovarica controlada, se presentaron a un laboratorio clinico calificado para realizarse las
siguientes determinaciones séricas: glucosa, triglicéridos, colesterol (HDL) e insulina. Los
resultados los entregaron a través del reporte detallado elaborado por el laboratorio

clinico.

5.7 Cuantificacién de insulina

5.7.1 Principio

Para detectar cuantitativamente la hormona insulina en la muestra se utiliza el
método de ensayo de inmunoadsorcion ligado a una enzima (ELISA). Consiste en el uso
de placas en los cuales cada pozo esta pre-revestida por anticuerpos, en cada pozo se
coloca la muestra/estandar para permitir que la insulina se acople al anticuerpo, seguido
se aflade el anticuerpo de deteccion marcado con biotina. Para la deteccion se utiliza

estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano picante.

5.7.2 Procedimiento

Hubo una medicién inicial de insulina sérica en ayunas para ser considerada
paciente del estudio y otra después de seguir la intervencion nutricional. Se les tomo
muestra sanguinea a las pacientes que culminaron las tres a seis semanas de la
intervencién nutricional y/o durante el proceso de la estimulacién ovarica. La muestra se
recolectd por extraccion de sangre venosa por medio del sistema BD vacutainer® en un
tubo de tapdn color oro (con gel separado) y se centrifugé a 2500 r.p.m. (revoluciones
por minuto) por diez minutos para la obtencion de suero. El procedimiento se llevé a cabo
de acuerdo con el protocolo establecido en el estuche Human Insulin ELISA Kit
(RAB0327-1KT). Todos los reactivos y las muestras se mantuvieron a temperatura
ambiente (18 — 25°C) antes de usarlos. Antes de dar inicio al procedimiento, se diluyo al

1X la solucién de lavado con agua MiliQ y se preparé cada estandar de la siguiente
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manera: se centrifugd brevemente el vial Lyophilized Human Insulin Protein Standard
(Item C) y de la afadio 400 ul de Assay Diluent A para preparar un estandar de 1400
ulU/ml. En un tubo Eppendorf de 1 ml se le agregd 150 pl del estandar de 1400 plU/ml
con 550 ul de Assay Diluent A para preparar un estandar de 300 ulU/ml. En siete tubos
siguientes se colocaron 300 ul de Assay Diluent A (este mismo es usado como el estandar

cero). Se utilizé la solucion estandar de 300 ulU/ml para producir una dilucion en serie:

Estandar 1 2 3 4 5 6 7 Cero
Vol. del | Item C + 550 300
diluyente 400 ul ul 300 pl | 300 pl | 300 pl | 300 ul | 300 wl 300 pl
Conc. 1400 300 150 75 37.5 18.75 9.38 4.69 0
ulU/ml

Todas las incubaciones fueron a temperatura ambiente y con agitacién suave. Se
colocaron 100 ul de cada estandar (duplicado) y cada muestra en los pozos apropiados,
seguido de esto la placa fue cubierta e incubada por 2.5 h. Durante este tiempo se
procedié a preparar el anticuerpo de deteccion de la siguiente manera: se centrifugd
brevemente el vial Detection Antibody vial (Item F) y se le agreg6 100 ul de 1x Diluent
Buffer B (Item E1) y se mezclo por pipeteo para preparar el anticuerpo de deteccion
concentrado, para usarlo en el procedimiento se diluyd 80 veces con 1x Diluent Buffer B
(Item E1). Pasado el tiempo de incubacion, se descart6 el estdndar y muestras de la placa
y posteriormente se lavo cada pozo por cuatro ocasiones con 300 ul de 1X Wash Solution,
quitando finalmente el remante por aspiracion. A cada pozo se le afiadié 100 ul 1x del
anticuerpo de deteccion preparado, se cubrio la placa y se incub6 por 1 h. En este tiempo
se prepard la solucion de estreptavidina como sigue: se centrifugé brevemente el vial
HPRT-Streptavidin concentrate vial (Item G) y se mezcld por pipeteo, para su uso se
diluyé 500 veces con 1x Diluent Buffer B (Item E1). Pasado el tiempo de incubacién se
descarto toda la solucién de la placa y se lavé cada pozo por cuatro ocasiones con 300
ul de 1X Wash Solution, quitando finalmente el remante por aspiracion. El siguiente paso
fue afiadir en cada pozo 100 ul de la solucion de estreptavidina preparada, se cubrio la
placa y se incubd por 45 minutos. Después se descarto toda la solucion de la placa y se

lavé cada pozo por cuatro ocasiones con 300 ul de 1X Wash Solution, quitando finalmente
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el remante por aspiracion. Se le afiadio a cada pozo 100 ul del reactivo TMB One-Step
Substrate Reagment (Item H), se cubri6 la placa y se incubé por 30 minutos en oscuridad.
Finalmente, se le afiadi6 a cada pozo 50 ul del reactivo Stop Solution (Item ) e
inmediatamente se medié a una absorbancia a 450 nm mediante el espectrofotébmetro
TECAN infinite M200PRO.

5.8 Célculo de biomarcadores para el diagnostico de Rl

5.8.1 Principio

La resistencia a la insulina (RI) es un estado caracterizado por una respuesta
disminuida de los tejidos periféricos (muscular, adiposo y hepatico) a las acciones
biologicas de la insulina, resultando en un aumento compensatorio de insulina por parte
de las células beta del pancreas para mantener en la normalidad los niveles de glucemia.
Se han desarrollado modelos para el estudio de la RI, entre ellos se encuentra el
Homeostasis Model Assessment Insulin Resistence (HOMA)-IR, que es una formula
validada y bien establecida que expresa numéricamente el estado de RI de la persona
evaluada, asi como el indice Triglicéridos-Glucosa-IMC (TyG-IMC) y la relacion
Triglicéridos/HDL-C (Tg/HDL-C).

5.8.2 Procedimiento

Para realizar los célculos utilizamos los valores de glucosa, insulina, triglicéridos,
HDL-C y el IMC de las pacientes antes de iniciar la intervencién y antes de iniciar el
siguiente ciclo de estimulacion ovarica. El indice HOMA-IR fue calculado para cada una
de las pacientes, utilizando los valores de glucosa e insulina en ayuno. La formula que se
utilizo fue la siguiente: HOMA-IR = glucemia en ayuno (mg/dl) x insulina en ayuno (uUl/ml)
/ 405. El valor de referencia para el diagnéstico de resistencia a la insulina es 21.96. El
célculo de TyG-BMI mediante la siguiente férmula: TyG-IMC= [Ln (Triglicéridos en ayuno,
mg/dl x Glucosa en ayuno, mg/dl) / 2]. Para la relacién Tg/HDL-C mediante la division de

triglicéridos en ayuno,mg/dl / HDL-C, mg/dl.
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5.9 Induccion de cetosis

5.9.1 Principio

Disminuir el consumo de carbohidratos favorece el proceso de lipdlisis en tejido
adiposo. Una vez que son liberados, los acidos grasos libres son sometidos a beta-
oxidacion en las mitocondrias hepéaticas para producir acetil CoA para la formaciéon de
cuerpos ceténicos. Estos productos son utilizados como fuente de energia en
practicamente todas las células del organismo.

5.9.2 Procedimiento

Antes de iniciar la induccién, se confirmé el estado no cetogénico de las pacientes
mediante el uso de una tira reactiva de orina para evaluar la presencia de acetoacetato.
La induccion de cetosis consistié en la modificacion de la dieta de las pacientes durante
tres a seis semanas. Mediante el sistema de seguimiento a distancia establecido, a cada
una de las pacientes se le dio la indicacion de restringir el consumo de carbohidratos
(médximo de 50 g/dia) mediante la eliminacion de los alimentos procesados Yy
particularmente altos en harinas y azUcares, asi como priorizar el consumo de proteinas
y grasas. Se hizo una evaluacion inicial del consumo de macronutrientes mediante un
interrogatorio y se calculé la cantidad de macronutrientes y calorias, antes y a lo largo de
la intervencién utilizando la aplicacion MyFitnessPal. Para dar seguimiento al desarrollo
de cetosis, se evalué la presencia de acetoacetato en orina hasta alcanzar
concentraciones por arriba de 40mg/dL de manera estable (dos valoraciones

consecutivas con diferencia de al menos cinco dias).

5.10 Determinacién de presencia de cetonas en orina

5.10.1 Principio

Una de las formas mas comunes de verificar el estado de cetosis nutricional es
mediante el uso de tiras medidoras de acetoacetato en orina. Se fundamenta en la
reaccion del acido acetoacético y la acetona con nitroprusiato sédico y glicina en un medio

alcalino para formar un complejo color violeta. El cambio de color va desde un rosado
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palido para resultados negativos, hasta un rosado oscuro o color parpura para resultados

positivos.
5.10.2 Procedimiento

A cada paciente se le pidi6 que adquirieran un frasco de las tiras medidoras de
cetonas en orina (KETONE TEST STRIPS). Evaluaron su estado de cetosis antes,
durante (cada semana) y al finalizar la intervencién nutricional. La paciente sumergio la
tira en la primera orina de la mafiana que recolectd en un recipiente, cuidando en cubrir
el area reactiva de la tira con la orina. Inmediatamente la saco, e hizo la comparacion
del color del area reactiva con la tabla de colores que viene en el frasco de tiras.

Mediante una foto de la tira nos mostraron evidencia del cambio de color.

5.11 Evaluacién de indicadores reproductivos y obstétricos en un ciclo de FIV

5.11.1 Principio

La fertilizacion in vitro es una técnica de reproduccion asistida utilizada para ayudar
a la concepcion de un bebé. Este procedimiento consiste en la extraccion de los 6vulos
para fecundarlos con los espermatozoides, y finalmente transferir los embriones al Gtero.
Para asegurar que se lleve a cabo la fertilizacion, implantacion y curso del embarazo, se
le da seguimiento a este proceso mediante la evaluacion de indicadores reproductivos y
resultados obstétricos.

5.11.2 Procedimiento

Las pacientes que se encontraron en estado de cetosis al finalizar la intervencion
nutricional dieron comienzo al proceso de estimulacion ovarica para la fertilizacion in vitro.
Esta etapa se llevdé a cabo por el personal médico altamente capacitado del Instituto
INGENES, quienes dieron seguimiento al proceso mediante la evaluacion de los
siguientes indicadores reproductivos: numero de ovocitos en dia dos a traves del conteo
obtenido después de realizar la cosecha ovular (idealmente deben corresponder entre 10
a 20 ovocitos), el porcentaje de fertilizacion obtenido al realizar el calculo en porcentaje

de cuantos ovocitos lograron ser fertilizados (considerando >68% como bueno y <30%
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como una fertilizacién mala), el nimero y la calidad de embriones transferidos a los cuales
les dan una calificacion de acuerdo a su morfologia embrionaria usando los criterios de
Istanbul Consensus Workshop on Embryo Assessment (de acuerdo a la nomenclatura
con dos letras, la primera califica la masa interna celular y la segunda letra califica al
trofectodermo. De acuerdo a la siguiente categoria, la Categoria A: 6ptima calidad con
méxima capacidad de implantacion, Categoria B: buena calidad con alta capacidad de
implantacion, Categoria C: calidad intermedia con capacidad de implantacion intermedia,
y Categoria D: mala calidad con baja capacidad de implantacion). Otro parametro que
decidimos evaluar fue el grosor del endometrio porque debe tener el grosor apropiado
durante el proceso de la transferencia embrionaria para que se lleve a cabo la
implantacion y eventualmente, el sostenimiento del embarazo. Antes del paso de la
transferencia embrionaria, se analiza y se mide el grosor del endometrio por
ultrasonografia; se debe ver un endometrio trilaminar con un grosor mayor a 7mm. El
siguiente parametro evaluado fue el resultado de embarazo mediante el valor de B-hCG
al dia 14 (resultado positivo >10 mUI/ml). Dado que nuestras pacientes fueron reclutadas
en tiempos desfazados, con algunas de ellas también logramos obtener otros datos como
la presencia de embarazo clinico (presencia de saco con latido visible por ultrasonido en
la semana seis a la ocho) y embarazo en curso (de la semana 12 en adelante).
Mantuvimos comunicacion con las pacientes con embarazo en curso con la finalidad de
estar al tanto de su salud y para conocer la fecha del nacimiento del bebé, registrando

peso, talla y género.

5.12 Cuantificacion de estradiol

5.12.1 Principio

Ensayo inmunoluminométrico competitivo, que se basa en la interaccion antigeno-
anticuerpo. En un ensayo competitivo, un antigeno libre (Ag) compite con un antigeno
marcado (Ag*) por un numero fijo y limitado de sitios de unién del anticuerpo. La extension
de la union anticuerpo (Ab)-Ag* depende de la concentracion de Ag libre. A mayor
concentracion de analito (Ag libre), menos Ag* se une al Ab, permitiendo la cuantificacion
de la concentracion del analito (Ag libre). Utiliza un anticuerpo anti-estradiol marcado con
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N-(aminobutil-N-(etilisoluminol) (ABEI) y microperlas magnéticas cubiertas con anti-

Isotiocianato de fluoresceina (FITC).
5.12.2 Procedimiento

Se les tomd muestra sanguinea a las pacientes que culminaron la intervencion
nutricional. La muestra se recolectd por extraccion de sangre venosa por medio del
sistema BD vacutainer® en un tubo de tapdn color oro (con gel separado) y se centrifugo
a 2500 r.p.m. (revoluciones por minuto) por diez minutos para la obtencién de suero. El
procedimiento se llevé a cabo de acuerdo con el protocolo establecido en el estuche
MAGLUMI Estradiol (CLIA). Utiliza un anticuerpo monoclonal anti-E2 (estradiol) marcado
con ABEI y un antigeno purificado de E2 marcado con FITC. El equipo que se utiliz6 es
el analizador Snibe Diagnostic MAGLUMI 800. Primero se colocé 80 ul de la
muestra/calibrador, 40 ul del marcador ABEI y 20 pl del reactivo de desplazamiento, y se
incubd a 37°C por diez minutos. Después se afadieron 40 ul del marcador FITC y 20 pl
de las microperlas magnéticas recubiertas con anti-FITC, y se incub6 a 37°C por diez
minutos, formando complejos anticuerpo-antigeno; después de sedimentarse en un
campo magnético, se decant6 el sobrenadante, y se dio un ciclo de lavado por un minuto.
Se le agregaron los reactivos y se inicié una reaccion quimioluminiscente. La sefial de luz
es medida por un fotomultiplicador dentro de tres segundos, siendo proporcional a la

concentracion de estradiol presente en la muestra.

5.13 Andlisis de los efectos de la exposicion a insulina en las células de la camula

5.13.1 Principio

En el laboratorio se ha establecido un cultivo primario de células de la granulosa
humana obtenidas tras la recuperacion de ovocitos de pacientes y donantes del Instituto
INGENES que pasan por el proceso de cosecha ovular. Se tiene evidencia que las células

de la cumula expresan los marcadores propios de la célula [110].
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5.13.2 Procedimiento

Las células de la cumula se obtuvieron a partir del rasurado de ovocitos de
pacientes y donantes del Instituto INGENES. Las células de cada paciente se
transportaron al CINVESTAV en medio de cultivo DMEM/F12 Advanced (ampicilina 50
U/ml, estreptomicina 50 ug/ml, gentamicina 10 ug/ml). Se les hizo tres lavados con PBS
1X atemperado, posteriormente las células se pasaron a una caja de cultivo y se les
adiciono de 50 — 100 ul de hialuronidasa a 1 mg/ml (140318, sigma), con la punta de la
micropipeta de 1000 ul se mezclaron hasta disgregar. Se pasaron a un tubo de 1.5 ml
con 500ul de medio y se homogeneizé, se centrifugé a 32009 por cinco minutos. Se retird
el medio con cuidado y las células se resuspendieron con 500 ul de medio. A un tubo de
0.6 ml se adicion6 10 ul de medio y 10 ul de azul de tripano, se homogeneizé por pipeteo.
Se tomaron 10 ul que se colocaron en una laminilla (Countess cell counting chamber
slides, Invitrogen), el cual se llevdé al contador automatizado de células (Countess
Automated Cell Counting, C10227 Invitrogen). Posteriormente se sembraron de 50,000 a
75,000 células por pozo en tubos eppendorf de 1 ml. Se seleccionaron algunos tubos
para exponer a insulina 100 nM, posteriormente se incubaron a 37°C y 5% de COzpor 30

min. Seguido de esto se dio inicio el proceso de captura de glucosa.

5.14 Ensayo de captura de glucosa

5.14.1 Principio

El ensayo de captura de glucosa es un método por bioluminiscencia homogénea
basado en la deteccion de 2-deoxiglucosa-6-fosfato (2DG6P). Cuando la 2-deoxiglucosa
(2DG) es afiadido a las células, este es transportado a través de la membrana y es
fosforilado rapidamente de la misma manera que la glucosa. Sin embargo, las enzimas
gue modifican a la glucosa-6-fosfato (G6P) no pueden modificar a la 2DG6P, por lo tanto,
este analito que es impermeable a la membrana se acumula dentro de la célula. Mediante
un detergente acido se lisan las células para terminar con la captura de glucosay eliminar
el NADPH dentro de las células, y seguido se neutraliza el &cido. Finalmente, se utiliza el

reactivo de deteccion que contiene glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), NADP*,
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Reductasa, Ultra-Glo™ Luciferasa Recombinante y sustrato de proluciferina. La G6PDH
oxida la 2DG6P a 6-fosfodeoxygluconato y, al mismo tiempo se reduce el NADP* a
NADPH. La reductasa utiliza el NADPH para convertir la proluciferina a luciferina, que
luego es utilizada por la Ultra-Glo™ Luciferasa Recombinante para producir una sefial

luminiscente que es proporcional a la concentracion de 2DG6P.

5.14.2 Procedimiento

Todo el proceso se llevo a cabo en los tubos eppendorf donde se encuentran
sembradas las células de la camula y que previamente estuvieron dentro de la incubadora
por 30 min estimuladas con insulina y sin estimular. El protocolo de captura de glucosa
se siguié de acuerdo con lo establecido en el producto Glucose Uptake-Glo™ Assay
(J1342). Todos los reactivos se descongelaron en un recipiente con agua a temperatura
ambiente, ya descongelados, se mantuvieron en temperatura ambiente los siguientes
reactivos: Stop Buffer, Neutralization Buffer y Luciferase Reagent; el resto de los
componentes se mantuvieron en hielo. Antes de usarlos homogeneamos cada reactivo.
Para minimizar la lectura de fondo, el Reactivo de Deteccion 2DG6P debe dejarse
equilibrando por 1 h a temperatura ambiente, para ello durante los 30 minutos de
incubacion de las células de la granulosa se preparé el Reactivo de Deteccion 2DG6P
(solamente es usado el dia que es preparado) considerando el numero total de
reacciones correspondiente al nimero de tubos con células de la granulosa, el blanco y
el control positivo. La preparacion del reactivo fue considerando el volumen de cada

reactivo como sigue:

Componente Por reaccién
Luciferase Reagent 100 ul
NADP+ 1 ul
G6PDH 2.5 ul
Reductase 0.5l
Reductase Substrate 0.0625 pl

Luego de los 30 minutos de incubacion, los tubos que contenian las células de la

granulosa fueron centrifugados a 3600g por tres minutos y con cuidado se removio el

52



medio, seguido de esto se les coloco 150 ul de PBS para hacer un lavado. Nuevamente
se centrifugaron los tubos a 3600g por tres minutos para remover el PBS. Se agreg6 50
ul de 2-deoxiglucosa a 1mM (previamente se diluy6 el reactivo de 100 mM con PBS) a
cada tubo y se dejaron incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se
incorporaron dos tubos més, el correspondiente al blanco (50 ul de PBS) y el control
positivo (45 ul de PBS + 1 ul de 2DG6P Standar 1mM). Después a cada tubo de le agregé
25 ul de Stop Buffer y se mezclaron suavemente. Seguido se les afadio 25 ul de
Neutralization Buffer y se mezclaron suavemente. A cada tubo se les coloc6 100 pl del
Reactivo de Deteccion 2DG6P y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo, de cada tubo se tomaron 150 ul y se colocaron en una placa blanca,
la lectura de la luminiscencia se hizo utilizando 0.3-1 segundo de integracion mediante el
equipo TECAN infinite M200PRO.

53



2 Resultados

6.1 Disefio de una intervencion nutricional para inducir cetosis y corregir la Rl

Todas las pacientes seleccionadas para este estudio presentan SOP y resistencia a la

insulina. Considerando que nuestra hipotesis postula que la Rl es resultado de la

hiperinsulinemia constante causada por un consumo elevado y constante de

carbohidratos (glucotoxicidad), se disefid una intervencion nutricional basada en cinco

principios:
1)

2)

3)

4)
5)

Eliminacién de alimentos que aportan un exceso de CH e incorporaciéon de
alimentos reales (no procesados) bajos en CH
Un sistema de seguimiento electrénico a distancia que permite:

a. Verificacion de cumplimiento de las recomendaciones de la

intervencion nutricional

b. Comunicacion constante y retroalimentacion para la paciente
Evaluacion constante de pardmetros bioquimicos y antropométricos, para
dar seguimiento al progreso de la paciente (cetonas en orina, peso, medida
de cintura, valor de glucosa y presién sanguinea)
Reduccion efectiva del valor HOMA (disminucion y/o normalizacion)

Mejora de los parametros de Sindrome Metabdlico

Reclutamos a 35 pacientes SOP y con RI para participar en el estudio (Figura 6). Los

resultados que se muestran a continuacién se lograron en 12 pacientes que siguieron la

intervencion nutricional, en las que se pudo registrar evidencia clara de parametros

metabdlicos,

beta-HGC).

se sometieron a un segundo ciclo de FIV y prueba de embarazo (nivel de
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35 pacientes SOP con RI: propuesta para participar en estudio
(inicio de reclutamiento septiembre 2020)

.:

34 pacientes hicieron sus estudios bioquimicos
iniciales/THOMA-IR > 1.96=RI

32 pacientes SOP con Resistencia a la Insulina, aceptaron y se
sometieron a la intervencion

8 pacientes salieron :4/

P

I

' del estudio 1 24 pacientes
[ =

12 pacientes en
intervencion y/o EOC

Esperando inicio EOC
Esperando transferencia

En intervencién/cetosis/
participacion y avances

transferencia embrionaria
tras la intervencioén

12 pacientes con

Fallo en la implantacién

T~

Embarazo bioquimico:
beta positiva

Embarazo clinico
(saco/latido/US/

sem 6-8)

Pérdida temprana

Embarazo en curso

(sem 12-20)

| Recién nacidos vivos |

Figura 6. Reporte detallado para estudios observacionales en epidemiologia.
Los datos de las pacientes del ala derecha de este esquema constituyen el cuerpo de informacion analizada

y reportada en este escrito, porque son los casos
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6.1.1 Intervencion nutricional

El cuadrante superior de la Figura 7 muestra el promedio en el consumo de carbohidratos,
antes de iniciar la intervencién nutricional fue de 208.6+£16.8 g/dia; durante la intervencion
disminuy6é considerablemente (hasta 41.7+10.1 g/dia). Antes de la intervencion el
consumo de carbohidratos representaba el 48.7% del total de calorias diarias, y durante
la intervencién disminuyé hasta un 18%. Estos resultados evidencian una clara
disminucion en el consumo de carbohidratos tras la eliminacion de los alimentos con un
indice glicémico mas alto (glucotéxicos) como harinas y panes, pastas, frutas, jugos,
refrescos, tortillas, etc. Por otro lado, se registré un aumento en el consumo de las grasas
pasando de un 34.2% a un 39%, y de proteinas aumentando de 17.1% a 43%, tal como

se muestra en la Figura 7 en el cuadrante inferior.
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ANTES INTERVENCION

cH MProteinas M Grasas [BcH M Proteinas [ Grasas

Figura 7. Cambio en el consumo de macronutrientes totales (A) y proporcion de

macronutrientes antes y durante la intervencién nutricional (B).

Se calculd la cantidad de los macronutrientes totales que consumieron las pacientes antes y durante la
intervencion (rango semana 1 a la 27). Los resultados estan representados como la media + error estandar
(arriba). A partir de la cantidad de carbohidratos, proteinas y grasas totales que consumieron las pacientes
antes y durante la intervencién, se calculd la proporcién de los macronutrientes (abajo).

6.1.2 Deteccion de cetosis

Como se observa en la Figura 8, eventualmente todas las pacientes muestran un valor
positivo de cetonas en orina (240 mg/dl); el 41.67% de las pacientes lograron el estado
de cetosis desde la primera semana de la intervencion nutricional mientras que el 41.67%
mostré la presencia de acetoacetato en orina en la segunda semana. El 16.66% de las
pacientes requirié 3 0 5 semanas para lograr la cetosis.

Los resultados de la Figura 7 y 8 indican que es posible instruir a las pacientes para que

reduzcan el consumo de carbohidratos para lograr la induccién de cetosis nutricional.
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Tiempo para entrar en cetosis

4167% 41.67%
40

8 8.33%  8.33%
4 I I
0 1 2 3 5

Semana

Porcentaje

Figura 8. Tiempo y generacion de un estado de cetosis.

El seguimiento mediante el uso de tiras reactivas para medir cetonas en orina se hizo cada 3-5 dias, con
evidencia fotografica del color de la tira, enviada por las pacientes y considerando que se us6 la misma
marca en todos los casos; se consideré como un valor positivo una concentracién igual o mayor a 40 mg/dl.
Se graficd el porcentaje de pacientes/semana en la que alcanzaron el estado de cetosis. Total: 12
pacientes.

6.2 Correccion de la de hiperinsulinemia y resistencia a la insulina después de la

intervenciéon nutricional

Verificamos los niveles de insulina de las pacientes después de seguir la intervencion
nutricional. En la Figura 9 se muestra la concentracién inicial y final de insulina sérica,
donde cada linea representa a cada paciente, tal como se observa, en cada una de ellas
disminuy6 la concentracion de la insulina después de seguir la intervencién nutricional,
pasando de un promedio de 22+4.6 a 10.4+2.1 pUIl/ml (datos mostrados en la Tabla 4).
Estos resultados muestran que después de seguir la intervencidn nutricional es posible

disminuir la condicion de hiperinsulinemia presente en las pacientes.
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Figura 9. Concentracion de insulina de cada una de las pacientes antes y después

de laintervencion nutricional.

En cada una de las pacientes se cuantifico la concentracion de insulina en ayuno antes y después de seguir
la intervencion. Los resultados estan representados como la concentracién de insulina en microunidades
internacionales/mililitro.

Tabla 4. Concentracién promedio de insulina y biomarcadores asociados a Rl de
las pacientes antes y después de la intervencion nutricional.

Inicial Final P (t-Student)
Insulina (uUI/ml) 22+4.6 104+2.1 0.009*
HOMA-IR 56+1.6 2.3+0.6 0.025*
Triglicéridos-Glucosa-IMC 275 +16.6 233.3+12.8 <0.0001
Triglicéridos/HDL-C 14+0.1 11+0.1 0.0163*

Los datos estan expresados como la media + el error estandar; *p < 0.05 indica una diferencia significativa

al comparar los valores antes y después de la IN, usando t-Student pareada.

La Tabla 4 muestra que hubo una clara diminucion en el valor promedio de HOMA-
IR de las pacientes después de sequir la intervencion, pasando de 5.6£1.6 a 2.3+0.6 y la
Figura 9, esquematiza los datos de cada paciente. Por otro lado, en la Figura 10 se

encuentran los valores de HOMA-IR de manera individual, tal como se observa en cada
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una de las pacientes se mostré una disminucion en su valor con respecto al valor inicial,

con excepcién de la paciente cuatro.

Considerando otros dos biomarcadores para el diagnostico de RI, empleamos el

indice Triglicéridos-Glucosa-IMC y la relacion Triglicéridos/HDL-C, un valor alto de estos

indica RI, observandose una disminucion de ambos valores luego de haber seguido la

intervencion nutricional, el indice paso de 275+16.6 a 233.3%£12.8, mientras que la

relacion bajé de 1.4+0.1 a 1.1+0.1. En la Tabla 5 se encuentra el porcentaje de pacientes

gue lograron normalizar o disminuir el valor HOMA-IR, mostrando que el 58.3% de las

pacientes normalizaron su valor, mientras que el 8.3% tuvo una disminucién en su HOMA-

IR mayor al 50%, el 25% de las pacientes se mostré una disminucion en su HOMA-IR en

mas del 25%, vy, finalmente, el 8.3% restante no fue modificado. Estos resultados nos

indican que mediante esta intervencion nutricional es posible mejorar la resistencia a la

insulina, medido por el indice HOMA-IR, logrando normalizar o disminuir este valor.

Cambios del HOMA-IR después de la intervencién
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Figura 10. Modificacion del indice

nutricional.

HOMA-IR después de seguir la intervencion

A cada paciente se le cuantific la insulina y glucosa en ayuno antes y después de la intervencién, y se
calculé6 el indice HOMA-IR (https://amhigo.com/mi-diagnostico/calculadoras/indice-de-resistencia-a-la-

insulina-homa-ir).
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Tabla 5. Porcentaje de pacientes que normalizaron o disminuyeron su valor HOMA-
IR después de la intervencion nutricional.

HOMA-IR Final

Normalizado después de la intervencion (1.96 o menos) 58.3% (n=7)
Mas de 50% de disminucidn (con respecto valor original) 8.3% (n=1)
Mas de 25% de disminucion 25% 25% (n=3)
Sin cambio 8.3% (n=1)

Los datos estan expresados como el porcentaje de las pacientes dentro de cada clasificacion.

6.3 Efecto de la intervencién nutricional sobre los pardmetros antropométricos,

bioquimicos y metabdlicos
6.3.1 Impacto de la intervencion nutricional sobre los signos de sindrome metabdlico

Las Tablas 6 y 7 muestran los pardmetros que fueron evaluados en las pacientes. Tal
como se observa, antes de iniciar la intervencion nutricional, el grupo de las pacientes
inicié con un promedio de IMC de 30.8+1.7 kg/m? disminuyendo a un 27.5+1.4 kg/m?
después de seguir la intervencion nutricional (datos mostrados en la Tabla 6), otro
pardmetro que mostré mejora fue la circunferencia de cintura pasando de un promedio
de 94.6+3.6 cm a 86.3+x3.4 cm, también mostraron disminucién en el promedio de
triglicéridos y glucosa, pasando de 171.8+22.6 mg/dl a 128.1+18.8 mg/dl y de 95.6+4.7
mg/dl a 84.1+3.2, respectivamente. Estos datos muestran que nuestras pacientes RI
también tenian otros parametros metabdlicos alterados, de los cuales, algunos mostraron
mejora luego de seguir la intervencién nutricional, como el IMC, la circunferencia de

cintura, triglicéridos y glucosa.

Tabla 6. Valores antropométricos antes y después de seguir la intervencion
nutricional.
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Peso corporal (kg) 74.6 £3.9 66.7 £ 3.5 < 0.001*
IMC (kg/m?) 30.8+1.7 275+ 1.4 < 0.001*
Obesidad (%) 41.7 25.0 0.480
Sobrepeso (%) 58.3 41.7 0.683
Peso Normal (%) 0.0 33.3 0.134

Los datos estan expresados como la media * el error estdndar; *p < 0.05 indica una diferencia significativa

al comparar los valores antes y después; analisis por t-Student pareada o prueba de McNemar.

Tabla 7. Valor promedio de cada signo de sindrome metabdlico antes y después de

seguir la intervencién nutricional.

Parametro Inicial P (t-Student)
Circunferencia de cintura (cm) 94.6 + 3.6 86.3+3.4 0.001*
Triglicéridos (mg/dl) 171.8+226 | 128.1+£18.8 0.003*
HDL-C (mg/dl) 46.4+2.9 446 +2.8 0.546
Glucosa (mg/dl) 95.6 4.7 84.1+3.2 0.007*

Los datos estan expresados como la media + el error estandar; *p < 0.05 indica una diferencia significativa

al comparar los valores antes y después; analisis por t-Student pareada.

Cada uno de los parametros evaluados corresponde a signos metabdlicos empleados
para diagnosticar el SM (so6lo si se presenta minimo 3 de estos signos se diagnostica el
sindrome como tal). De la evaluacion metabdlica realizada en cada paciente, realizamos
el conteo del numero de signos que presentd cada una de ellas antes y después de la
intervencién nutricional. En la Figura 11 se muestra el nUmero de parametros metabdlicos
alterados en cada una de las pacientes; como se observa no todas las pacientes
presentaron SM; de las 12 pacientes, soOlo seis lo presentaron antes de iniciar la

intervencion nutricional, y cuatro de ellas salieron del SM. Con estos resultados podemos
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observar que no todas las pacientes con RI tienen diagndéstico de SM, pero si presentan
al menos un parametro de SM alterado (Figura 11).
Parametros metabdélicos alterados

5

P10 P11 P12

w

N

=N

Minicial MFinal
Figura 11. Numero de signos o sintomas del Sindrome metabdlico (SM) de cada
paciente antes y después de la intervencion.

6.4 Resultados reproductivos después de la intervencion nutricional

La siguiente etapa fue iniciar con el proceso de Estimulacion Ovarica Controlada (EOC)
para la FIV y completar un siguiente ciclo hasta hacer la transferencia embrionaria y ver

el resultado de las pruebas de embarazo.

6.4.1 Efecto de la Intervencién Nutricional (IN) sobre los pardmetros reproductivos

En la Tabla 8 se muestran los datos de los parametros reproductivos de cada una de las
pacientes, analizados de forma individual o como el promedio del valor de cada
parametro. No se encontré diferencia significativa entre el ciclo fallido y el ciclo actual, ni
cambios en la calidad de los embriones, tal como se puede observar en las Tablas 8 y 9.
Numéricamente hablando, tras seguir la intervencién nutricional no se alteran ni mejoran

los pardmetros reproductivos.
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Tabla 8. Parametros reproductivos antes y después de seguir la intervencion
nutricional.

Embriones

#Foliculos #Ovocitos |#Ovocitos Ml | %Fertilizacion | Numero | Edad (dias)
antrales

° 3 - E - | E o E | E | = =
S SCHEREHIEREHIE NN A
5 ) 3} ) ® o o
P1 |Propios| 12 | 15 | 10 | 12 3 0 60 |5833| 3 | 2 | 3 | 3
P2 | Propios| 15 | 158 | 17 | 22 5 16 | 556 [5909| 4 | 4 | 3 | 5
P3 |Propios| 28 | 25 | 35 | 20 | 30 | 26 | 80 [8276| 7 | 7 | 5 | s
P4 |Ovodon| NR | NR | 19 | 25 4 o |82 | 52 | 8] 4|5 ] 5
P5 |Propios| 24 | 8 | 18 | 17 | 14 | 11 | 611 |5882| 6 | 3 | 5 | 5
P6 | Propios | 40 | 18 | 15 | 16 9 11 | 60 |s625| 4 | 5 | 5 | s
P7 | Propios| 14 | 10 | 23 | 15 0 o | 696 |7333| 6 | 9 | 5 | 5
P8 |Propios| 35 | 35 | 33 | 17 | 11 6 | 588 2941 1 | 3 | 6 | 5
P9 |Ovodon| NR [ NR| 15 | 16 | 24 | 16 | 733 [9375| 6 | 8 | 5 | 5
P10 |Ovodon| 25 | NR| 21 | 16 | 20 | 12 | 571 |es75| 2 | 4 | 5 | 5
P11 | Propios| NR | 50 | NR | 23 | NR | 22 | NR [9391| NR| 7 | NR| 5
P12 |Propios | 28 | 24 | 18 | 46 | 14 | 41 | 50 |9391| 3 | 9 | 3 | s
Promedio 245 |22.22| 204 | 212 | 122 | 134 | 645 | 650 | 45 | 54 | 45 | 48
E;Z; dar 318| 44| 23 | 27 | 28 | 35 | 32 | 48 | 07 | 07 | 03| 02
P (t-Student) | 0.962 0.822 0.789 0.933 0.384 0.414

No hay una diferencia significativa al comparar los valores antes y después de la IN; p: t-Student apareada.
NR: No Reportado.
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Tabla 9. Calidad de los embriones antes y después de seguir la intervencion
nutricional.

Calidad de los embriones (DIA 5)

Tipo de embriones Ciclo actual

P1 Propios 1(7/0), 1(7/5), 1(6/5) (DIA 3) 1(9/0), 1(6/5) (DIA 3)
P2 Propios 2(8/0), 1(7/5), 1(10/5) (DIA 3) 1BE, 3BC
P3 Propios 2AC, 5BC 2AC, 5BC
P4 Ovododn 5BB, 3BC 1BE, 3BC
P5 Propios 4BE, 2BC 3BE

P6 Propios 4BC 5BC

P7 Propios 3BE, 3BC 5BE, 4BC
P8 Propios BC 3BC

P9 Ovodon 6BC 1BE, 7BC
P10 Ovodon 2BC 2BE, 2BC
P11 Propios NR 1AC, 1BB, 5BC
P12 Propios 1(8/5), 2(7/5) (DIA 3) 1AC, 1BB, 7BC

Calidad de los embriones en el ciclo anterior y ciclo actual (después de seguir la intervencién nutricional)

6.4.2 Efecto de la intervencion sobre el grosor del endometrio

Para cada paciente registramos el valor del grosor en su ciclo FIV fallido y el valor luego
de segquir la intervencion para hacer la comparacion. En la Tabla 10 se indica el grosor
del endometrio de cada paciente en su ciclo anterior y en el ciclo después de seguir la
intervencion, con aumento el promedio del grosor de cerca de 2 unidades después de la
intervencion, sin embargo, este valor no fue estadisticamente significativo. Vale la pena
mencionar que, tras seguir la intervencién, 11 pacientes mostraron un grosor endometrial
adecuado o mejorado, que pudiera ser un factor importante para el logro y sostén del
embarazo. Vale la pena mencionar que en la literatura se considera que valores mayores

a 11 mm tampoco son deseables [111].
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Tabla 10. Cambio en el grosor del endometrio antes y después de seguir la
intervencién nutricional.

Grosor del endometrio (mm)

Ciclo actual

P1 9.7
P2 3 4.8
P3 4.6 7.7
P4 8.1 6
P5 5.2 10
P6 2.9 13.2
P7 16 8.9
P8 7 11.1
P9 4.7 7.9
P10 3.1 4.5
P11 5 12
P12 12.1
Promedio 6.8 8.6
Error estandar 1.2 0.8
P 0.277
Numero de pacientes con grosor
endometrial de 7 a 11 mm tras la 6
intervencion
Numero de pacientes con un
grosor endometrial que mejoré 5
comparado con el dato antes de
laintervencién
Numero de pacientes con un
grosor menor comparado con el 1
dato antes de la intervencién

Andlisis por t-Student apareada. Rojo: valores grosor endometrial sub-6ptimos; verde: alcanzd grosor
adecuado tras la IN aun siendo menor en ciclo previo; subrayado: todos los casos de clara mejoria.

6.4.3 Resultados obstétricos después de lograr la cetosis nutricional

Los resultados obstétricos se muestran en la Tabla 11; el 83.33% de las pacientes logro
el embarazo bioquimico (beta-hCG>10 muUl/ml), mientras que el 66.67% llegd a
embarazo clinico y, de este mismo grupo, una paciente se encuentra en embarazo en
curso y finalmente siete pacientes concluyeron el embarazo, donde la paciente cuatro y

seis dieron a nacimiento a dos bebés. Este Ultimo grupo corresponde al 66.67% que se
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encuentra en embarazo en curso o bien, como Recién Nacido Vivo (RNV). Estos
resultados muestran una clara mejora en la tasa de implantaciébn embrionaria, asi como

el embarazo en curso y RNV.

Tabla 11. Logro de embarazo después de seguir la intervenciéon nutricional.

Embarazo bioquimico Embarazo clinico Embarazo en curso 12
(beta-hCG > 10 mUl/mIm (Saco con latido, US, semanas o0 mas / Recién
14 dias tras la puncién) semana 6 a 8) Nacido Vivo
P1 NO (fallo de implantacion) NO NO
P2 SI NO NO
P3 Sl NO NO
P4 Sl Sl Recién nacido vivo (2)
P5 SI Si Recién nacido vivo (1)
P6 SI Si Recién nacido vivo (2)
P7 Sl Sl Recién nacido vivo (1)
P8 Sl Si Recién nacido vivo (1)
P9 Sl Sl Recién nacido vivo (1)
P10 SI Si Recién nacido vivo (1)
P11 NO (fallo de implantacion) NO NO
P12 Sl Sl Sl (1) (16 semanas)
N* 10 8 8
% 83.33 % 66.67 % 66.67 %

*NUmero total de pacientes en cada categoria.
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6.4.4 Recién nacidos vivos

Mantuvimos comunicacion con las pacientes con embarazo en curso con la finalidad de
estar al tanto de su salud y para conocer la fecha del nacimiento del bebé, registrando el
peso, talla y género. En la Tabla 12 se muestran los datos de cada uno de los bebés
nacidos vivos, seis nifios y tres nifias, y dos embarazos fueron mellizos. La talla de los
bebés se encontrd entre 43 a 48 cm. La OMS considera bajo peso al nacer cuando el
bebé tiene un peso menor a 2500 g, sin embargo, el peso en mellizos suele ser menor a
este valor, tal como lo podemos observar en la tabla con los mellizos de las pacientes

cuatro y seis, el resto de los bebés tuvieron un peso mayor a 2500g.

Tabla 12. Caracteristicas de recién nacidos vivos

Paciente Semana Peso (g) IEUEN () Género
gestacional

38+2 2054 / 2057 43/ 44 Masculino / Femenino
P5 42+5 3039 50.3 Masculino
P6 35+5 2100/ 1900 45/ 45 Masculino / Femenino
P7 39+4 2950 50 Masculino
P8 36+3 NR NR Masculino
P9 41+1 3250 48 Masculino
P10 37 2690 47 Femenino

NR: No registrado.

6.5 Respuesta metabdlica funcional en las células de la cimula
6.5.1 Ensayo de captura de glucosa en respuesta a insulina

Para determinar el efecto de la exposicion a insulina en las células de la cimula que son
cosechadas con el complejo cimula-ovocito durante la puncion, decidimos explorar si
evaluado la captura de glucosa, es posible visualizar una asociacién entre la falta de
respuesta y resultados negativos de FIV. Una manera plausible de evaluar la respuesta
metabdlica funcional de las células de la granulosa tipo cumula, puede ser la captura de
glucosa. Las células son estimuladas con insulina para movilizar al transportador GLUT4
hacia la membrana celular y con ello permitir la entrada de glucosa en la célula. Como

primer paso para evaluar esta funcion en las células de la cimula decidimos hacer la
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estandarizacion de una técnica no radiactiva. Trabajamos con las células de la cimula
gue fueron obtenidas después de la puncién ovéarica, procedimiento que consiste en la
extraccion del complejo cimula-ovocito. Para la estandarizacion hay que determinar el
namero minimo de células requeridas para obtener tener niveles detectables de
luminiscencia. Para ello empleamos una mezcla de células de la cimula pertenecientes
a dos pacientes y dos donantes, de la cual sembramos 75 000, 45 000, 40 000 y 35 000
células que fueron incubadas por 30 min y se procedio6 a realizar la captura de glucosa.
Con el objetivo de evaluar la respuesta funcional de las células, nuevamente trabajamos
con una mezcla de células obtenidas de dos pacientes y dos donantes, las sembramos
en una cantidad de 75 000 células para el grupo sin dar tratamiento y para las estimuladas
con insulina a una concentraciéon de 100 nM, se incubaron por 30 min y se realiz6 la
captura de glucosa. Para demostrar que es posible trabajar con células de una sola
paciente, empleamos células provenientes de una paciente con factor SOP, las
sembramos a una cantidad de 75 000 células y se realizo la captura luego de un tiempo
de 30 min de incubacion en los grupos sin tratamiento y las tratadas con insulina a 100
nM.

En la Figura 12 se muestra la captura de glucosa registrada con diferentes
poblaciones de células de la cimula; en el panel A se encuentra la captura de glucosa
gue corresponde a la primera parte de la estandarizacién, como se observa en la gréfica,
entre 75 000 y 45 000 células hay suficiente deteccion de la luminiscencia. El siguiente
paso de la estandarizacion fue registrar si hay aumento en la captura de glucosa después
de hacer la estimulacion con insulina. En este sentido, utilizamos una mezcla de células
proveniente de dos pacientes y dos donantes, tal como se puede ver en el panel B, con
75 000 células se muestra un aumento en la captura de glucosa después de estimular
con insulina a una concentracion de 100 nM (barra gris). En un experimento similar a
este, pero con células de una sola paciente, el Panel C, muestra que hay un aumento en
la captura de glucosa después de la estimulacién con insulina. Con estos datos
mostramos que contamos con un modelo de células de la cumula que nos permitira
evaluar la respuesta funcional individual a la insulina en las células provenientes en cada

una de las pacientes, utilizando una cantidad minima de 50 000 células.
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A. Determinacion del nimero minimo para células
para el ensayo de captura de glucosa
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Figura 12. Estandarizacién de la captura de glucosa en células de la cumula.

Se recolectaron las células de la cimula de pacientes y donantes; estas células se pueden trabajar
mezcladas con todas las células provenientes de la puncion de varias mujeres o individualmente (células
de una sola paciente); se contaron y se sembraron empleando diferente nimero de células y éstas fueron
estimuladas por 30 minutos con insulina a una concentracion de 100 nM antes de hacer la captura de
glucosa; panel A y B: mezcla de células de dos donantes y dos pacientes; panel C: células de una sola
paciente infértil con factor SOP. La intensidad de la sefial se expresa como URL o bien, como porcentaje
con respecto al control no tratado.

70



6.5.2 Respuesta funcional al reto con insulina en las células de la camula en paciente

individual

Después de determinar el numero requerido de células para llevar a cabo la captura de
glucosa, evaluamos la respuesta funcional de estas células en paciente individual para
analizar su relacion con los posibles resultados del proceso FIV. Para llevar a cabo este
paso, estuvimos pendientes de la agenda para darle seguimiento a las pacientes que se
encontraban proximas para la puncion ovarica. El dia de la puncion solicitamos que las
células de la camula fueran cosechadas, y trabajamos con 50 000 o idealmente con 75
000 células para cada condicién; éstas fueron divididas en dos grupos, sin tratamiento y
las estimuladas con insulina a 100 nM durante 30 min; finalmente se hizo la captura de
glucosa. A estas mismas pacientes se les dio seguimiento para registrar los resultados
del proceso FIV; a saber, los resultados considerados positivos (en verde en las tablas
subsecuentes) fueron: la ejecucion de la transferencia embrionaria, el logro de embarazo
bioquimico y/o la presencia de saco con latido de la semana seis a la ocho de embarazo;
y considerados negativos son: desarrollo de sindrome de hiperestimulacion ovarica
(SHO), no transferencia, no implantaciéon (beta negativa) o pérdida temprana.

Las células de las pacientes que formaron parte de este estudio presentaban dos
factores que pueden generar mayor riesgo de infertilidad, la presencia de SOP (un grupo
diferente a las pacientes que siguieron la intervencién nutricional) y la edad (=38 afios),
en las Tablas 13y 14. Con respecto a la captura de glucosa, se consideré como el 100%
al grupo no tratado y los resultados mostrados en las tablas corresponden al porcentaje
obtenido en las células que fueron estimuladas con insulina, estos datos numéricos los
presentamos de acuerdo a la intensidad de la respuesta a insulina, en orden de mayor a
menor.

Los resultados de las pacientes con factor SOP se encuentran en la Tabla 13; tal
como se observa en la columna del indice HOMA, todas las pacientes tienen resistencia
a la insulina. Aparentemente, conforme va disminuyendo el porcentaje de respuesta de
las células también se van observando resultados negativos con respecto al obtenido en

la beta-hCG y en la presencia de saco con latido. Otro resultado que también registramos
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fue conocer si la transferencia se hizo de manera inmediata o si se habia postergado, en
este grupo de pacientes la transferencia que se tuvo que postergar estuvo relacionado a
la presencia de SHO, condicion que afecté en mas del 60% de las pacientes. En la Tabla
14 se muestran los resultados del grupo de las pacientes con factor edad y sin SOP;
llamo la atencion la columna del valor de HOMA ya que todas presentaron resistencia a
la insulina, sin embargo, ninguna paso6 por SHO. En la tabla de este grupo, se puede
observar que en las pacientes con células que tuvieron menor respuesta también tuvieron
un resultado negativo sobre la beta-hCG y el saco con latido. Con estos resultados
tenemos un primer acercamiento de la respuesta funcional de las células, el cual nos
podria permitir relacionarlo con uno de los resultados finales del proceso FIV, esto nos
permitird en un futuro emplear el ensayo de captura de glucosa para tomar una mejor

decision durante el proceso FIV.

Tabla 13. Respuesta funcional de las células de la cumula y datos obstétricos de
las pacientes con factor SOP.

Saco con Transfe_rencia
Edad | IMC | HOMA | Beta-hCG : inmediata / SHO
ULl postergada
SOP1 28 25.64 | 60.09 Positiva Si Si Si
SOP2 29 28.84 | 33.17 Positiva | No/pérdida Si -
SOP3 35 28.88 | 29.84 Positiva Si No/ Si Si
SOP4 37 24.78 6.8 Positiva Si No/ Si Si
SOP5 41 27.01| 22.03 - - No/No Si
SOP6 31 36.73 10.4 Positiva | No/pérdida | No, P4alta/Si -
SOP7 87.9 35 2424 | 443 - - No Si
SOP8 77.7 23 27.54 2.2 Negativa - Si -
SOP9 67.08 29 23.05 26.5 Negativa - Si -
SOP10 66 32 39.35| 40.6 - No Si
SOP11 64.3 29 48 6.8 Positiva Si Si Si
SOP12 45.3 33 31.25 7.74 - - No Si
SOP13 43.9 20 23.4 5.6 - - No Si

Respuesta a insulina: degradacién de color azul oscuro a claro indica disminucién en el % de respuesta.
Resultados reproductivos positivos posibles en verde: la ejecucion de la transferencia embrionaria, el logro
de embarazo bioquimico y/o la presencia de saco con latido de la semana 6 a 8 de embarazo; resultados
reproductivos negativos en rojo: desarrollo de sindrome de hiperestimulacién ovérica (SHO), no fue posible
la transferencia, no implantacion (beta negativa) o pérdida temprana del embarazo.
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Tabla 14. Respuesta funcional de las células de la cumula y datos obstétricos de
las pacientes con infertilidad por factor edad

Transferencia
Edad | IMC "1 ioma | Beta-hcg | S3S0CON | inmediatal | SHO
afios | Kg/m latido
postergada
PE1 38 27.59 7.8 Negativa - Si -
PE2 38 28.25 4.9 Positiva No, PGTA/SI -
PE3 154.05 41 26.03 2.8 Positiva Si Si -
PE4 98.79 40 36.39 121.5 Positiva No/Ectépico Si -
PE5 81.3 42 NR 3 i i No, embriones |
mala calidad
PEG6 73.56 41 25.1 14 Negativa - Si -

Respuesta a insulina: degradacién de color azul oscuro hasta un azul claro indicando disminucion en el %
de respuesta. Resultados positivos posibles en verde: la ejecucién de la transferencia embrionaria, el logro
de embarazo bioquimico y/o la presencia de saco con latido de la semana 6 a 8 de embarazo; Negativos
en rojo: desarrollo de sindrome de hiperestimulacién ovarica (SHO), no transferencia, no implantacién (beta
negativa) o pérdida temprana. PGTA: Analisis genético preimplantacion.

6.6 HOMA-IR, IMC vy respuesta de la estimulacién ovarica controlada (EOC) en las

pacientes con SOP

Los resultados mostrados en las tablas 13 y 14 muestran evidencia preliminar que
indica que las pacientes con SOP con valores altos de Rl y que no pasan por una mejora
en su salud metabdlica tienen tendencia a obtener resultados negativos en algin paso
de la FIV, por lo que decidimos analizar un grupo adicional de pacientes SOP tratando
de catalogar el resultado FIV como propicio (verde) o negativo.

Durante la EOC las pacientes son tratadas con gonadotropinas por aproximadamente
diez dias, durante este tiempo, a cada paciente se le toman tres muestras sanguineas
con la finalidad de cuantificar la concentracion de estradiol para dar seguimiento en la
estimulacién; de acuerdo con la literatura, la proporcion entre el valor del estradiol final y
el valor estradiol inicial no debe resultar mayor a diez veces para considerar una
estimulacién efectiva pero no excesiva. En estas mismas muestras de suero
cuantificamos los niveles de glucosa e insulina, e hicimos el célculo del indice HOMA, y

dimos seguimiento para conocer los resultados obstétrico de cada una. Seleccionamos
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pacientes con factor SOP e IMC alto, cabe resaltar que se trata de un grupo totalmente
diferente al grupo de pacientes de la intervencion.

La Tabla 15 muestra los datos obtenidos en cada una de las pacientes seleccionadas. La
columna E final/ E1 muestra el resultado de la division entre los valores de concentracion
de estradiol final e inicial, tal como se puede observar en mas del 50% de las pacientes,
este valor se encontré por arriba de diez veces indicando una respuesta excesiva. En
cuanto al valor del HOMA, empleamos cuatro diferentes colores con la finalidad de
resaltar la variacion en este indice en cada paciente durante la EOC, en color verde, los
valores que muestran ausencia de resistencia a la insulina (pocas pacientes en este
caso). Los otros colores utilizados fueron: amarillo para valores entre 1.96 a 9.9, naranja
entre 10 a 20, y en rojo para aquellos valores de RI muy altos por arriba de 20. Como se
puede ver en la Tabla 15, durante la EOC se alteran alin mas los valores del indice HOMA
en paciente SOP. De acuerdo con el resultado obstétrico obtenido en este grupo, la tasa
de éxito de embarazo fue del 33.33%.

Estos resultados, aunque preliminares, parecen indicar que en pacientes SOP con IMC
alto, los valores del indice HOMA se alteran significativamente durante la EOC vy, esto
podria relacionarse con una respuesta exacerbadas a las gonadotropinas, un aumento
en el riesgo de SHO, con una baja tasa de éxito de embarazo y mayores tropiezos en

para lograr un ciclo FIV exitoso.
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Tabla 15. Impacto de la Rl e IMC en larespuesta ala EOC y los resultados
obstétricos en pacientes con SOP

Estradiol | Estradiol | Estradiol | _.. s
Edad | IMC HOMA 2 | HOMA 3 Efinal/E1 | Resultado obstétrico
1 (pg/ml) | 2 (pg/ml) | 3 (pg/ml)
PacSOP7 27 194 448 1704 8.78 beta-hCG negativa
PacSOP6 27 147 2655 5843 39.75 [SHO/beta-hCG negativa
PacSOP8 3 232 437 1927 8.31 beta-hCG negativa
PacSOP1 28 545 5421 10327 1895 | SHO/beta-hCG positiva
PacSOP10 | 31 93 1296 92 | grss | PerNCCpositval
embarazo clinico
PacSOP17 | 27 326 1949 3461 10.62 beta-hCG negativa
PacSOP3 41 229 709 2379 10.39 SHO
PacSOP15 | 34 111 822 1717 15.47 beta-hCG negativa
PacSOP16 | 28 154 | 3564 | 9001 59 beta-hCG positiva/
embarazo clinico
PacSOP11 | 38 61 59 2504 425 beta-hCG pos,mlva/
embarazo clinico
PacSOP9 | 27 107 28.86 127 552 994 783 beta-nCG positiva/
embarazo clinico
PacSOP12 | 29 2162 5257 | 1478 136 460 1900 | 1397 | PehCCpositval
embarazo clinico
PacSOP2 | 29 3317 2143 R 436 1890 | 9545 | PelCGpositval
pérdida temprana
PacSOP4 | 35 29.84 54 299 1233 | 2283 SHO
PacSOP14 | 30 3043 39.47 142 1900 | 8437 | 5042 | betahCG negativa
PacSOP5 | 33 4 | 109 460 5613 515 SHO
PacSOP13 35 10.02 557 554 1424 2.56 Aln no transferencia
PacSOP18 | 42 19.72 42 315 949 226 beta-hCG negativa

Tasa de éxito de embarazo: 33.33%

Valor en el indice HOMA, verde: <1.96, es decir, no resistencia a la insulina; amarillo: valores entre 1.96 a
9.9; anaranjado: entre 10 a 20; rojo: valores por arriba de 20. Valor en IMC: degradacién de color azul claro
hasta un azul oscuro indicando aumento en el valor IMC. Resultados obstétricos: positivos posibles en
verde: la ejecucién de la transferencia embrionaria, el logro de embarazo bioquimico y/o la presencia de
saco con latido de la semana 6 a 8 de embarazo; Negativos en rojo: desarrollo de sindrome de
hiperestimulacién ovérica (SHO), no implantacion (beta negativa).
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7. Discusioén

La glucotoxicidad consiste en la elevacion continua y cronica de la glucosa
plasmética, provocando alteracion tanto en la secrecion como en las acciones de la
insulina en diferentes 6rganos y tejidos. En consecuencia, se genera un estado de
hiperinsulinemia constante e intermitente para lograr mantener niveles normales de
glucosa sanguinea. La glucotoxicidad y el aumento constante en la insulina plasmética
que ésta genera, conducen al desarrollo de varios efectos toxicos.

La hiperglucemia prolongada causa alteracion en la produccion y eliminacion de
las especies reactivas de oxigeno porque disminuye la capacidad de una enzima
antioxidante, la glutation reductasa, aumenta la produccién de radicales superéxido,
se activa la via de la proteina cinasa C (PKC), y se forman los productos finales de
glicacion avanzada (AGEs) [112]. Ademas de inducir un estado de inflamacion
generalizada, diferentes organos y tejidos se ven afectados por la hiperglucemia
prolongada, el sistema cardiovascular, rifiones, ojos, neuronas, tiroides y sistema
reproductivo, [36].

En particular, a nivel ovarico se ha reportado que la hiperinsulinemia mantiene
la hiperandrogenemia presente en las mujeres con SOP, ya que actla directamente
sobre las células de la teca induciendo la produccién excesiva de andrdogenos, y
aumentando el efecto del estimulo de la hormona luteinizante [113] y a nivel hepéatico
se suprime la produccién de la globulina fijadora de hormonas sexuales, contribuyendo
al mantenimiento de testosterona libre en suero [114]. En conjunto, todos estos
cambios exacerban los signos y sintomas caracteristicos del SOP. Este estado
hiperinsulinémico lo observamos en todas las pacientes que entraron al protocolo de
la intervencién nutricional, por ello la finalidad principal de este estudio fue corregir la
glucotoxicidad.

La restriccion en el consumo de carbohidratos da como resultado un cambio
metabalico en el que el organismo, puede cambiar al uso de las grasas provenientes
de la dieta y la reserva de grasa, para la produccion de cuerpos cetonicos, con funcion
energética pero también reguladora. La dieta cetogénica puede ser un tratamiento no
farmacoldgico para revertir la resistencia a la insulina en la diabetes tipo 2 y en SOP

[94, 115, 116], porque se ha mostrado disminucion en la insulina en ayunas, en el
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HOMA-RI, los triglicéridos, el IMC, el peso, la grasa abdominal central, en varios de
los marcadores de enfermedad cardiovascular y una disminucion significativa de la
proteina C reactiva de alta sensibilidad y de la inflamacion [117].

Aungue la mayor parte de las pacientes alcanzaron la cetosis nutricional en las
primeras tres semanas de la IN, como originalmente habiamos considerado, hubo
pacientes que necesitaron hasta cinco semanas para entrar en cetosis. Ademas de los
diferentes grados de dafio metabdlico, hay otras razones que explican la diversidad
para alcanzar un buen grado de cetosis. El proceso de entrada a cetosis puede ser
mas lento ingiriendo alimentos procesados, ya que de esta manera se pueden estar
consumiendo carbohidratos ocultos o no lograr una disminucion suficiente en la
cantidad de calorias ingeridas por dia, porque estos alimentos son hipercal6ricos y
compactos en volumen. Por otro lado, un consumo excesivo de proteinas puede
retrasar la entrada al estado de cetosis debido a que las proteinas contribuyen al
conteo caldrico y pueden eventualmente ser utilizadas para la producciéon de glucosa,
manteniendo niveles altos de glucosa y secrecion de insulina. Esto resalta nuestro
interés en llevar también un control de la cantidad de proteina diaria y se mantenga en
niveles moderados (1 a 2 g/kg de peso).

Apridonidze y colaboradores en el 2005, estudiaron la prevalencia de SM en
pacientes SOP, mostrando que solamente el 43% de ellas tenian el diagndstico de SM
y el 47.2% presentaban solamente de uno a dos parametros de SM alterado [118]. Es
decir, de un grupo seleccionado de pacientes SOP no todas presentan SM, similar a
los resultados de nuestro estudio. Sin embargo, resaltamos que todas nuestras
pacientes presentaban RI, un diagndstico que no se considerd en la publicacion del
2005. De acuerdo con los datos obtenidos, proponemos que el primer evento es la
aparicion de RI, lo que da inicio al desarrollo en la alteracién de los demas pardmetros
del SM -la obesidad central, aumento en los niveles de triglicéridos, disminucion en los
niveles de HDL-C, aumento en la presién sanguinea y alteracién en los niveles de
glucosa sérica. Sin embargo, el orden de aparicion de estos signos es variable, no
todas las pacientes mostraron alteracion en exactamente los mismos parametros, ni
en el mismo orden. En soporte de esta propuesta, en 1988 en la revision realizada por
Reaven y cols., se sugiere que la dupla hiperinsulinemia/resistencia a la insulina juega

un papel importante en la aparicion de los diferentes eventos del SM [119]; por otro
77



lado, dando seguimiento a 2217 sujetos durante ocho afios, se observd que la
hiperinsulinemia precede a la aparicion de los diferentes parametros del SM, al higado
graso no alcohdlico asi como también al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 [120].
Durante el estado de hiperinsulinemia aumenta la produccién hepética de VLDL y de
los triglicéridos séricos, al mismo tiempo, disminuye la produccion de las lipoproteinas
de alta densidad [121] lo que contribuye a la dislipidemia. La elevacién en la presion
sanguinea durante la Rl muy probablemente se debe a la activacion de la via MAPK,
que favorece a la vasoconstriccion, y la retencion de agua y sodio en el rifion [122].

Por otro lado, se ha mostrado que la obesidad es un predictor de aumento en
los niveles de insulina, y la hiperinsulinemia también resulta en un aumento de peso,
indicando que existe una relacion bidireccional entre la obesidad y la hiperinsulinemia
[123], efecto que también encontramos en las pacientes de nuestro estudio,
particularmente siguiendo la medida de la circunferencia de la cintura como parametro
indicativo de obesidad central.

Notamos que el parametro de SM que menos se altera es el nivel sérico de
glucosa, luego de la glucotoxicidad, hiperinsulinemia y RI que observamos en nuestra
poblacién de estudio; en el trabajo de Apridonidze solo el 3.8% de las pacientes SOP
presentaron un alto nivel de glucosa sanguinea en ayuno [118]. Usualmente el factor
gue mas contribuye a los altos niveles de glucosa sérica en ayuno en el diabético tipo
2 es que a nivel hepatico se estimula la gluconeogénesis a través de la funcién
estimulante de la enzima piruvato carboxilasa y la activacién de la acetil-CoA [124], lo
gue se observa en un higado francamente resistente a la insulina. Nuestro estudio
descart6 pacientes diabéticas.

El sobrepeso y la obesidad de nuestras pacientes podrian ser los factores
involucrados en la falta de mejora en los niveles de HDL-C que observamos. En
comparacion, Sharman y colaboradores, analizaron los datos de un grupo de hombres
normolipémicos y con peso normal, que se sometieron por seis semanas una dieta
cetogénica, logrando aumentar los niveles de HDL-C hasta un 11.5% del valor inicial
considerando la condicion inicial de los sujetos de este estudio [125]. Se ha mostrado
gue la obesidad altera la actividad de las enzimas involucradas en el remodelado de
las lipoproteinas como la lecitin-colesterol transferasa (LCAT), la proteina

transportadora de ésteres de colesterol (CETP), y la propia composicion de la HDL
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[126]. A pesar de que las pacientes de nuestro estudio disminuyeron su IMC, es posible
gue no se lograra mejorar la actividad de estas enzimas o bien esta falta de cambio
sea debida a la condicion femenina/SOP. Los resultados en la literatura son
conflictivos: un estudio de pacientes SOP con sobrepeso/obesidad que siguieron una
dieta cetogénica por 6 meses no mostraron diferencia significativa en los valores de
HDL-C [94]. Por el contrario, en el trabajo realizado por Cincione y colaboradores, a
pesar de que las pacientes SOP tenian sobrepeso/obesidad, lograron aumentar los
niveles de HDL-C luego de seguir el tratamiento dietético por 45 dias, pero cabe
resaltar que la diferencia fue que en este grupo de pacientes el valor de HDL-C no era
bajo inicialmente, se encontraba en 50 mg/dl, lo que podria incidir en que se lograra el
aumentar el valor de HDL [115].

Durante la intervencion nutricional, las pacientes restringieron el consumo de
carbohidratos, el principal macronutriente que estimula la secrecién de insulina,
logrando una mejora en la hiperinsulinemia. El siguiente paso fue evaluar el estado de
Rl de las pacientes, para ello empleamos un modelo matematico llamado homeostasis
model assessment (HOMA) presentado por Matthews y colaboradores, que permite
hacer una estimacion de la resistencia a la insulina mediante las concentraciones de
la glucosa e insulina sérica en ayuno [127]. Luego de haber seguido la intervencion,
las pacientes mejoraron significativamente en el indice HOMA, que interpretamos
como disminucién de la resistencia a la insulina. Ademas de usar el indice HOMA-IR,
decidimos usar otros dos indicadores que se han postulado en la literatura como
biomarcadores asociados a la RI. Existe una gran necesidad de indicar a una paciente
el riesgo que representa la Rl para su salud, pero también para el logro de un
embarazo. Se han propuesto alternativas al HOMA que no requieran medir insulina
sérica. Aunque la medicién de insulina es estandar en laboratorios clinicos, su costo
es variable y puede llegar a ser mas elevado que medir triglicéridos o glucosa, que
siempre estan incluidos en una quimica de 5 elementos o pueden ser medidos en
consultorio con una gota de sangre. Uno de ellos fue el marcador Triglicéridos-
Glucosa-indice de masa corporal (IMC) [128, 129], que podria establecerse en la
practica clinica como algo muy sencillo de medir. El promedio del TYG-IMC en las
pacientes al inicio fue de 275 disminuyendo significativamente hasta 233, misma

tendencia observada con el valor HOMA. Aunque aun no se ha establecido un punto
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de corte exacto para determinar el estado de RI, si se ha observado que existe una
asociacion estadisticamente significativa con Rl y un valor de este marcador por arriba
de 200 puede estar indicando riesgo; sin embargo, hay que tomar en consideracion
las diferencias étnicas y se requieren mas estudios para entender si puede sustituir al
HOMA [129-132].

El tltimo marcador que utilizamos fue la relacion entre Triglicéridos/HDL-C, que
como su nombre lo indica, solamente emplea esos pardmetros para su célculo y se ha
reportado con buena correlacién con RI [128, 133]; paralelamente con los resultados
de los indices anteriores, el promedio disminuy6 significativamente tras la IN.

En los parametros reproductivos, contamos con dos niveles de evaluacion:
calidad ovular y calidad endometrial. No registramos diferencia numérica significativa
entre el ciclo anterior y el ciclo posterior a la intervencion nutricional, en pardmetros
clasicamente registrados como marcadores de calidad FIV. Sin embargo, la calidad
del ovocito debe siempre medirse de manera indirecta, no se debe manipular, por lo
que una manera indirecta de evaluar su calidad es mediante las células de la camula
[134]. Este tipo celular se encuentra rodeando y en intimo contacto metabdlico con el
ovocito con la finalidad de proveerle el soporte fisico y ambiental requerido para el
correcto desarrollo durante la foliculogénesis [135, 136]. EI complejo Cumula-Ovocito
utiliza la glucosa para varios de los procesos metabolicos esenciales, siendo las
células de la cumula las responsables en metabolizar la mayor parte de la glucosa,
brindando intermediarios metabdlicos al ovocito como piruvato, NADPH, purina de
novo Yy cisteina, porgue no puede producirlos [137]. Una manera factible que podria
servir en un futuro para evaluar indirectamente la calidad del ovocito es la evaluacién
funcional de la cimula: considerando que su funcion consiste en emplear glucosa para
dar los nutrientes necesarios al ovocito, usamos un sistema de captura de glucosa y
analizamos la capacidad de entrada de glucosa en respuesta al estimulo de insulina
in vitro. Como primer acercamiento hemos mostrado que cada paciente tiene una
respuesta variable ante el estimulo con insulina, y al equiparar estos datos con su
respectivo resultado obstétrico notamos que una menor captura de glucosa se asocia
con resultados obstétricos negativos. Ampliando los alcances de estas observaciones,
en un futuro este sistema se podria implementar dentro de la evaluacion en la calidad

de los ovocitos permitiendo tomar una mejor decision en el proceso de la FIV.
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Por otro lado, también en el ambito de los parametros reproductivos, evaluamos
la calidad del endometrio para tratar de entender su capacidad efectiva para lograr la
implantacion del embrién, asi como sostener el embarazo. El grosor promedio del
endometrio no mostré diferencia significativa entre el ciclo anterior y el ciclo post-IN,
sin embargo, si se pudo ver una tendencia de aumento en el grosor tras la intervencion.
Las pacientes que lograron un mejor grosor tras la intervencion o un grosor 6ptimo de
7 a 11 mm lograron sostener el embarazo.

Todas las pacientes presentaban sobrepeso y obesidad antes de iniciar la
intervencién nutricional, lo que las mantienen en un estado de inflamacion, este estado
también afecta a nivel de endometrio. Al finalizar la IN, todas disminuyeron de peso.
Se ha mostrado que los pacientes obesos resistentes a la insulina presentan a nivel
hepético una acumulacién de acidos grasos libres provenientes de la grasa visceral, al
mismo tiempo que se sintetizan y liberan otros componentes activos como resistina,
angiotensina 2, interleucina 6 y 1B [138]. Es de relevancia resaltar que los marcadores
de inflamacion interleucina 6 y TNF-a se han relacionado con una tasa pobre de
implantacion [139].

Las pacientes SOP con RI tiene alteracion en la receptividad endometrial [140].
Se ha demostrado que la insulina inhibe la produccion de la proteina de unién al factor
de crecimiento similar a la insulina 1 (IGFBP-1), sugiriendo que la hiperinsulinemia
puede afectar la funcién normal del endometrio, provocando fallo de implantacién del
embrién y aumento en la tasa de abortos [141]. Esta intervencion nutricional que
mejoro la hiperinsulinemia y redujo la RI, corrigiendo potencialmente el proceso de
decidualizacién, pudo resultar en un aumento en la implantacién y en la tasa de
embarazo exitoso, tal y como observamos con nuestras pacientes.

La receptividad endometrial también se ve afectada por la combinacion de la
resistencia a la insulina y el hiperandrogenismo, debido a que ocasionan inflamacion
a nivel endometrial y estimulan la produccién de especies reactivas de oxigeno [142].
Los fibroblastos del estroma endometrial de mujeres con SOP muestran una respuesta
de decidualizacion aberrante a la progesterona [143]. Cuando la dieta cetogénica
reduce el IMC y el volumen del tejido adiposo visceral, también se muestra una
disminucién en la producciéon de estrogenos aciclicos a partir de la aromatizaciéon del

exceso androgénico en el tejido adiposo y de los niveles sanguineos de sulfato de
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dehidropiandrosterona, mejorando la testosterona total y libre, la relacion hormona
luteinizante (LH)/hormona foliculoestimulante (FSH), del estradiol y de la globulina
transportadora de hormonas sexuales (SHBG) [81, 115].

El ambiente inflamatorio en el endometrio desencadenado por la Rl también
puede resultar en resistencia a la progesterona y esto ser la causa probable de la
disfuncion endometrial, infertilidad y complicaciones en el embarazo en mujeres con
SOP [144]. Luego de seguir la intervencion nutricional también pudo haber reducido el
estado inflamatorio en el endometrio; se ha mostrado que seguir una dieta cetogénica
mejora el estado inflamatorio en diferentes condiciones patolégicas [145].

El microambiente endometrial anormal en pacientes con SOP y RI puede
conducir a una receptividad endometrial alterada por estados hiperplasicos; la
persistencia estrogénica, la hiperinsulinemia y la Rl han mostrado una correlacion
positiva con estados endometriales hiperproliferativos (hiperplasia y cancer
endometriales) que se encuentran con mayor frecuencia en las mujeres con SOP.

El tratamiento con gonadotropinas podria generar un estado transitorio de RI
adicional en las pacientes que pasan por la EOC siendo SOP y/o teniendo un IMC alto,
estado que puede ser mas agudo tal como lo observamos en los valores mas elevados
del indice HOMA-IR de un grupo adicional de pacientes (Tabla 15). El nivel de aumento
en el estradiol sérico a lo largo de la EOC es critico, la respuesta tiene que ser 6ptima
y controlada para un buen desarrollo ovular y endometrial. Especificamente, durante
la EOC si el indice HOMA-IR ya es anormal, esto podria tener efectos deletéreos en
la preparacion endometrial, desarrollo de los foliculos, y agravar la hiperestimulacion
ovarica. Las pacientes con factor SOP tienden a pasar por SHO mas frecuentemente
en comparacion con las pacientes con otro factor de infertilidad como la edad [146].
Un estudio realizado por Coussa y cols., mostré que el proceso FIV altera los niveles
de glucosa e insulina [147]; y en mujeres con SOP tratadas con anticonceptivos orales
disminuye la sensibilidad a la insulina y aumentan los niveles de triglicéridos [148]. Un
mediador responsable de la fisiopatologia del SHO es el factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), y hay un aumento en la expresion del ARNm de este factor en el
foliculo cistico de mujeres con SOP [149], que plausiblemente puede contribuir a un

alto riesgo de desarrollar SHO [150].
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Una idea que resulta entonces de gran interés es combatir la Rl antes de iniciar

la EOC, en toda paciente que muestre un IMC y HOMA altos, en prevencion del SHO,

particularmente en pacientes SOP, aunque no excluye a toda aquella paciente que sea

RI. El SHO puede ser un problema mayor que cause efectos severos o minimamente,

causa retraso en la transferencia embrionaria porque se genera la necesidad de ir a

un ciclo diferido.

Finalmente, vale la pena puntualizar los alcances de este estudio: al implementar

y confirmar la efectividad terapéutica de la intervencién nutricional se logro:

Disminucion efectiva de la hiperinsulinemia constante causada por la exposicion

excesiva y continua a glucosa.

Disminucion efectiva de la resistencia a la insulina en las pacientes con

Sindrome de Ovario Poliquistico.
Mejoria de la salud metabdlica de estas pacientes.

Mejoria significativa en tasas de embarazo, embarazo en curso y bebés nacidos
Vivos en un tratamiento FIV para pacientes con SOP.

Asi mismo, las limitaciones que consideramos mencionar son:

La informacién para el seguimiento nutricional es proporcionada por la paciente,
lo que puede causar imprecisiones en los datos, pero el parametro mas
importante que es la reduccion en CH siempre causo6 excrecion de cetonas en

orina, que tuvo siempre evidencia clara en el cambio de color de la tira.

Este es un estudio piloto, el tamafio de la muestra aln es pequefa, pero pone
sobre la mesa la necesidad de brindar a la paciente SOP la oportunidad de

corregir la RI para lograr el embarazo.
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8. Conclusiones

Con esta intervencion nutricional logramos hasta un 90% de disminucion en la
carga total diaria de carbohidratos con la consecuente reduccién de la
glucotoxicidad, correccion de la hiperinsulinemia y disminucion del HOMA-IR

(11 de 12 pacientes con mejoria o normalizacion en IR).

Todas las pacientes que lograron cetosis nutricional mostraron mejora
metabdlica con pérdida de peso, disminucion de la grasa abdominal, mejor IMC
e indice TYG-IMC.

Los modelos de seguimiento electrénico remoto basados en la auto-deteccion
de cetosis, y medida de cintura, glucosa (glucémetro) y peso, registraron
efectivamente el apego de la paciente al programa de cambio nutricional, que
resulté efectivo para mejorar las tasas de embarazo a término y proporciono6 a

la mayoria de las pacientes una solucién a su problema de infertilidad.

Nuestros datos parecen indicar que el beneficio mayor de la IN se refleja en un

endometrio mas receptivo y con mejor capacidad para sostener el embarazo.

9. Perspectivas

Utilizar la evidencia del beneficio de la IN para informar y educar a la comunidad

médica y promover el tratamiento para mas pacientes SOP.

Considerar a la poblacion general de pacientes con IMC alto, con resistencia a
la insulina y problemas de infertilidad diferentes al Sindrome Ovario Poliquistico,
para estudiar si evitando la glucotoxicidad se obtienen mejores tasas de

embarazo en FIV.

Ahondar en el estudio de los parametros reproductivos que mejoraron mas con

la intervencion:

- (1) calidad endometrial (grosor y tasas de crecimiento, parametros

transcripcionales)

- (2) calidad de los ovocitos (pruebas basadas en granulosa)
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metabolic parameters, and decreased IR. Even though this did not affect oocyte or embryo quality or quantity,
the subsequent IVF cycle significantly improved embryo implantation and pregnancy rates.

Keywords:

Assisted reproduction
Endometrial growth
Insulin resistance

1. Introduction Like many other degenerative diseases, PCOS is aggravated by a
high-carbohydrate diet [5]. The Western diet is carbohydrate-based,

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is an endocrine disorder that af- with frequent eating and excessive food intake, making it

fects approximately 10 % of women of reproductive age, usually char-
acterized by ovulatory dysfunction, hyperandrogenism, and polycystic
ovarian morphology [1]. At reproductive age, the most concerning
problem in PCOS is infertility, leading to the use of artificial reproduc-
tion technologies. Typically, in vitro fertilization (IVF) results in a large
number of immature oocytes, low embryo quality, reoccurring mis-
carriages, and a higher incidence of Ovarian Hyperstimulation Syn-
drome when compared with non-PCOS patients of the same age [2].
PCOS innately predisposes women to reproductive complications.
Regrettably, obesity affects fertility among all women, but lower preg-
nancy rates were observed in obese PCOS patients when compared to
non-obese PCOS patients [3,4]. This demonstrates a metabolic compo-
nent for PCOS patients concerning fertility.
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high-glycemic and high-insulinemic [6]. Significant components of the
Western diet are sugar, processed foods, and high-caloric beverages.
Therefore, constant exposure to and consumption of sugar-sweetened
foods are favored, as these foods are readily available, cheap, and
continuously advertised [6]. Excessive glucose exposure is related to the
development of different pathologies. In addition, high and constant
exposure to glucose can produce toxic effects, a phenomenon known as
glucotoxicity. High-carbohydrate diets promote insulin resistance (IR)
by supplying high glucose levels and reducing antioxidant activity.
Consistently elevated serum glucose levels result in the decreased ability
of pancreatic p-cells to secret insulin. Due to the low production of
antioxidative enzymes in pancreatic islet cells, oxidative stress has been
associated with glucotoxicity [7]. Lower carbohydrate diets were shown
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to promote antioxidant activity (see the reviews by Kawabhito et al. or by
Lopez-Acosta et al. [7,8]). Hyperinsulinemia and IR result from gluco-
toxicity; both affect the ovarian environment and IVF success [9]. Thus,
it is within reason that restricting glucose exposure via diet modifica-
tions should improve reproductive outcomes for PCOS patients [10].
In this study, PCOS patients undergoing IVF maintained a nutritional
intervention focused on controlling glucose load (quantity, frequency,
time of exposure) to reduce glucose toxicity. As a result, parameters for
IR and metabolic syndrome were compared pre-and post-intervention.
Patients who showed improvement underwent a subsequent IVF cycle,
in which embryo implantation and clinical pregnancy were assessed.

2. Materials and methods
2.1. Selection of the participants

Patients were recruited from the Ingenes Institute in Mexico City for
this retrospective study. At the Ingenes Institute, patients with over-
weight or obesity are advised to consider a nutritional intervention after
the first failed IVF cycle. In consultation with a licensed nutritionist, the
patients select a potential diet. From 32 possible files, 12 patients with
known PCOS, complete data for IVF cycles, and who chose and followed
a documented ketogenetic diet were considered for this study. Inclusion
criteria were 1) a confirmed diagnosis of PCOS according to Rotterdam
Criteria (at least two of three conditions: a) clinical signs of hyper-
androgenism, b) oligo/amenorrhea or amenorrhea, and c¢) polycystic
ovaries confirmed by ultrasound), 2) with IR (HOMA-IR>1.96 as
determined using https://amhigo.com/mi-diagnostico/calculadoras/
indice-de-resistencia-a-la-insulina-homa-ir), and 3) a failed previous
controlled ovarian stimulation and IVF cycle. Exclusion criteria included
patients who did not present criteria to diagnose PCOS or IR or had a
previous diagnosis of another endocrine pathology, such as thyroid
disease, hyperprolactinemia, Cushing syndrome, congenital adrenal
hyperplasia, Type 1 or Type 2 Diabetes Mellitus. In addition, only data
from patients who agreed to participate and signed a general informed
consent were considered in accordance with the Declaration of Helsinki.
This study was approved by the Ethics Committee of the Ingenes Insti-
tute (approval number: ISF181219).

2.2. Nutritional intervention

Patients received nutritional education (zoom interviews, educa-
tional videos, and written guides) focused on controlling the glucose
load. The purpose was to teach them to avoid ultra-processed foods,
starches, juices, certain fruits, bread, sweets, sugared beverages, and
carbohydrate-rich food (rice, beans, tortilla, and legumes), as well as to
avoid snacking. Instead, the patients were told to focus on consuming
whole natural foods, emphasizing protein content, by encouraging the
patients to eat eggs, red meat, poultry, and fish, at least twice daily. In
addition, patients were instructed to follow a ketogenic diet (1800-2000
calories/day), consisting of daily consumption of < 50 g of total car-
bohydrates (around 15 %), 1.5 g of protein per kilogram of body weight
(25 %), and the remainder with fat (>60 %) [11]. To record adherence
to the diet, the patients auto-registered all food consumption (before and
during nutritional intervention) and reported it to the nutritionist. Then,
using the MyFitnessPal app, the nutritionist confirmed the daily and
weekly macronutrients consumed, correcting diet macronutrient dis-
tribution when needed. In addition, all patients were followed daily via
direct messaging for ongoing counseling about the general guidelines of
the nutritional intervention, inquiring about food consumption, any
doubts about their diet, physical or mental changes, or symptoms. In the
daily communication, the patients were explicitly and specifically asked
about stomach upset, tiredness, light cramps, and headaches. In addi-
tion, patients were encouraged to measure and report body weight and
waist circumference for follow-up changes at least once a week. The
duration of the intervention varied depending on the patient’s needs and
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the clinician’s opinion. For example, patient food intake and macronu-
trient composition are presented as supplement information (Supple-
ment Fig. 1).

2.3. Outcome measures

Patients auto-monitored urine, before and during the nutritional
intervention, to quantify the presence of ketones, measured at least
twice a week (6-8 times) with Ketone Test Strips (Medicon, China).
Values > 40 mg/dL were considered positive. No severe adverse effects,
such as fast-severe weight loss or a sudden loss in blood pressure, were
recorded. However, patients were explicitly asked if they developed an
upset stomach, constipation, tiredness, dizziness, cramps, and head-
aches. When presented with these effects (n = 5, only one each), they
resolved within 12 h after being told to rehydrate. Before the ketogenic
diet and at the end of the intervention (before the beginning of the next
controlled ovarian stimulation and IVF), patients underwent laboratory
assessment at an external facility. All patients in the study had initial and
final laboratory tests for fasting glucose, fasting insulin, triglycerides,
and high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C). In addition, while
sitting for at least 5 min, the patient’s systolic and diastolic blood
pressures were determined using an automated blood pressure monitor
with an appropriate size cuff. Metabolic Syndrome (MetS) was diag-
nosed according to the Harmonizing definition for Metabolic Syndrome
using criteria for Mexican women: central obesity (waist circumference
>80 cm), hypertriglyceridemia (triglycerides >150 mg/dL), dyslipide-
mia (HDL-C <50 mg/dL), hypertension (systolic blood pressure >130
mmHg or diastolic blood pressure >85 mmHg), and hyperglyceridemia
(fasting glucose >100 mg/dL) [12]. The patient was considered to have
MetS if they had at least 3 of 5 criteria.

2.4. IVF outcome measurements

All patients with intervention and reduced IR underwent a subse-
quent IVF cycle. Briefly, the patient’s ovaries were stimulated for 10-14
days with gonadotrophin-releasing hormone agonists and antagonists.
The ovarian response was assessed by measuring serum estradiol levels,
and follicular development was evaluated by ultrasound examination
every other day. Oocyte retrieval was conducted 36 h after the human
chorionic gonadotropin (hCG) was administered (when at least six fol-
licles reached>12 mm). At the same time, the partner’s semen was
prepared by density gradient centrifugation. All retrieved oocytes were
inseminated by intracytoplasmic sperm injection, and fertilization was
judged by forming two pronuclei 19 h after insemination. Embryos were
cultured in Global Total for Fertilization media (Cat # LGGT-30, Life
Global) and incubated at 37 °C in 8 % CO,, 5 % O, and 87 % N». All
information about the IVF process was monitored and recorded by an
embryologist. The data collected were: antral follicle counts as deter-
mined by transvaginal ultrasound (defined as the total number of folli-
cles measuring between 2 and 10 mm in diameter that were observed
during the early follicular phase), the number of ova captured after
harvesting, the number of retrieved MII oocytes, the fertilization rate,
embryo quality, the number of embryos reaching Day 5 blastocyst stage,
serum f-hCG, and endometrial thickness per a standardized protocol.
Embryo implantation was confirmed on Day 14 by testing serum $-hCG
(>10 mUI/mL was considered positive). Clinical pregnancy was
confirmed by the presence of a fetal heartbeat using ultrasound at 6-8
weeks. Pregnancies were followed to collect data about deliveries.

2.5. Statistical analyses

All analyses were carried out with the Statistical Package for the
Social Sciences software (SPSS, v. 26.0, Chicago, IL, USA) or GraphPad
Prism (v5.00 GraphPad Software, Boston, MA, USA). A Paired t-test was
used to compare the pre-and post-intervention differences between
continuous variables. In addition, the implantation, clinical pregnancy,
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and live birth rates were analyzed using McNemar’s test. P-values <
0.05 (two-tailed) were considered statistically significant. Data are
represented as the mean =+ the standard error of the mean unless stated
otherwise.

3. Results

Of the 32 patients identified with PCOS between 2020 and 2022,
who had at least one altered parameter of MetS and were positive for IR,
12 patients followed the instructions for the nutritional intervention and
completed a second IVF cycle. Initially, 41.7 % were obese, and the
remainder were overweight (Table 1); none were normal weight. Ten
patients had PCOS as the only cause of infertility; three were more than
38 years old (range 22-40 years). The most common components for
MetS were abdominal obesity (Fig. 1, panels A and B) and hyper-
triglyceridemia (Fig. 1C), with two patients with hyperglycemia
(Fig. 1D). All patients presented with normal blood pressure before and
after the intervention.

Most patients consumed a high-carbohydrate diet of over 200 g/day
(199-289 g/day, Fig. 2A). Due to the study design, there was 100 %
compliance with the diet. Once the patients followed the intervention,
the carbohydrate component ranged between 32 and 58 g/day once the
patient followed the intervention (about 18 % of caloric intake, Fig. 2B).
As a result, 83.3 % of the cohort went into ketosis within two weeks
(Fig. 2C). Once ketosis was achieved, there was a significant improve-
ment in certain metabolic parameters (Table 1). For waist circumfer-
ence, 83.3 % of the cohort showed a modest decrease, with one patient
(P6) having an increase in waist circumference and one patient (P3)
having no change (Fig. 1A). Nonetheless, all patients showed a signifi-
cant decrease in weight (Fig. 1B). For triglycerides, 83.3 % of the cohort
showed decreased serum concentrations, and two patients (P3 and P10)
had increased levels (Fig. 1C). However, 75.0 % of the cohort showed a
modest decrease in fasting glucose, with three patients (P4, P11, P12)
having elevated serum glucose concentrations after intervention but less
than 99 mg/dL (11 patients, Fig. 1D). Interestingly, none of the patients
presented with increased values (compared to baseline) in two or more
metabolic categories. Overall, fasting insulin (—0.53-fold change) and IR
(—0.59-fold change) significantly decreased (p < 0.05, Table 1). Indi-
vidually, 91.6 % of the cohort presented with lower fasting insulin
concentrations (Figs. 1E), and for IR, 61.5 % of the cohort improved
within the normal range (HOMA-IR<1.96, Fig. 3 A). This resulted in
58.3 % of the cohort improving in at least one criterion for MetS and
16.7 % of the cohort increasing the number of MetS criteria (Fig. 3B).

Compared to the patient’s previous cycle, there was no improvement
in the antral follicular count, the number of oocytes collected, the
number of MII oocytes collected, and the fertilization rates (Table 2).

Table 1
Changes in patient characteristics along the nutritional intervention.
Parameter Initial Final P-value®
Waist circumference (cm) 94.6 + 3.6 86.3 + 3.4 <0.001*
Weight (kg) 74.6 £ 3.9 66.7 + 3.5 <0.001*
BMI (kg/mZ) 308 +£1.7 275+ 1.4 <0.001*
Obesity (%) 41.7 25.0 0.480
Overweight (%) 58.3 41.7 0.683
Normal weight (%) 0.0 33.3 0.134
Serum triglycerides (mg/dl) 171.8 £+ 22.6 128.1 +18.8 0.003*
Fasting glucose (mg/dl) 95.6 + 4.7 84.1 +£3.2 0.007*
HDL-C (mg/dl) 46.4 +£ 2.9 44.6 + 2.8 0.546
Fasting insulin (mUI/mL) 22.0 + 4.6 104 +£ 2.1 0.009*
HOMA-IR 5.6+ 1.6 2.3+0.6 0.025*

Age (years) 33.2 + 1.6 (22-40)

Abbreviations: BMI: body mass index; HDL-C: High-density lipoprotein choles-
terol; HOMA-IR: Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance

Values are presented as percentages or average =+ standard error of the mean.
a p-value was calculated using either Paired t-test or the McNemar test. A significant difference (p <

0.05) is indicated with *.
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Concerning the embryos produced, there was no difference in the frag-
mentation, growth rate (Day 3 and Day 5), and embryo quality (Tables 2
and 3). Interestingly, the endometrial thickness increased from 6.8
+ 1.2-8.6 = 0.8 mm (difference: 2.1 & 1.2), with 75 % of the cases
showing some improvement (Table 3). In addition, 83.3 % of the
transfers resulted in embryo implantation (positive serum $-hCG), with
66.7 % achieving clinical pregnancy (fetal heartbeat from at least one
sac), 8.3 % having an ongoing pregnancy (at least one structurally
healthy fetus), and 58.3 % resulting in a live birth (Tables 3 and 4).
Considering the previous IVF cycle, after the nutritional intervention,
the embryo implantation, the clinical pregnancy, and the ongoing
pregnancy/live birth rates significantly improved (Table 4). Further-
more, all deliveries were healthy from birth with no developmental
problems (Table 5).

4. Discussion

Here, we demonstrate that a ketogenic diet reduces exposure to
glucose (glucotoxicity) and IR in patients with PCOS. Furthermore, even
though the nutritional intervention did not affect oocyte production or
embryo quality, the nutritional intervention did improve endometrium
thickness as well as the embryo implantation rate, the clinical pregnancy
rate, and the live birth rate.

Weight reduction therapies have shown improvement in IR in pa-
tients with PCOS [13,14] and restricting calorie intake decreased
weight, IR, and fasting glucose [15]. Moreover, Porchia et al. demon-
strated that a hypocaloric diet’s effectiveness depends on the protein
content at the expense of the carbohydrate content [16]. Therefore, a
ketogenic diet was expected to promote weight loss and improve IR.
Indeed, all patients presented with a reduction in weight and lower
HOMA-IR scores. Weight loss was associated with lower abdominal
obesity, as measured by waist circumference, suggesting that the diet
affected visceral and subcutaneous fat [17]. Interestingly, visceral fat is
more associated with IR in women than subcutaneous fat [18]. There-
fore, it is questionable that visceral fat reduction was primarily related
to improved IR. Future studies must measure visceral and subcutaneous
fat more accurately to confirm this. Nevertheless, this does posit that
using different ketogenic diets could improve IR. In addition, alternative
dietary patterns using specific macro- and micro-nutrient compositions
could specifically reduce visceral fat.

Once carbohydrates are drastically reduced, potentially due to a
hypocaloric diet or ketogenic diet, hyperinsulinemia is reduced [19].
Due to the lowering in available glucose absorbed, the number of events
and severity of insulin secretion is diminished. All patients observed that
serum insulin levels decreased after the nutritional intervention. This
supports the argument that improving insulin sensitivity and eventually
reducing IR are consequences of reduced carbohydrate consumption.
Furthermore, ketones in urine are proof of the de novo conversion of
fatty acids into p-hydroxybutyrate, which signals that adipocytes are
now in a lipolytic state [17,20]. For women, visceral fat is more asso-
ciated with IR [21,22] and the waist reduction observed here aligns with
less visceral fat, leading to less inflammation [23,24]. Therefore, it is
posited that a well-controlled ketogenic diet will substantially decrease
inflammatory parameters.

Ovarian tissues are affected by IR. High insulin levels cause the
ovaries to produce testosterone and impair ovulation [25,26]. The
ketogenic diet was expected to improve ovarian parameters; however,
that was not the case. Compared to the previous cycle, there was no
significant improvement in the antral follicle counts, the number of MII
oocytes, and the fertilization rates; moreover, there was no effect on the
assessed morphological quality of the produced embryos. Not seeing
changes in the number of oocytes/embryos is not necessarily harmful;
quantity depends on ovarian reserve and response to ovarian stimula-
tion [27]. Also, not all metabolic abnormalities were corrected; while
serum triglycerides and fasting glucose improved significantly, HDL-C
remained unaffected by the intervention. Elevated serum triglycerides
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Urine acetoacetate > 40 mg/dL was considered positive.

with minimal lowering of HDL-C levels are associated with loss of
ovarian function [28]. Therefore, the notion remains that not all meta-
bolic abnormalities were corrected.

Concerning endometrium, hyperinsulinemia and IR were shown to
affect embryo implantation and early pregnancy loss [29,30]. Further-
more, specific metabolic disorders and IR affect the receptivity of the
endometrium [29,31]. Therefore, it is posited that improving the
metabolic profile or reducing IR would increase the endometrium’s
receptivity. Compared to the patient’s previous cycle, the endometrium
thickness increased in almost all the patients, and the embryo implan-
tation rate significantly improved, which we believe is associated with
reduced IR. As pointed out by Chen et al., IR is a significant risk factor for
early miscarriages [25], resulting in the loss of clinical pregnancy. Here,
the clinical pregnancy rate significantly improved, suggesting the
ketogenic diet reduced IR, allowing the endometrium to become more
hospitable for embryo implantation and development, contributing to a
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high rate of newborns [32]. The potential mechanisms for a ketogenic
diet’s effect on uterine health remain elusive; however, it is postulated
that many factors could be involved. For example, in the endometrium
of patients with PCOS, Fornes et al. found that patients with hyper-
insulinemia lack some of the insulin receptor substrates, which disrupts
glucose metabolism in the endometrium and impairs endometrial
receptivity [33]. In addition, insulin inhibits the production of IGFBP-1,
a biomarker of decidualization, suggesting that hyperinsulinemia can
affect the normal function of the endometrium, leading to failed embryo
implantation and an increased abortion rate [34]. Here, the ketogenic
diet reduced serum insulin levels as well as IR. This should then lead to,
potentially, correcting the decidualization process, increasing implan-
tation and successful pregnancy, which was observed (Table 5). Alter-
natively, endometrium development and receptivity are dependent on
many hormones [35,36]. Ketogenic diets are known to reduce acyclic
production of estrogens from adipose tissue in androgenic-excess pa-
tients as well as reducing dehydroepiandrosterone sulfate blood levels
while improving total and free testosterone, LH/FSH ratio, estradiol, and
sex hormone binding globulin [13,37]. In addition, IR and hyper-
androgenism causes endometrial inflammation and stimulate reactive
oxygen species, impairing receptivity [38]. The endometrial inflamma-
tion environment triggered by IR may lead to progesterone resistance as
a cause of endometrial dysfunction, infertility, and pregnancy compli-
cations in patients with PCOS [39]. Ketogenic diets were shown to
reduce markers for inflammation as well as reactive oxygen species [13,
40, 41]. Subsequently, potential mechanisms that led to the ketogenic
diet-induced improvement of the endometrium could involve a better
glucose metabolism, a modified hormone profile that supports embryo
implantation, and reduced inflammation and reactive oxygen species.
Nevertheless, with respect to our results, we speculated that the endo-
metrium improved due to reducing the severity of IR. We suggested that
alow carbohydrate diet could be continued throughout the pregnancy as
long as no complications from the diet intervention occurred.

This study has a few limitations. First, this was a retrospective study
in which the participants took a nutritional intervention for reasons
other than IR and PCOS. Therefore, a future prospective study should be
performed, controlling for certain confounding factors. Second, the
participants were instructed to achieve ketosis by reducing carbohy-
drate intake. Even with the instructions and the videos the participants
watched, the dietary patterns could differ for each participant; more-
over, only macronutrients were evaluated. Certain micronutrients were
shown to affect IR. For example, chromium, zinc, magnesium, thiamine,
and vitamin D deficiencies decreased IR [42,43]. If the cause of infer-
tility is associated with IR, then the monitoring and augmenting of the
consumption of these micronutrients as well as the ideal dietary pattern
needs to be investigated. Third, the cohort consisted of patients under-
going IVF for PCOS-caused infertility. Other causes of infertility could
benefit from a ketogenic diet when IR is suspected. Fourth, the duration
of the intervention could have been optimized. The patients were
initially told to maintain the diet until biochemical pregnancy was
confirmed and adjust to a moderate carbohydrate diet during pregnancy
to avoid complications. Fourth, the ovarian stimulation occurred when
IR decreased (assessed by HOMA-IR) by at least 25 % or was normalized,
which differed for each patient. We cannot confirm if this was the
optimal time for the patient to continue with IVF. Fifth, the patient’s age
varied between 22 and 40 years old. Age has been shown to increase
infertility and decrease endometrium thickness by affecting the hor-
mones in normal women [44]; however, Mellembakken et al. demon-
strated that for patients with PCOS, the hormonal imbalance is
minimally affected due to age when compared with infertile eumenor-
rheic women [45]. This would suggest that our results are resilient to
age-induced effects; however, future studies are required to confirm this.
Lastly, the sample size in this pilot study is small and lacks a control
group. The effects of PCOS on IR and infertility are well documented,
and after one round of IVF, the potential improvement from just IVF is
minimal for these patients. Therefore, comparing to the patient’s
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Fig. 3. The nutritional intervention reduced insulin resis-
tance (IR) and improved Metabolic Syndrome (MetS) A. IR
was determined using the HOMA-IR index (https://
amhigo.com/mi-diagnostico/calculadoras/indice-de-resis-

tencia-a-la-insulina-homa-ir) for each patient before (blue
bars) and at the end of the nutritional intervention (green
bars = decrease and red bars = increase). A HOMA-IR score
>1.96 was considered positive for IR. B. Using the
Harmonizing Definition for MetS, the number of criteria
was determined before (blue bars) and after (green bars =
decrease, red bars = increase, white bars = no change) the
intervention. Three or more criteria were considered pos-
itive for MetS. (For interpretation of the references to color
in this figure legend, the reader is referred to the web
version of this article.)

HOMA-IR initial | 20.7 6 28 | 22 |53 |33 |44 (118 ] 37

HOMA-IR final | 47 [ 09 |08 |36 |35 |24 1 6.7 | 11

B

Number of altered metabolic parameters

Table 2
The effect of a ketogenic diet on ovarian, endometrial, and embryo parameters,
comparing the previous cycle with the cycle after the nutritional intervention.

Category Previous Current p-value”
Ovarian parameters
Antral Follicle Count (n) 245+ 3.18 2222+ 4.4 0.962
Oocytes collected (n) 20.4+2.3 21.2+27 0.822
MII oocytes (n) 12.2+2.8 13.4 + 3.5 0.789
Fertilization rate (%) 64.5 + 3.2 65.0 + 4.8 0.933
Embryo parameters
Number for transfer 4.5+ 0.7 5.4 +0.7 0.384
Age (Days) 45403 48+0.2 0.414
Endometrial parameters
Endometrial thickness (mm) 6.8+ 1.2 8.6 £0.8 0.277

Abbreviations: MII: Metaphase II.
Values are average and standard error of the mean.
@ p-value was calculated using Paired t-test.

previous cycle is acceptable with this study design, minimizing con-
founding factors, which allows us to use a small sample size. Never-
theless, the study provides a foundation for future studies.

5. Conclusion

Here, in PCOS patients, a ketogenic diet improved waist circumfer-
ence, serum triglycerides, and fasting glucose concentrations with a
reduction in the patient’s IR. In addition, after the nutritional inter-
vention, when compared to the previous IVF cycle, endometrium

2.8 2 21
046 | 0.6 |1.88
P10 P11 P12

thickness, as well as the embryo implantation rate, the clinical preg-
nancy rate, and the live birth rate also improved in the following cycle.
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Table 3
Reproductive results after nutritional treatment.
Obstetric result EMT (mm) Ova Sperm Fertilization Frozen Embryo Quality # Embryos p-hCG #
source/ # source rate embryo (stage/ICM quality transferred (mUl/ Gest.
Collected + trophectoderm mL) sacs
Ova quality)”
Pt Result Week Pre Post  Diff. >7°
ID
1 Not N/A 9.7 8.0 -1.7 + Patient/12 Partner 58.3 No 9/0, 6/5 (Day 3) 2 1.2 0
Pregnant
2 Miscarriage 2+ 2 3.0 4.8 1.8 - Patient/22 Partner 59.1 Yes BE, BC 2 407.0 0
3 Miscarriage 1+4 4.6 7.7 3.1 —+ Patient/29 Partner 82.8 Yes AC, BC 2 226.2 0
4 Live Birth 38+2 8.1 6.0 -2.1 - Donor/25 Partner 52.0 Yes BE, BC 2 506.0 2
5 Live Birth 42+5 52 10.0 4.8 + Patient/17 Partner 58.8 No BE 3 231.0 1
6 Live Birth 35+5 2.9 13.2 10.3 —+ Patient/16 Partner 56.3 Yes BC 3 316.0 2
7 Live Birth 39+4 16.0 120 -40 + Patient/15 Partner 73.3 Yes BE, BC 2 172.0 1
8 Live Birth 36 +3 7.0 11.1 4.1 + Patient/17 Partner 29.4 No BC 3 62.0 1
9 Live Birth 41 +1 4.7 7.9 3.2 + Donor/16 Partner 93.8 Yes BE, BC 2 327.4 1
10 Live Birth 37 3.1 4.5 1.4 - Donor/16 Partner 68.8 Yes BE, BC 2 90.9 1
11 Not N/A 5.0 120 7.0 + Patient/23 Partner 93.8 No AC, BB, BC 2 0.1 0
Pregnant
12 Ongoing 22 12.1 8.3 -3.8 + Patient/46 Partner 98.8 Yes AC, BB, BC 3 408.1 2

Abbreviations: Gest: gestational; ICM: Inner Cell Mass; N/A: not applicable.

& > 7: (+) The endometrium thickness was > 7 mm with a trilaminar image at the transfer for the second cycle. (-) The endometrium thickness was < 7 mm.

b Unless stated otherwise, embryos were transferred on Day 5 (embryo age).

Table 4

Comparison of outcomes between the current and the previous cycle.
Category Previous Current p-

Cycle Cycle value®

Cycle implantation rate (%) 8.3(1/12) 83.3 (10/12) 0.008*
Clinical pregnancy rate (%) 0.0 (0/12) 66.7 (8/12) 0.013*
Live birth rate (%) 0.0 (0/12) 58.3(7/12) 0.023*
Ongoing pregnancy/live birth rate 0.0 (0/12) 66.7 (8/12) 0.013*

(%)

a p-value was calculated using the McNemar test. A significant difference is
indicated with an *.

Table 5
Live birth results.
PtID Gestational week Birth weight (g) Height (cm) Gender
P4 3842 2054" / 2057° 43 / 44 Male/Female
PS5 4245 3039 50.3 Male
P6 3545 2100° / 1900° 45 / 45 Male/Female
P7 39+ 4 2950 50 Male
P8 36 +3 NR NR Male
P9 41 +1 3250 48 Male
P10 37 2690 47 Female

Abbreviations: NR: not recorded.
@ Low birth weight is considered normal in twins.
b Low birth weight.

the work reported in this paper.
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BACKGROUND

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is an endocrine disease that combines metabolic, reproductive,
and psychological dysfunctions. Ovulation disorders and impaired endometrial receptivity in PCOS
can cause infertility. Insulin resistance (IR) is a pathological state of inadequate response to insulin
that affects reproduction in PCOS, as damage caused by IR at the endometrial level becomes an
obstacle for embryo implantation. Reversing IR resulted in spontaneous pregnancies in PCOS
patients, indicating that metabolic corrections improve endometrial dysfunctions. Mesenchymal
stem-cell treatment has also corrected endometrial quality and lead to pregnancies in patients with
Asherman'’s syndrome. We propose a combination of nutritional intervention with the surgical
placement of stem cells to improve endometrial quality to achieve pregnancy in a PCOS patient
undergoing in vitro fertilization (IVF) treatment.
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Abstract

BACKGROUND

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is an endocrine disease that combines me-
tabolic, reproductive, and psychological dysfunctions. Ovulation disorders and
impaired endometrial receptivity in PCOS can cause infertility. Insulin resistance
(IR) is a pathological state of inadequate response to insulin that affects re-
production in PCOS, as damage caused by IR at the endometrial level becomes an
obstacle for embryo implantation. Reversing IR resulted in spontaneous
pregnancies in PCOS patients, indicating that metabolic corrections improve
endometrial dysfunctions. Mesenchymal stem-cell treatment has also corrected
endometrial quality and lead to pregnancies in patients with Asherman’s syn-
drome. We propose a combination of nutritional intervention with the surgical
placement of stem cells to improve endometrial quality to achieve pregnancy in a
PCOS patient undergoing in vitro fertilization (IVF) treatment.

CASE SUMMARY
After two failed IVF cycles, a metabolic intervention, consisting of a ketogenic diet
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with daily consumption of 50 g of carbohydrates (CH), was indicated until pregnancy. Metabolic
Syndrome was assessed using the Harmonizing Definition (3 of 5 pathologies: Central obesity,
hypertension, hyperglycemia, hypertriglyceridemia, and dyslipidemia), and the Homeostatic
Model Assessment of IR (HOMA-IR) was used to measure the level of IR. Once IR improved,
endometrial quality improved. However, two day 5-thawed embryos (euploid, donated
oocyte-partner's sperm) failed to implant, suggesting endometrial quality improvement was
insufficient. Therefore, transmyometrial implantation of mesenchymal stem cells from the stromal
vascular fraction of adipose tissue was performed to enrich the endometrial stem cell niche.
Minimal endometrial mean thickness for embryo transfer (6.9 mm) was achieved three months
after stem cell treatment and continuous dietary control of IR. Two euploid-day 5-thawed embryos
(donated oocyte-partner's sperm) were transferred, and embryo implantation was confirmed on
day 14 by B-hCG serum levels. Currently, a 37 wk baby girl is born.

CONCLUSION
In PCOS, endometrial quality can be improved by combining nutrient-based metabolic correction
with endometrial stem cell niche enrichment.

Key Words: Polycystic ovarian syndrome; Insulin resistance; Nutritional intervention; Endometrial quality;
Stem cell treatment; Case report

©The Author(s) 2022. Published by Baishideng Publishing Group Inc. All rights reserved.

Core Tip: Polycystic ovary syndrome (PCOS) is an endocrine disease that causes infertility due to
ovulation disorders and impaired endometrial receptivity related to a pathological state of insulin
resistance (IR). To date, endometrial dysfunctions are the rate-limiting factor for pregnancy in PCOS
patients using in vitro fertilization. Here, an overweight PCOS patient with euploid embryos available for
transfer achieved pregnancy only after a continuous nutritional intervention to correct IR and metabolic
parameters and the enrichment of endometrial stem cell niche with mesenchymal stem cells from adipose
tissue. In this case, endometrial thickness and receptivity were improved with a combination of nutritional
and surgical interventions to achieve pregnancy.

Citation: Hernandez-Melchor D, Palafox-Gomez C, Madrazo 1, Ortiz G, Padilla-Viveros A, Lopez-Bayghen E.
Surgical and nutritional interventions for endometrial receptivity: A case report and review of literature. World J
Clin Cases 2022; 10(33): 12295-12304

URL: https://www.wjgnet.com/2307-8960/full/v10/i33/12295.htm

DOI: https://dx.doi.org/10.12998/wjcc.v10.i33.12295

INTRODUCTION

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a complicated endocrine disease that combines metabolic,
reproductive, and psychological dysfunctions. Ovulation disorders are causes of PCOS-related
infertility[1]. In addition, alterations in the ability of the endometrium to accept an implanting embryo
and a blastocyst's entry (endometrial receptivity) are critical factors of PCOS-related infertility[2,3].
Numerous studies have proved that hormonal disturbances and metabolic changes in PCOS patients
could influence endometrial receptivity[4,5]. Insulin resistance (IR) refers to the complicated path-
ological state of inadequate insulin action. During in vitro fertilization (IVF) with oocytes from IR-PCOS
patients, embryo development and quality were not affected after in vitro culture; however, the
pregnancy rate for these patients was significantly reduced, suggesting that one of influences of
decreased success is caused by compromised endometrium function due to IR-associated damage[6,7].
Some treatments to correct ovulatory issues in PCOS, which resulted in reversing IR, lead to a surge of
spontaneous pregnancies[8]; however, these treatments are not well explored in combination with IVF.
Moreover, little attention has been paid to the exact changes in the endometrium after metabolic
correction, even though the PCOS-endometrium effect may need more robust approaches to achieve
implantation and pregnancy[9].

Stem cells are a powerful tool to respond to the needs of modern medicine, given their high potential
in therapeutic applications[10]. Adipose tissue has become a convenient source for stem cell extraction
after lipo-aspiration under local anesthesia, yielding significant quantities with a minimum invasive
technique, low risk of morbidity, minimal discomfort, and almost zero chance for other possible
complications[11]. Adipose-derived mesenchymal stem cells (ADMSC) have prolonged self-renewal
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ability and the capability to differentiate into various mature somatic lineages[12]. In addition, ADMSC
possesses neovascularization, immune-modulating, and anti-inflammatory properties[13]. The Stromal
Vascular Fraction (SVF) is the minimum manipulated heterogeneous cell population isolated from the
adipose tissue with comparable regenerative potential as cultured ADMSC. SVF contains ADMSC,
endothelial precursors, T-regulatory and smooth muscle cells, macrophages, pericytes, and preadi-
pocytes[14]. Endometrial mesenchymal stem cells (EnMSCs) are adult stem cells, similar to those found
in other tissue. This endometrial niche can be colonized by autologous stem cells derived from different
tissues[15]. In addition, stem cell transplantation can activate endogenous endometrial stem/progenitor
cells inside the uterine cavity at the sub-endometrial zone in the junction between myometrium and
endometrium. In patients with Asherman’s syndrome, endometrial regeneration occurs as the EnMSCs
can replace the functional layer[16], correcting the endometrium to achieve a clinical pregnancy[16,17].
Therefore, we propose a combination of a continuous nutritional intervention consisting of a well-
designed ketogenic diet with daily consumption of 50 g of carbohydrates (CHO) to improve IR and the
surgical placement of stem cells from SVF to improve endometrial quality and achieve pregnancy in a
PCOS patient.

CASE PRESENTATION

Chief complaints
A 37-year-old woman attended the Ingenes institute in México city for secondary infertility with one
previous abortion in 2008 at 11 wk of gestation.

History of present illness

The patient and her current partner had been trying to conceive a pregnancy for two years, with 1
previous attempt in which the embryo implanted but resulted in an early abortion. Her periods are
normal, and she does not remember any problems with her cycle. The patient was diagnosed with
PCOS according to Rotterdam criteria, presenting signs of clinical hyperandrogenism (acne and
hirsutism) and the polycystic ovary phenotype, which was confirmed with ultrasound (30-40 follicles in
each ovary). She was counseled for IVF.

History of past illness
There is no relevant history of past illness.

Personal and family history
The patient has had a previously failed pregnancy, which resulted in an early abortion, in 2008.
Moreover, the patient had uterine synechiae in 2019, which was resolved by hysteroscopic adhesiolysis.
She has no other medical history associated with reproduction and no history of alcohol or drug abuse.
There was no significant history reported by the partner. Lastly, there was no relevant family history of
reproductive complications.

Physical examination

Upon physical examination, the patient did not present any concerning symptoms. The patient's initial
body-mass index (BMI) was 29.24 kg/m? The anthropometric parameters are shown in Table 1. Due to
the patient's weight and BMI, it was postulated that the patient has Metabolic Syndrome (MetS). Her
waist circumference was elevated (> 80 cm for female Latinas) [18]. She was overweight and had at least
one criteria of Metabolic Syndrome, according to the harmonizing definition.

Laboratory examinations

Laboratory examinations were performed to assess the patient's metabolic status with respect to the
MetS harmonized definition[18]. On initial evaluation, the patient’s fasting plasma glucose suggests that
she is at risk for prediabetes. Two of five criteria were abnormal for MetS (waist circumference and
fasting plasma glucose); systolic and diastolic blood pressure, tryglycerides, and high-density

lipoprotein cholesterol (HDL-C) levels were normal. Values are presented as Biochemical parameters in
Table 1.

Imaging examinations

Due to the patient's previous abortion and uterine synechiae, a sonohysterography was performed.
There were no uterine synechiae or other issues associated with the uterus. However, more than 30
follicles on each ovary were detected by ultrasound (PCOS criteria).
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Table 1 Cycles and interventions for the case

Categories First cycle Second cycle Third cycle Fourth cycle
Nutritional intervention None Caloric restriction” Ketogenic diet” Ketogenic diet"
Stem cell treatment None None None Live cells trans-myometrial injection
Anthropometric parameters (at the cycle starting point)
Age (years) 37 (2019) 38 (2020) 39 (2021) 40 (2021)
Weight (kg) 73 69 59 59
Waist circumference (cm) 81 73 65 65
BMI (kg/m?) 29.24 27.64 23.63 23.63
Blood pressure (mmHg) 120/80 120/78 119/80 111/74
Biochemical parameters
Fasting glucose (mg/dL) 104 102 86 78
Urine ketones (mg/dL) - Negative 40-80 50
Insulin (U/mL) - 13.89 3.20 2.4
HOMA-IR - 2.95 0.67 0.46
Insulin resistance - Yes Corrected Corrected
Triglycerides (mg/dL) - 89 92 82
HDL-Cholesterol (mg/dL) - 58 62 71
IVF parameters
Ova source Patient Patient Donor Donor
Ova collected 26 15 Not applicable Not applicable
Own embryos frozen (day), quality 7 (day 5), BC 1 (day 5), BC = —
1 (day 6), BC
Endometrial intervention/treatment None Hysteroscopic evaluation and mild ~ Pentoxifylline Pentoxifylline
reactivation
E-Vitamin E-Vitamin
L-Arginine L-Arginine
Stem cells
Endometrial thickness final size (mm) 3.6 43 5.9 6.9
Transferred thawed embryos and n=2 n=2 n=2 n=2
PGTA result
Quality: BC  Quality: BC Quality: ACand  Quality: AC and BC
BC
Day 5: Day 5 and 6: Euploid Day 5: Euploid Day 5: Euploid
Euploid
Transfer result Failed Failed Failed Success
B-hCG serum levels on day 14 Negative Negative Negative Positive, 90.89 mUI/mL

Clinical pregnancy

Pregnancy outcome

One sac, 158 bpm week 18

Healthy baby girl, 37 wk, 2690 g; 47
cm; Apgar 9

Standard 1800 calorie-diet with 55% carbohydrate content.
Nutritional intervention inducing ketosis with a maximal consumption of 50 g of carbohydrates/day (15% on an 1800 calorie diet).
NI controlling fasting glucose and urine ketones; carbohydrates/d: 50 g before the transfer, 100 g after embryo transfer, and 150 g during pregnancy.

MULTIDISCIPLINARY EXPERT CONSULTATION

There is no multidisciplinary expert consultation.

JBaishideng®
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FINAL DIAGNOSIS

At the initial consultation, infertility associated with PCOS was diagnosed with IR.

TREATMENT
First IVF attempt

In 2019, the patient underwent standard controlled ovarian stimulation (Gonal 150 UI and Merapur 150
UI). The stimulus was prolonged until the diameter of the leading follicles was > 18 mm. Afterward,
recombinant human chorionic gonadotropin was administered. After 36 h, the oocytes were retrieved
with ultrasound guidance. All 14-18 mm follicles were aspirated. Ova was collected, fertilized by
intracytoplasmatic sperm injection with the partner’s sperm, and then cultured. The yields and quality
of embryos are depicted in Table 1. Embryos were cryopreserved using the vitrification technique,
thawed, and transferred after standard endometrial preparation. Two embryos were transferred. The
endometrial mean thickness (EMT) was sub-optimal, and a thin endometrium was diagnosed (EMT =
3.6 mm). On day 14, there was no detectable amount of B-hCG.

Second IVF attempt

As the patient was overweight and following an unbalanced standard American 2000 calories diet with
45% CHO, 47% fat, and 7% protein content (direct food intake questionnaire), a caloric restriction diet
(averaging a total of approximately 1800 calories) was advised with macronutrients adjustment to 55%
CHO, 25% protein and 25% fat. This resulted in a 4-kg weight loss but not a BMI reduction to normal
weight status. The standard controlled ovarian stimulation protocol was repeated as before. Hyster-
oscopy was performed because of the thin endometrium diagnosis (EMT=3.6 mm). Again, we ruled out
synechiae and found a normal cervical channel, normal uterine cavity, and a visible and permeable
ostium; no other abnormalities were found. Gentle endometrial reactivation was performed.
Endometrial preparation was carried out using primogyn (estradiol valerate) with incremental dosing
for 12 d (2 mg/d for four days, 4 mg/d for four days, and 6 mg/d for four days)[19]. Luteal phase
support was carried out with utrogestan (300 mg/vaginal, three times a day). Two cryopreserved
embryos were thawed and transferred. On day 14, there was no detectable amount of B-hCG.

Third attempt at IVF

Because the patient's initial BMI was 29.24 kg/m? and PCOS diagnosis, metabolic parameters were
assessed (Table 1). Triglycerides and HDL-C were within the normal range. Fasting glucose was above
the normal range, suggesting the patient was prediabetic. In addition, IR was calculated using HOMA-
IR (Table 1). The patient had significant IR. A nutritional intervention was started to correct for IR, with
a secondary goal to increase endometrium and ova quality. The patient was instructed to follow a
ketogenic diet, which typical consists of 1800 calories/day, daily consumption of < 50 g of total CHO
(15% or less), 1.5 g of protein per kilogram of body weight (25% maximum), with the remainder being
fat (approximately 60%). The patient auto-registered all food consumption in the MyFitnessPal app, and
the dietician confirmed the macros every week, correcting them when needed. In addition, the patient
received nutritional education (video) that focused on controlling the glucose load. The purpose was to
teach food choices and avoid ultra-processed food, starches, juices, bread, sweets, sugared beverages,
and CHO-rich food (rice, beans, tortilla, legumes). The patient was followed via electronic messaging
every two to three days, inquiring about any doubts, symptoms, changes in weight, fasting glucose,
ketone detection in urine, and counseling about the general guidelines. Before the start and during all
nutritional interventions, the patient auto-monitored their urinary ketone levels using the Ketone Test
Strips (acetoacetate), measuring at least twice a week with MUNDO-Keto reactive strips. Once,
laboratory tests confirmation of improve IR and with the patient's approval, the physician and the
specialist in Reproductive Medicine moved to ova donation. Donated oocytes were fertilized by ICSI
with the partner's sperm, which produced four embryos (two day 5 and two day 6 embryos). Before all
embryos were vitrified, Preimplantation Genetic Testing for Aneuploidies (PGT-A) was performed
following a standardized protocol[20]. Endometrial preparation consisted of Primogyn (same as
described before) while adding 400 mg of Pentoxifylline twice a day, 1 g of L-Arginine (vasodilator),
and 1 g of Vitamin E daily (vascular and antioxidant effects), which improved the EMT (Table 1).
Embryo transfer was performed with one embryo AC and one embryo BC. Both embryos failed to
implant.

Fourth IVF attempt

Autologous mesenchymal stem cells in the SVF of adipose tissue were placed in the patient's uterine
cavity to improve endometrial quality. Micro liposuction was performed to obtain 20 mL of abdominal
fat. Adipose tissue was washed, mechanically disaggregated, and treated with collagenase type I to
isolate SVF. A total of 6.27 x 107 live cells were isolated and transmyometrial injected. Changes in the
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EMT were monitored for three months until an EMT of 6.9 mm was reached. Two Day 5, euploid-
thawed embryos (from oocyte donor and partner's sperm) were transferred. The uterine transfers
occurred during a controlled endometrial development cycle for frozen embryos, free of gonadotropin
stimulation, but with the addition of Pentoxifylline, L-Arginine, and E-Vitamin (same as described
before). The ketogenic intervention was sustained until pregnancy was achieved. Embryo implantation
was determined on day 14 by serum B-hCG concentrations (>10 mUI/mL) and by the presence of a fetal
heartbeat using ultrasound at six weeks (Table 1).

OUTCOME AND FOLLOW-UP

Table 1 depicts all results and details of the interventions during the four IVF cycles. After induction
and maintenance of nutritional ketosis, IR was corrected. As a result, BMI decreased to 23.63 kg/m? and
the final fasting glucose was 78 mg/dL. Figure 1A shows the changes in the EMT after the two major
interventions: nutritional ketosis and endometrial regeneration. Pregnancy was finally achieved after a
continuous dietary intervention, which resulted in metabolic normalization when complemented with
endometrial reparation using mesenchymal stem cells and the transfer of euploid embryos from
donated ova. One gestational sac with a fetal heartbeat was detected via the ultrasound at week 6. The
gestational sac presented with 158 beats per minute, normal amniotic liquid, and the absence of
ultrasound markers for chromosomopathies. No apparent structural alterations were detected at week
18 (Figure 1B). Metabolic control continued to avoid the risk of gestational diabetes with the proper
caloric increase by trimester and 100 g - 150 g of CHO for daily consumption. Pregnancy resulted in the
born of a healthy baby girl at 37 wk (2690 g; 47 cm; Apgar 9).

DISCUSSION

In a PCOS-related infertility case, a patient achieved pregnancy after combining interventions,
specifically implementing a ketogenic diet, and improving the endometrium receptivity with
mesenchymal stem cells. The most concerning problem with PCOS is infertility at the reproductive age,
as this degenerative disease predisposes women to reproductive complications and possible infertility.
Lower pregnancy rates are observed in obese PCOS compared to non-obese PCOS patients[21,22],
demonstrating a crucial metabolic component for PCOS women concerning fertility. IR-PCOS patients
develop sub-optimal oocytes, with fewer MII oocytes[23]. Moreover, IR-PCOS patients have lower
pregnancy rates after IVF, even if oocyte development, embryo quality[7], or risk for embryonic
aneuploidy was not affected[24], suggesting that the effects of IR on endometrial function and embryo
implantation underlie the decreased pregnancy rates[7].

Evidence in adult women indicated that treatment of IR, either by lifestyle changes or pharmaco-
logical support, improves reproductive and metabolic abnormalities[25]. Thus, it was expected that the
nutritional intervention would improve the reproduction potential of our PCOS patients. IR is mainly
caused due to a constant glucose overload, leading to continuous hyperinsulinemia; therefore,
restricting glucose exposure via dietary modifications should improve IR and reproductive outcomes for
PCOS women[26]. Therefore, it is crucial to determine a subject’s IR status before considering any
intervention containing a diet. However, not all diet modifications are optimal for PCOS. Here, a low
caloric diet with standard macro nutrients distribution improved weight but did not correct IR (Table 1).
Diets with lower carbohydrate content are more likely to improve IR in PCOS women with severe IR[19,
27,28]. In this case, a diet modification with CHO limitation to a maximal daily consumption of 50 g
successfully corrected IR and improved pregnancy chances. Even when Metformin is widely used for IR
as an important insulin sensitizer, a recent meta-analysis shows that Metformin does not improve
insulin sensitivity over hypocaloric diets in women with polycystic ovary syndrome[19]. When pre- and
post-intervention values for fasting plasma glucose, fasting plasma insulin, and IR indices (HOMA-IR,
ISI, and QUICKI) were compared, any benefit of using Metformin was already achieved when a diet
intervention was implemented. This means that adding Metformin to hypocaloric diets did not improve
serum glucose or insulin concentrations, or IR in PCOS women, but controlling the CHO intake does.

In PCOS patients, endometrial tissue function is altered due to abnormal glucose homeostasis and
insulin action[29], presumably due to GLUT4 alterations. GLUT4 is the main glucose transporter in
charge of glucose uptake at the cellular level, regulated by insulin through protein synthesis and
translocation. Hyperinsulinemia and PCOS are conditions associated with decreased GLUT4 expression
at the endometrial level[30]. Lifestyle modification (physical exercise and low CHO/high protein diet)
improves glucose homeostasis in PCOS patients. Consequently, the endometrial function is restored due
to GLUT4 down-regulation, resulting from the up-regulation of endometrial IRS1 and GLUT1[31]. In
support of this, we show that a continuous and closely supervised nutritional intervention resulted in
total correction in IR, complete normalization of metabolic parameters, and improved endometrial
growth. Improving endometrial function may be a necessary approach for PCOS-related infertility[9], as
for improving metabolic health was not enough to resolve the patient’s reproductive issues. The uterine
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Figure 1 The endometrial mean thickness along with the two major interventions. A: Endometrial quality was assessed by determining the
endometrial mean thickness, the physician performed measurements under ultrasonographic guidance; B: Current ultrasound at the time of submission of the single
gestational sac due to treating the ketogenic diet with endometrium preparation with mesenchymal stem cells, the sonogram is at 16 wk after embryo transfer.
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lining in our patient improved after the nutritional intervention (Figure 1), with the EMT consistently
increasing above 6 mm. Nevertheless, considering past failed embryo transfers and lack of abnor-
malities in the uterine cavity, additional support for endometrial development and embryo implan-
tation was explored. Generally, an endometrial thickness of 7 mm is the cut-off point for a “good
endometrium, adequate for embryo transfer”, and a value below 6 mm may result in unfavorable IVF
outcomes[32]. The endometrium is an exceptional tissue that monthly undergoes cyclic proliferation,
differentiation, disintegration, shedding, and repair under hormonal command, going through approx-
imately 450 regeneration cycles over women's reproductive lifetime[33]. Endometrium's regenerative
ability is attributed to stem/progenitor cells residing in the basalis layer of the tissue[34]. EnMSCs
exhibit immunomodulatory and anti-inflammatory functions[35]. It has been proposed that the
endometrial niche can be colonized by autologous stem cells derived from other tissues when there is a
lack of EnMSCs[15]. Colonizing improved endometrial quality in dysfunctional conditions in
Asherman's syndrome[16,17] and refractory endometrium[11]. Sub-endometrial application of aut-
ologous ADMSC led to an endometrial thickness increase in 80% of patients, a pregnancy rate of 52%,
and a live birth rate of 36 %[11].

Three mechanisms of action have been proposed for stem cell therapy to improve endometrial quality
in the injured uterus of murine models: (1) Stem cell engraftment followed by trans-differentiation; (2)
Environment modulation through trophic factors; and (3) Angiogenesis promotion. First, mesenchymal
stem cells are highly proliferative cells that can transdifferentiate into various non-hematopoietic cell
types. This differentiation potential in transplanted bone marrow-derived stem cells allows stem cell
engraftment in the uterus, then differentiation into an endometrial phenotype expressing vimentin and
lacking CD45 expression[36]. Second, LIF and integrins are regulators of endometrial function, markers
for endometrial receptivity, and essential proteins for embryo implantation. Expression of cytokeratin,
vimentin, integrin ayp3, and LIF significantly increased after bone marrow-derived stem cells were
transplanted, mimicking levels found in normal conditions, suggesting that stem cell treatments
improve endometrial thickness but also contribute to endometrial receptivity[37]. Last, human
endometrial mesenchymal stem cells derived from menstrual blood (MenSCs) have been demonstrated
to promote angiogenesis in treating an endometrial injury. Newly formed blood vessels were observed
after MenSCs were transplanted in vivo under the control of the AKT and ERK signaling pathways,
suggesting that revascularization and angiogenesis can improve the injured endometrium. Furthermore,
this revascularization process allows paracrine signaling (cytokines and growth factors) to repair
injured tissues[38]. SVF is a minimum manipulated heterogeneous cell pool containing ADMSC and is
efficiently obtained viaz minimal liposuction. Its use has been extended and represents a convenient
source for stem cells[39]. Considering its therapeutic potential, comparable to cultured ADSC[14], we
propose a surgical intervention to implant SVF-containing stem cells into the patient's uterus to achieve
minimal EMT for embryo transfer. Three months after stem cell treatment, endometrial thickness
improved up to 6.9 mm, allowing successful embryo implantation and pregnancy. We assume that more
than one of the proposed mechanisms for stem cell therapy helped in our case. The endometrium
thickness was improved, and receptivity and paracrine signaling were boosted, allowing successful
embryo implantation.

Our study has two significant limitations. First, the patient’s advanced maternal age. The effect age
has on the result presented here still needs to be investigated. Nevertheless, we demonstrate that for
certain circumstances, the use of a ketogenic diet and stem cell treatment maybe required for even the
transfer euploid embryos. Lastly, the quality of the SVF was not specifically measured, with respect to
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the other components of the fluid. It is possible other components, such as endothelial precursors,
macrophages, pericytes, and preadipocytes as well as the concentration of cytokine and adipokine,
could improve or inhibit the effect present here.

CONCLUSION

We show that a continuous nutritional intervention resulted in correction of IR, normalization of
metabolic parameters, and improved endometrial growth. Furthermore, stem cell treatment improved
endometrial quality concerning endometrial thickness and receptivity. We conclude that correcting IR in
PCOS patients may improve reproductive outcomes and stem cell treatment, using SVF, could become a
handy intervention to improve endometrial receptivity.
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Anexo 2: Consentimiento Informado para la Intervencion Nutricional dirigido a
las pacientes con sindrome de ovario poliquistico

INSTITUTO DE INFERTILIDAD Y GENETICA MEXICO S.C.

INGENES

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INTERVENCION NUTRICIONAL

NHC:

Yo, la abajo firmante de este consentimiento y desde ahora denominada PACIENTE me identifico
comao:

Sra.: de  afios de edad.

Con domicilio en:

Teléfono: Correo:

Con este documento cerifico que he sido informada de las alternativas de tratamiento que me han
sido expuestas por:

Dria):

Con domicilio en:

Cédula Dietista No:

Me ha explicado la posibiidad de mejorar la calidad ovocitaria como consecuencia de la
Intervencion Mutricional, resultando finalmente en un procedimiento de Fertilizacion in vitro exitoso.

La infertilidad femenina es un problema que ha ido en aumento, [as causas son muy varadas, sin
embargo, en recientes afios ha surgido la preccupacion de que los problemas metabdlicos podrian
ser la causa del desamolio de infertilidad.

I. Objetivo: Este estudio tiene la finalidad de mejorar la calidad ovocitaria de la PACIENTE
para un procedimiento de Fertilizacion in vitro exitoso mediante la INTERVENCION NUTRICIOMNAL.

II. ¢Enqué consiste?
Antes de iniciar el proceso de Ferilizacion in wifro, se analizaran los parametros relacionados con
el estado metabolico de la PACIENTE y se continuard en comenzar la INTERVENCION
NUTRICIONAL. Cada semana se analizaran los parametros metabdlicos. Al término de la
INTERVENCION, se iniciara la Fertilizacién in vitro.

M. Beneficios
La INTERVENCION NUTRICIONAL es un programa para modificar la dieta de la PACIENTE que le
permitira mejorar los parametros relacionados con su estado metabolico. Al mismo tiempo, la
PACIENTE obtendra una dptima calidad ovocitaria para una Fertilizacion in vitro exitoso.
V. Procedimiento
El programa de INTERVENCION NUTRICIONAL consiste en tres fases:
1. Evaluacion del estado metabdlico de la PACIENTE con Sindrome de Ovario Poliquistico.

Intervencion Mutricional Pagina 1 de 3
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INSTITUTO DE INFERTILIDAD Y GENETICA MEXICO S.C.

LS

INGENES INSTITUTO

ingenes

2. Inicio v seguimiento de la INTERVENCION NUTRICIONAL de la PACIENTE. Andlisis de
los parametros metabdlicos.
3. Inicio de la Ferilizacidn in vitro.

V. Resultados
Los resultados de este estudio contribuirdn al avance del conocimiento de la participacion de los
problemas metabolicos dentro del desamollo de la infertilidad.

VL. Riesgos v limitaciones
+« Puede ocurrir que la PACIENTE no siga |as indicaciones que se encuentran dentro de la
INTERVENCION NUTRICIONAL.
« Se puede dar el caso de no contar con los datos completos requenidos para el analisis de
los parametros relacionados con el estado metabdlico de la PACIENTE.

VIl.  Informacion econdmica
El programa de INTERVENCION NUTRICIONAL no genera costo.

VIII. Aspectos particulares sobre el programa de Intervencion Nutricional
Que la PACIENTE haya sido rigurosaments informada sobre el programa, procedimiento,
posibilidades y riesgos de |a terapéutica propuesta v que la haya aceptado previamente.

1X. Disponibilidad de volver a preguntar
La PACIENTE tienen derecho a recibir cualguier respuesta a cualguier pregunta v aclaracion a
cualquier duda acerca del procedimiento, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la
INTERVENCION NUTRICIOMAL. Por lo que, si desea mas informacion de la que estd en este
consentimiento, puede solicitara en cualguier momento.

X, Posibilidad de modificar o retirar el consentimiento otorgado
La firma de este documento no compromete a la PACIENTE de forma definitiva, es totalmente libre
de refirar su consentimiento por cualguier motivo, para lo cual deberd informarlo de manera formal
y anticipada al Médico Tratante.

Xl Confidencialidad
Aseguramos mantener la confidencialidad de la informacion que proporcione a INGENES,
cuidando en todo momento su identidad v respetando su privacidad.

Xll.  Aspectos éticos de la investigacion

Con el compromiso constante de INGENES en la generacion de nuevas y mejores opciones de
tratamiento para nuestras pacientes, es posible que se utilice la informacion generada de la
intervencion aplicada para fines de investigacion documental retrospectiva sin modificacion
intencionada en las varables bioldgicas o para estudios prospectivos con la posibilidad de
modificar la intervencion utilizada buscando la implementacion de nuevas técnicas vanguardistas,
asi como de mejorar los resultados.
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NSTITUTO
INGENES ingenes

Considerando que:

a.

En ninguna circunstancia se realizaran procedimientos o medidas sin beneficio terapéutico,
ni se pondra en riesgo mayor al existente a la PACIENTE.

b. En ningdn momento se identificara al sujeto de Investigacion, teniendo la seguridad de que

se respetara la privacidad y confidencialidad de la PACIENTE.

Una vez leido el presente consentimiento v comprendido lo anterior, declaro que:

Toeda la informacion gque se nos ha preguntado para la INTERVENCION MUTRICIONAL
que se llevara a cabo, es veraz.

He comprendido toda la informacion que nos ha sido proporcionada, la cual considero
adecuada v suficiente, teniendo oportunidad de aclarar mis dudas al respecto, por lo que
manifiesto estar satisfecha con la informacion recibida, y comprendo el alcance y riesgo de
dicha intervencidn.

La informacion me ha sido facilitada con antelacion suficiente para poder reflexionar con
calma vy decidir libre vy responsahlemente.

Conozco la disposicidn del personal sanitario de INGENES para ampliar cualquier aspecto
de la informacion que no haya quedado suficientemente claro.

He sido informada de la posibilidad de revocar este consentimiento, revocacion que debera
solicitarse, anticipadamente y de manera formal.

Existe la posibilidad de usar la informacion de la intervencidn, procedimiento utilizado,
resultados v demas datos necesarios para realizar Investigacion de tipo documental o
prospectiva.

Autorizacion

En este acto, de manera libre, consciente, en plenc uso de mis facultades mentales y en mi
condicion de PACIENTE vy con fundamento en los articulos 80, 81, 82 y 83 del Reglamento de la
Ley General de Salud en Materia de prestacion de Servicios de Atencidn Médica vy del articulo 56
del mismo reglamento en Materia de Investigacion para la Salud, autorizamos a INGEMES y a su
personal para que lleve a cabo la Intervencion Nutricional.

NHC:
Mombre de la PACIENTE
Firma
En a del mes de del afio
Intervencian Nutricional Pagina3de 3
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Anexo 3: Consentimiento Informado para andlisis de células de la cumula.

T Laboratorio de Investigacion y Diagndstico Molecular

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ANALISIS DE CELULAS DE LA
CUMULA Y LIQUIDO FOLICULAR

Sr®

(NOMBRE Y DOS APELLIDOS DE LA PACIENTE) DE ANOS DE EDAD.

CON DOMICILIO EN

Sr.

(NOMBRE Y DOS APELLIDOS DEL PACIENTE) DE ANOS DE EDAD.

CON DOMICILIO EN

La infertilidad femenina es un problema que ha ido en aumento, las causas son muy variadas, sin
embargo en recientes afios ha surgido la preocupacion de que diversos quimicos presentes en
diversos productos de uso personal puedan tener alguna participacion en el desarrollo de
infertilidad.

Objetivo: Este estudio tiene la finalidad de determinar las alteraciones causadas por la exposicion
a contaminantes ambientales sobre la expresion de genes de la cumula considerados
biomarcadores de calidad ovular, el cual se ve reflejado en un embarazo exitoso. Asi como
determinar la presencia de contaminantes ambientales en liquido folicular.

iEn qué consiste?

Se emplearan muestras de células de la cumula vy liquido folicular. Durante el proceso de retiro de
ovulos, el ovocito va rodeado de una capa de células llamadas “células de la cumula”, las cuales
durante los procedimientos de fertilizacion in vitro en el Instituto Ingenes son desechados ya que
no son de utilidad. Del mismo, el liquido folicular es recuperado junto con los ovocitos, sin embargo
debido a que no es Util también es desechado. Las muestras se manejaran en el Laboratorio de
nvestigacion y Diagndstico Molecular (LIDMOL). El estudio cuenta con la aprobacion del Comité
de Etica del Instituto.
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¢Cuando se dona la muestra?

Se tomara las muestras de células de la cumula vy liquido folicular que normalmente se colectan
durante el procedimiento de recuperacian de dvulos. Dichas muestras son desechadas.

Procedimiento

Mo se agrega ningun procedimiento que comprometa al paciente ni al proceso de fertilizacién in
vitro. Las muestras para este estudio se transfieren al LIDMOL una vez que se ha finalizado el
procedimiento de recuperacion de dvulos.

Resultados

Los resultados de este estudio contribuiran al avance de nuestro conocimiento acerca de los
factores ambientales que afectan la calidad ovocitaria y contribuir a dar una explicacién a
problemas de infertilidad inexplicables.

Limitaciones
En el presente no se generara algun resultado directo al paciente.

Informacién econdmica
El estudio no tiene costo.

Una vez leido y comprendido lo anterior quedo informado de:
» No representa algun riesgo para la paciente ni para el procedimiento de fertilizacién
» (e la informacion de este estudio sera confidencial, manejada con folio numérico y solo
se utilizara con fines de la investigacion.
» La disposicion del personal que realiza esta investigacion para ampliar cualguier aspecto
de la informacion que no haya quedado suficientemente clara.

Autorizacion

Autorizo al personal del area médica llevar a cabo el uso de células de la cumula v liquido folicular
para este estudio.

En a de de

Fdo. El Medico

Firma de la paciente Firma del paciente

Investigador Responsable
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Anexo 4: Presentacion en foros internacionales

Este trabajo fue presentado en dos foros internacionales:
1. Congreso de la American Society of Reproductive Medicine, 2022.

C. Palafox-Gémez, G. Milena Ortiz, I. Madrazo, L.M. Porchia, E. Lopez-Bayghen.
Reproductive and Metabolic Effects of a Nutritional Intervention for Ketosis
Induction added to IVF in Patients with Polycystic Ovary Syndrome.

P-247 6:45 AM Tuesday, October 25, 2022

REPRODUCTIVE AND METABOLIC EFFECTS OF A
NUTRITIONAL INTERVENTION FOR KETOSIS IMN- ’.)
DUCTION ADDED TO IVF IN PATIENTS WITH POLY-

CYSTIC OVARY SYNDROME. Cecilia Palafox-Gomer, B
MsC,' Ginna Milena Ortiz, MD,” Ivan Madrazo, M.D.~
Leonardo M. Porchia, PhD.” Esther Lopez-Bayghen, PhD' 'Centro de Inves-
tigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CIN-
WESTAV-IPMN), Meéxico City 07360, Meéxico., Meéxico, DF., Mexico;
2[1'||g£:11|::ﬁ Mexico, Mexico City, DF. Mexico: *Instituto Regenera SC. México
City 05320, México, Mexico.

OBIJECTIVE: High-carbohydrate diets {glucotoxicity) and hyperinsuline-
mia contribute to PCOS disturbances and infertility:; a ketogenic diet could
mitigate the harmful effects of insulin resistance (IR} and improve PCOS
women's fertility results when combined with IWE

MATERIALS AND METHODS: 20 PCOS patients recruited from Ingenes
Meéxico signed informed consent. Inclusion criteria: failure in the previous
IVF cycle: IR as HOMA-IR =1.96. signs of Metabolic Syndrome (elevated
waist circumference, triglycerides = 150 mg/dL., HDIL -C =50 mg/dl_, blood
pressure systolic = 130, and diastolic = 85 mm Hg or fasting glucose = 100
mg/dL): exclusion: previous endocrine pathologies. Patients were instructed
to follow a ketogenic diet, daily consumption of 50g of total carbohydrates,
1.5 grams of protein per kg of ideal body weight, adjusting with fat, 15, 25,
and 60%, respectively in an 1800 to 2000 calories/day diet. Nutritional eduo-
cation (video) focused on controlling glucose load and avoiding processed
food. starches. juices, bread. sweets, sugared beverages, and carbohydrate-
rich food. Every third day. the patient reported all food consumption to the die-
tician to calculate and correct macronutrients consumption. The presence of
ketones in urine was auto-monitored twice a week with reactdve strips.
Once ketosis and correction of IR in more than 50% were achieved, patients
procecded to IVFE. Pregnancy achievement was recorded. and the reproductive
results were analyzed and compared against the previous cycle.

RESULTS: 20 patients included in the study were closely followed and
constantly advised and monitored throughout the nutritional intervention
of five months (average): the decrease in carbohydrate consumption was
consistently lowered from an average of 194 g/day to less than 50 giday
(measured by a dietitian). Weight loss ranged from 4 to 149, with an average
of 10% (+/-1%, SE). Urine ketones appeared in all patients in nine days
(average); positive ketosis was considered at 400 mg/dl. and was recorded
in all patients following the nutritional program (15 to 160 mg/dL). We found
an average of 60% +/- 12.19 decrease in HOMA-IR values (2Z0.7 to 4.7 as
maximal change ). Metabolic parameters improve in all patients being the Tri-
glveceride/HDL-C ratio the most consistent change (1.69 to 108 on average).
Considering the implantation rate in the previous cycle as zero, after the
nutritional intervention, 9% of treated patients achieved biochemical preg-
nancy (beta-HCG positive), and 20% had an early loss; 70% progressed to
clinical pregnancy. 57% presented an ongoing pregnancy., 43% delivered a
live newborn.

CONCLUSIONS: Through a carefully followed restrictiom in the con-
sumption of carbohydrates as the only additional intervention, it is possible
o improve insulin resistance. decrease the waist-to-height and triglycerides/
HDIL -C ratios, and achieve ongoing pregnancy in 70% of the PCOS cases.

IMPACT STATEMENT: In IR-PCOS patients, pregnancy achievement
through in virro fertilization can be emhanced by owver 709%. focusing on
lowering insulin resistance via ketosis induction.

SUPPORT: None to declare

ASRM 2022

Scientific Congress, Anaheim,
California, October 22-26, 2022
Fertility and Sterility, Vol. 118,
Issue 4, e214

2. Symposium for Metabolic Health — San Diego 2023, del 17 al 20 de agosto, 2023
C. Palafox-Gomez, G. Milena Ortiz, I. Madraz, E. L6pez-Bayghen. Adding a ketogenic
dietary intervention to IVF treatment in patients with polycystic ovary syndrome

improves implantation and pregnancy.
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