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INTRODUCCION

A. BREVE HISTORIA

El primer recién nacido vivo producto de una fecundacion in-vitro (FIV) data de 1978 con
el nacimiento de Louis Brown en Inglaterra gracias al trabajo de Robert G. Edwards y
Patrick Steptoe (Steptoe and Edwards, 1978). Aunque la historia de F/V comienza mucho
antes. Heape, en 1890, transfirié embriones de conejo a una coneja naciendo dias mas
tarde (Heape, 1891). A finales de la década de los 50, Chang continud y confirmé los
primeros estudios de Heape, a través de la capacitacion espermatica, con el nacimiento

de unos conejos gracias a FIV (Chang, 1959).

Los pasos claves a la hora de poner a punto el F/V fue el desarrollo de medios de cultivo
para el correcto desarrollo embrionario, la ya comentada capacitacién espermaticay, por

ultimo, y no por ello menos importante, la obtencion de ovocitos maduros y viables.

B. CONCEPTO DE ESTIMULACION OVARICA
B.1. Induccidn ovarica

El ovario tiene dos funciones esenciales: la liberacion periddica de dvulos y la secrecidn
de hormonas esteroideas. Ambas funciones estan integradas en un ciclo continuo de
crecimiento y maduracion folicular, ovulacién, formacidn y ulterior involucién del cuerpo
luteo, todo lo cual constituye el ciclo ovérico (Balasch, 2010). Este esta influenciado bajo
la accion de dos hormonas hipofisarias como son la hormona foliculo estimulante

(Folitropina-FSH) y la hormona luteinizante (lutropina-LH).

El ovario tiene la capacidad para producir estrégenos, androgenos y progestagenos. Los
andrdégenos son secretados por células de la teca y el estroma bajo la influencia de la LH,
siendo precursores de la produccién de estrégenos. Estos tienen la propiedad de
estimular la aparicién de los caracteres secundarios femeninos y mantenerlos; pueden
ser sintéticos (estradiol), no esteroideos. La conversion a estrégenos tiene lugar en las
células de la granulosa mediante la accidon de la enzima aromatasa y bajo el efecto de la
FSH. Los prostagenos son sustancias esteroideas cuya mision fundamental es asegurar la

continuidad del embarazo. Pueden ser naturales (progesterona) o sintéticos.



Introduccion

Inicialmente se uso el ciclo natural, usando el pico natural espontaneo de LH para
conseguir un ovocito maduro. Este procedimiento no resulté tan facil como se esperaba
ya que conseguir el évulo resultaba complicado debido a que sélo habia uno y ademas se
producian ovulaciones prematuras. Con la aparicién de las gonadotropinas se consiguio
el desarrollo de multiples foliculos y asi aumentar el nimero de évulos. Actualmente se
intenta reproducir este evento, mediante la administracion de hormona gonadotropina
coridnica (hCG), ya que esta tiene una constitucién muy similar a la LH y consigue actuar

sobre los receptores de esta, produciendo el mismo efecto.

El momento de aplicacién de la hCG varia de acuerdo al tipo de ciclo de estimulacion

ovarica que se esté llevando a cabo.

e Por ecografia: foliculo mayor entre 18 y 20 milimetros (mm) de didametro medio.
e Por anélisis de sangre: estradiol en suero >200 picogramos/mililitro (pg/mL) (por

cada foliculo mayor de 17 mm).

Con la aparicion en 1980 de los agonistas de la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH), se evitaba esa ovulacién prematura que ocurria en un porcentaje considerable

de ciclos.

El paso de la induccion de la ovulacion es extremadamente importante, hasta el punto
gue las tasas de embarazo dependen directamente del nimero de dvulos obtenidos, los
cuales se relacionan con el nimero de embriones 6ptimos que seran usados en la

transferencia.
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Flgura 1: Induccién de la evolucion

Induccién de la Ovulacién

Maduracién del foliculo
en el ovario

B.2. El ciclo ovarico

La hipofisis y el hipotdlamo, a través de neurotransmisores, son los encargados de
llevar a cabo la funcién reproductiva. Desde el hipotdlamo se secretan hormonas como
por ejemplo la GnRH, ésta a través del sistema portal llega a la hipdfisis o glandula
pituitaria, donde controla la secrecién de gonadotropinas, como son la LH, FSH y la
prolactina (PRL). La GnRH es secretada de manera pulsatil y por tanto también las
gonadotropinas. Varia con los ciclos y se calcula que la secrecion se produce cada 90

minutos en la fase folicular precoz y cada 200 minutos al final de la fase lutea

La hipdfisis tiene dos partes, la anterior y la posterior. La anterior o adenohipdfisis es
donde se secretan la FSH, LH y PRL. En la posterior la oxitocina y la vasopresina. La FSH y
la LH son secretadas por la célula gonadotropa, que es sensible a la estimulacién pulsatil

por la GnRH.

Esas pulsaciones de GnRH estan reguladas por:

e Opioides enddgenos: Dentro de los cuales residen las endorfinas, encefalinas y
dinorfinas. El aumento de endorfinas puede inhibir la secrecién de GnRH y por
tanto la de gonadotropinas

e Catecolestragenos
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e Glandula Pineal

Existen centros de retroalimentacion (feed-back) en el hipotalamo e hipdfisis, que estan
directamente relacionados con los ovarios. Esta retroalimentacién es el eje principal para

un correcto ciclo ovarico y por tanto de la produccion del ovocito maduro una vez al mes.

El desarrollo folicular comienza con un reclutamiento inicial, fase folicular, donde los
foliculos primordiales abandonan su estadio inactivo y restablecen su desarrollo, asi,
gracias a factores desconocidos e independientes a la estimulacién con gonadotropinas
estimulan el crecimiento de los foliculos primordiales. Estos son la fuente de ovocitos en
la vida reproductiva de la mujer. Sin embargo, un solo foliculo es el que logra la evolucién

|H

definitiva en cada ciclo. El “reclutamiento” comienza en la fase IUtea del ciclo anterior,

debido a la disminucidn de las concentraciones de estradiol y progesterona, provocando,
por efecto de la retroalimentacién, una accion estimuladora en el eje hipotdlamo —

hipdfisis — ovario (H-H-O) y una elevacién de las gonadotropinas.

Flgura 2: Interaccion H-H-O en el control del ciclo menstrual.

Componentes del eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal

GnRH

Hipotslamo

Control

Organos y
tejidos
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externo

/

landula: 3
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|
|
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El reclutamiento culmina con la seleccion donde la cohorte folicular en maduracién
reduce su numero. El foliculo crea un ambiente donde su destino es la maduracién y
conseguir su ovulacion. Este proceso es el resultado de dos acciones (Fritz et al., 1982).
Por una parte, la union de los estrégenos a la FSH en el foliculo y por otra la accién de los

estrogenos sobre la secrecion de la hipofisis de la FSH.

Lo que sucede es que los estrogenos participan positivamente en la maduracion de los
foliculos, pero este efecto tiene su retroalimentacion negativa en la hipdfisis. La caida de
los niveles de FSH provoca una disminucion de la actividad aromatasa y limita la

produccidn de estrogenos en los foliculos menos maduros, provocando la atresia folicular.

Asi, el foliculo reclutado o dominante, no sufre esa supresién de FSH ya que presenta un
mayor numero de receptores de FSH debido a que posee un mayor nimero de células de
la granulosa por lo que la accion de la FSH es mayor por la alta concentracién de
estréogenos dentro del propio foliculo. El foliculo pasa a ser dominante una semana antes

de la ovulacién (Goodman et al., 1983).

En cada ciclo menstrual, los niveles de FSH se elevan al final de la fase lUtea debido a la
disminucion de los niveles de estradiol, progesterona e inhibina como consecuencia de la
involucion del cuerpo lUteo. Esta elevacién de la FSH es la responsable de que una serie
de foliculos no entren en atresia (Welt et al., 1997), proceso denominado reclutamiento
folicular, tras este proceso y a través de mecanismos poco conocidos el uno de esos
foliculos sera el elegido. La inhibina producida por este foliculo actla sinérgicamente con
los estrogenos en el control negativo sobre la secrecidn de la FSH en la hipdfisis, de tal
manera que al disminuir los niveles de FSH producida, los niveles de la misma son
insuficientes para el crecimiento del resto de foliculos de la cohorte que le dirigird a la
atresia. (Chikasawa et al., 1986). Ya en la fase preovulatoria, cuando el tamafio antral es
maximo, la LH estimula la expresion de receptores de progesterona en las células de la
granulosa del foliculo elegido, promoviendo la luteinizacion del foliculo y la produccion
de progesterona, que inhibe la proliferacion de las células de la granulosa (Chaffkin et al.,
1992). Por todo esto, aunque sélo se requiere la FSH para que se inicie la foliculogénesis,
la esteroidogénesis completa en el ovario depende la LH. El foliculo inicia su desarrollo

solo cuando valores circulantes de FSH se elevan por encima de un determinado umbral
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y la duracién de esa elevacién sera la responsable del numero de foliculos que maduren.
De la misma forma, marcando un limite inferior de LH de 1,2 unidades
internacionales/litro (Ul/L) por debajo del cual no se lleva a cabo la, ya citada,
esteroidogénesis. Incluso se ha descrito que niveles de LH inferiores a 0,5 UI/L se

relacionan con aumento en la tasa de aborto (Westergaard et al., 2000).

En la primera etapa del ovocito, foliculo primordial o primario, éste se ve sometido a un
importante crecimiento, asi como el de las células que lo rodean (células de la teca),
viendo ya el foliculo antral. Se adquiere el estadio de foliculo preovulatorio, en el que se
ve una capa de células de la granulosa especializadas Ilamadas cumulus oophurus. Se van
viendo mads cambios morfoldgicos y funcionales, como el de las células de la teca que
producen andrégenos (testosterona) a través de la unién de la LH a sus receptores, asi
como la produccion por parte de las células de la granulosa de estrogenos (estradiol) a
través de la accién de la FSH. Todo este proceso lleva el nombre de “dos células — dos

gonadotropinas” (Falck et al., 1959)

Pequefios y sostenidos incrementos de la LH periférica son necesarios para provocar el
crecimiento y el desarrollo de los foliculos antrales menores hasta el estadio preovulatorio

(Richards et al., 1980)
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Los foliculos crecen en los ovarios sin la ayudad de las gonadotropinas hasta el estadio de
foliculo antral temprano (foliculos de Graaf). De aqui en adelante, la accién de las
gonadotropinas, FSH principalmente, es un factor clave en el desarrollo de esos foliculos
antrales. La enzima P450 aromatasa de las células de la granulosa emplean a los
andrégenos como sustrato para la produccidn de estradiol, favoreciendo el desarrollo

folicular inducido por la FSH.

La regulacidn fisioldgica de la foliculogénesis en ciclos espontdaneos e inducidos con GnRH
estd relacionada, al parecer, con la accion de la LH sobre los foliculos antrales mayores.
Los foliculos alcanzan un didmetro de 10-12 mm vy tiene receptores de LH, llegados a este
punto la FSH y la LH son igualmente efectivas para soportar y fomentar la funcién de las
células de la granulosa (Filcori, 2003). La secrecion de estrogenos y el crecimiento folicular
sigue aumentando, aunque la FSH sea suspendida y reemplazada por la administracion
de hormona luteinizante recombinante (recLH). Por lo que se cree que el desarrollo de

foliculos mayores estimulados por LH es parcial o totalmente independiente de la FSH.

Por tanto, se sabe que tanto la FSH, como factores ovocitarios y el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) estimulan el crecimiento folicular en el estadio antral. El EGF es el
encargado de la expresién de los receptores de la LH y de la proliferacion de las células
de la granulosa, a su vez la expresion de los receptores de la LH es estimulada por la FSH,

y asi adquirir por parte de las células de la granulosa el fenotipo maduro.

Una vez que el foliculo elegido alcanza un didmetro de alrededor de 14-15mm, aumentan
los niveles de estradiol (24 a 36 horas antes de la ovulacion) y el nivel circulante de éste
provoca una inhibicion en la secrecion de LH, provocando asi una accién estimulante. El
aumento del estradiol junto con una descarga hipotaldmica de GnRH, condicionan que se
produzca el pico preovulatorio de LH. Este induce la reanudacién y culminacion de la
meiosis, la ruptura de la pared del foliculo, asi como la luteinizacion de las células de la
granulosa para dar origen al cuerpo Iuteo. También, gracias al pico de la LH, se expresan
los receptores de progesterona, participando éstos en los fendmenos que acompafan a
la ovulacidn. Se sabe que la participacion de la progesterona implica un papel dominante
contribuyendo a la relajacién de la pared del foliculo, aumento de su volumen y al

acercamiento en la superficie del ovario.
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El foliculo dominante se convierte en cuerpo lUteo, que es una fuente de hormonas
sexuales secretadas por el ovario durante la fase preovulatoria. El cuerpo lUteo
involuciona y es remplazado por el cuerpo albicans. La fase menstrual dura de 4 a 6 dias
y se caracteriza por un aumento de la FSH y a su vez estimula la produccion de inhibina B

(Welt et al., 1997)

B.3. Estimulacion ovarica

La finalidad a la hora de la estimulacién ovdrica en mujeres con gonadotropinas es la
obtencidn de, a través de un desarrollo folicular multiple, un nimero de ovocitos viables
para, en ultimo término, conseguir el tan deseado embarazo. Para conseguirlo, se
administran gonadotropinas en dosis suficiente para superar el umbral de FSH de los
foliculos precursores, anular los mecanismos intraovaricos endoégenos de seleccion
folicular y mantener el crecimiento de multiples foliculos preovulatorios. Esto se consigue
habitualmente administrando las gonadotropinas bajo supresion hipofisaria con analogos
de la GnRH (Balasch et al., 2001). Inicialmente, los preparados gonadotrépicos contenian
gonadotropina menopausica urinaria (UMG) que mas tarde evolucionarian hacia FSH
urinaria (uFSH) y mas recientemente hacia rec FSH y rec LH. Recientemente, un nuevo
grupo de farmacos ha aparecido recibiendo el nombre de corifolitropina alfa con un

sistema de liberacién retardado de rec FSH (Devroey et al., 2009).

El tatamiento con FSH al inicio de la estimulacion ovérica es esencial para que se adquiera
sensibildad hacia la LH de modo que ésta sea capaz de sostener el desarrollo folicular
desde la mitad hasta el final de la fase folicular. Las concentraciones de LH que existen
tras la supresion hipofisaria con agonistas GnRH, son suficientes en la mayoria de las
mujeres sometidas a fecundacion in vitro y estimuladas con FSH sola. Se puede pensar
gue incorporar a todos los protocolos de estimulacion ovérica la LH ya que es muy
complicado conocer con exactitud las concentraciones exactas requeridas por cada
paciente de esta hormona, existiendo evidencias claras de que no influye negativamente
sobre los resultados. La LH ejerce un efecto directo sobre la estimulacién y la modulacion
de la foliculogénesis. Es verdad que concentraciones elevadas de LH en la fase folicular
son perjudiciales para el desarrollo folicular, provocando un empeoramiento en los

resultados y sugiriendo que niveles altos de esta hormona afectan a los ciclos de
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estimulacion ovarica.

Sin embargo, existen estudios (Westergaad et al., 2000), que han sugerido que la
supresion hipofisaria en algunas mujeres normogonadotropas podria tener como
consecuencia la existencia de una depresién demasiado profunda de las concentraciones
de LH, lo que comportaria un incremento significativo en el riesgo de abortos bioquimicos
o clinicos tras la FIV. De acuerdo con dichos autores, la existencia de unos niveles
demasiado bajos de LH (<0.5 IU/L) en el dia 7-8 de la estimulacion folicular en ciclos de
fecundacion asistida comportaria un defecto en las acciones de la LH sobre el complejo
foliculo - ovocito en la fase folicular media - avanzada, que mermaria la capacidad
fecundante de los ovocitos y se asociaria a un incremento del riesgo de pérdida
embrionaria. Existen indicios del efecto positivo de la LH (se acorta el tratamiento, menos
consumo de gonadotropinas y disminuye el nimero de foliculos menores). Aparece aqui,
el valor minimo o umbral, por debajo del cual la sintesis de estradiol es deficitaria y un
valor maximo o techo, por encima del cual el crecimiento y el desarrollo folicular se ven

perjudicados (Shoham, 2002)

Por todo esto, la administracion de LH sélo serd estrictamente necesaria en mujeres con
hipogonadismo hipogonadotrépico, mientras que el hipotético efecto beneficioso de la

LH sigue siendo objeto de debate (Levi-Setti et al., 2004)

Aquellas mujeres que responden peor al protocolo largo con agonistas de GnRH son las
gue piden mas la accién de la LH y aquellas en las que se necesita cantidades excesivas

de FSH para el desarrollo folicular.

El primer paso que se dio para la estimulacion de la ovulacidon en mujeres anovuladoras
fue gracias al uso del citrato de clomifeno (C.C), éste fue el primero de una gran lista de
farmacos que en la actualidad son los encargados de inducir la respuesta ovarica, asi como
la maduracién ovocitaria. El uso de C.C. ha disminuido drasticamente una vez que
aparecieron las gonadotropinas, éstas son el tratamiento de primera eleccién en
pacientes con disfuncion hipoestrogénica. Existen varios tipos de gonadotropinas, tanto
de origen urinario como recombinante, que junto a los andlogos de la hormona
libreradora de gondotropinas (GnRH), agonistas o antagonistas, son los responsables de
la buscada maduracion folicular multiple.
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e Agonistas de la GnRH

Esta hormona, producida en el hipotalamo fisiolégicamente, estimula la liberacion de
gonadotropinas hipofisarias. Al administrar exégenamente esta hormona conseguiremos
un estimulo hipofisario, flare up, seguido de un bloqueo reversible en la liberacion
hipofisaria de FSH y LH. La finalidad en su uso es evitar un pico prematuro de LH,
producido éste, al aumentar los niveles de estrégenos en sangre con el incremento en el
tamafio de los foliculos en desarrollo. Como consecuencia de este pico de LH los foliculos

se luteinizan y se liberan los ovocitos con la consecuente pérdida de los mismos.

Existen diferencias si ese pico de LH viene inducido por el agonista o si estamos trabajando
respecto al ciclo natural: si viene inducido por agonistas se liberan menos gonadotropinas

hipofisarias, por lo que la fase lUtea se expresa defectuosamente (Humaidan el al., 2010).
e Antagonistas de la GnRH

Estos suprimen en el transcurso de horas la liberacion de gonadotropinas, por lo que el
fendmeno del flare up provocado por lo agonistas no aparece. Conseguimos evitar el pico

prematuro de LH enddgeno.

Tabla 1: Tipo de gonadotropinas

TIPOS DE GONADOTROPINAS

. . . Inyectable subcutdnea

Hormona foliculoestimulante recombinante alfa (aFSH-r) Y (5C)
Hormona foliculoestimulante recombinante beta (BFSH-r) Inyectable SC

Hormona luteinizante recombinante (LH-r) Inyectable SC
Gonadotropina coridnica humana recombinante (hCG-r) Inyectable SC

. - S Inyectable
Gonadotropina coridnica humana urinaria (hCH-u) .
intramuscular (IM)

11
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e Gonadotropina menopausica humana (hMG):

Obtenida por purificacion a partir de la orina de mujeres posmenopadusicas. Se suministra

en viales que contienen 75 Ul de FSH mas 75 Ul de efecto LH y proteinas contaminantes.

Su mecanismo de accidon se basa en que junto con su componente FSH recluta foliculos
ovaricos y estimula su crecimiento, la LH provoca la maduracién, sin ser suficiente para

provocar la ovulacion.

Tanto la FSH como la LH son esenciales en la regulacién gonadal, esenciales para la

maduracion ovocitaria en mujeres y la espermatogénesis en varones.

e Hormona Foliculoestimulante (FSH):

El avance farmacoldgico con esta molécula ha sido enorme, hasta obtener una FSH
humana por recombinacién genética, se trata de una molécula altamente purificada. Su
mecanismo de accién determina el desarrollo de las células granulosas ovaricas, iniciando
el crecimiento folicular y el incremento de inhibina B. Junto con la LH estimulan la
ovulacién. Estimula la conversidn de andrégenos en estradiol e incrementa el nimero de
receptores para la LH. El ligero incremento de FSH al final de la fase lUtea parece

importante para iniciar el siguiente ciclo ovulatorio.

La FSH es una glicoproteina compuesta por dos unidades monoméricas de proteina
enlazada a una molécula de azlcar. El dimero contiene dos unidades polipeptidicas, las
subunidades alfa y beta. La FSH tiene una subunidad beta de 118 aminoacidos (FSH-PB),
gue le confiere su accion biolégica especifica y es responsable de la interaccion con el
receptor de FSH. La parte de azucar de la hormona se compone de fucosa, galactosa,
manosa, galactosamina, glucosamina y acido sialico, siendo éste Ultimo fundamental para
su vida media bioldgica. La vida media de la FSH es 3-4 horas. Su peso molecular es 30000

daltones (Da).

12
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Figura 4: Imagen tridimensional de la molécula de FSH

e Hormona Luteinizante (LH):

La hormona luteinizante es un heterodimeto con un peso moleculara aproximado de
30000 Da. Estd compuesta por dos subunidades, la alpha (a) y la beta (B). La subunidad a
(también llamada subunidad comun) de la hormona estimulante de tiroides (TSH), de la
hCG, y de la FSH es idéntica a la de la LH. Contiene 92 aminoacidos hasta alcanzar un peso
molecular de 14.600 Da. La subunidad B contiene 112 — 114 aminodcidos, con seis
puentes disulfuro y un peso molecular de 14.800 Da. Esta subunidad es Unica para cada

hormonay es la responsable de ejercer la especificidad bioldgica e inmunoldgica.

La estructura bioguimica de la LH se corresponde como un dimero glucoproteico formado
por dos subunidades proteinicas unidas por enlaces no covalentes (a y B). La hormona
contiene cuatro cadenas glucidicas unidas por una asparangina, dos de ellas se unen a la
subunidad ay las otras a las B (Chappel, 1995). El tamafio total de la molécula glucosilada

es de unos 40.000 Da.

Ya hemos comentado la necesidad de esta hormona a ciertas dosis en el proceso de
estimulacion ovarica, al usar gonadotropinas el problema se resuelve al recurrir a la hMG
(FSH+LH). Al igual que con la FSH, con la LH, hemos obtenido una hormona altamente

purificada y con una gran especificidad.

El gen de la subunidad alfa se encuentra en el cromosoma 6qg 12.21. El gen de la

subunidad beta esta localizado en el grupo de genes LHB/CGB del cromosoma 19q 13.32.

13
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Figura 5: Imagen tridimensional de la molécula de LH
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Tabla 2: Caracteristicas de las gonadotropinas:

GONADOTROPINAS

hMG FSH LH
Su elemento FSH | Recluta foliculos y Estimula la
Mecanismo de accidon recluta y estimula estimula su maduracion
foliculos crecimiento. folicular
Induccion de la Induccion de la

g g Baja respuesta
ovulacion ovulacion

Estimulacion
ovarica en

Hipogonadismo )
POg tratamiento de

hipogonadotropo

Mayores de 35

-, afos.
reproduccion
Indicaciones asistida (TRA).
. ., . Con FSH en
Disfuncién Pacientes con .
N . pacientes con
hipotalamo niveles de LH _ .
o hipogonadismo —
hipofisaria grave. elvados .
hipogonadotropo.
Desarrollo
folicular multiple Reduce el
Desarrollo en TRA
. : o desarrollo de
Ventajas folicular multiple foliculos
en TRA. Maxima
. menores.
seguridad y
eficacia.

Sindrome de
Inconvenientes hiperestimulacion SHO Elevado coste
ovarica (SHO).

e Gonadotropina coridénica humana (hCG)

Tras estimular el crecimiento folicular, debemos inducir la ovulacion y esta hormona es la
qgue, fundamentalmente, utilizamos. En los ciclos de estimulacion ovarica el pico de la LH
se produce con hCG, es importante cumplir los tiempos desde que introducimos la hCG

hasta que puncionamos los foliculos, intervalo que ird de las 34 — 38 horas.
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Como en los otros casos, actualmente se dispone de hCG recombinante, ademas de la

urinaria.

B.4. Pautas de estimulacion

El éxito de los tratamientos de reproduccion asistida depende, fundamentalmente, de
una correcta eleccién en los protocolos elegidos a la hora de Ilevar a cabo la estimulaciéon

ovarica en las mujeres.

La mayoria de los casos se eligen tratamientos que reciben el nombre de superovulacion,
cuya finalidad es conseguir el correcto crecimiento y maduracion de un nimero mayor de
foliculos y en su ultimo fin conseguir embriones de la mejor calidad posible para obtener

asi las mejores tasas de implantacién.

Lo ideal seria conseguir unas pautas de estimulacién ovarica en las que las tasas de
cancelacién sean lo mas bajas posibles, disminuir al maximo los riesgos y efectos
secundarios, coste bajo y en ultimo término optimizar la bUsqueda del embarazo Unico

buscando con esas estimulaciones ovocitos de la mejor calidad posible.

Se tendria que conseguir seguir unas pautas individualizadas, basadas en la edad de la

paciente, sus estimulaciones previas, si las ha tenido, asi como la reserva ovarica.

A partir del éxito, ya comentado, de Steptoe y Edwards en 1978 donde consiguieron el
ansiado embarazo en un ciclo natural sin ayuda de gonadotropinas exdgenas, la
administracion exdogena de farmacos ha ayudado crucialmente a las pacientes sometidas
a FIV. El nimero de cancelaciones disminuyd mientras que el nimero de ovocitos
obtenidos en puncién aumentd, por lo que las tasas de gestacién aumentaron. En
contraposicién, la estimulacién ovarica en FIV tiene, principalmente, dos importantes
inconvenientes: el SHO y el embarazo multiple (Pelinck et al., 2002), entre otros muchos
gue mas adelante comentaremos. Por esto Ultimo el ciclo natural es una opcién que en
ciertos pacientes puede ser la adecuada. Estos tienen que tener un determinado perfil,
que tengan una baja reserva ovarica, sanos y con una buena respuesta. Evidentemente,
tiene puntos negativos como que tenemos que llevar a cabo mas ciclos que en una FIV
convencional, hay mucho mas riesgo de fracaso en cada paso de todo el proceso,

aumenta la tasa de cancelacion por el pico prematuro de la hormona luteinizante u
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obtenemos ovocitos postmaduros (Tarlatzis and Kolibianakis, 2007).

Sin embargo, tenemos como lecturas positivas siempre que podamos llevar a cabo este
tipo de ciclos que a menor dosis de gonadotropinas menor dafio endometrial y aumenta
de esta forma la receptividad del endometrio al embrion (Martinez-Conejero, 2007), asi

como, si todo va bien, conseguir un embarazo Unico.

Anteriormente hemos comentado que el uso de citrato de clomifeno en los protocolos
de estimulacién en nuestros dias ha disminuido drasticamente. Este farmaco induce el
desarrollo de dos o mas foliculos en las mujeres con ovulacion normal (Coughlan et al.,
2010), aungue el numero de ovocitos no suele exceder de 3 0 4 por ciclo. Existe la opcion
de pautar el citrato de clomifeno junto con gonadotropinas exdgenas, incluso estudios
publicados recientemente compararon dos protocolos de estimulacidn distintos, uno de
ellos de citrato de clomifeno junto con gonadotropinas antagonistas de la GnRH versus
el protocolo largo de agonistas de la GnRH, éste ultimo el mas habitual en los centros de
reproduccién asistida. Concluyeron que aunque obtuvieron mds ovocitos en el protocolo
largo, la madurez de los mismos asi como las tasas de gestacién, fueron similares en am-
bos grupos (Lin et al., 2006). Ademds, se concluia que existia una reduccion significativa

en la dosis total de gonadotropinas necesarias.

Con el uso y la administracion de gonadotropinas exégenas, podemos controlar, de una
manera bastante real, el momento exacto en el que los ovocitos pueden ser obtenidos
del foliculo ovarico. Asi como, la obtencidn de un nimero elevado de ovocitos aumenta
las probabilidades de conseguir embriones viables y, por tanto, la posibilidad de

embarazo.

La finalidad de estas pautas de estimulacidon es la de conseguir un aumento de la
concentracion de gonadotropinas en la fase folicular temprana (Hodgen, 1982),
permitiendo el reclutamiento de multiples foliculos antes de que se produzca la seleccién

enddgena del foliculo dominante y la consecuente atresia del resto de la cohorte folicular.

El aumento de las gonadotropinas sobrepasa los mecanismos de control naturales, lo que
proporciona un impulso para el desarrollo folicular (Baird, 1987). Este desarrollo se

ajustara definiendo de la mejor manera posible el tiempo y la dosis de las goandotropinas.
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Los analogos de la hormona liberadora de gonadotropinas son péptidos sintéticos que
han sufrido modificaciones en su estructura para alterar su afinidad por el receptor de la
GnRH o para retrasar su aclaramiento metabdlico, aumentando asi su vida media y su

actividad.

En sus comienzos, los analogos de la GnRH se utilizaron como adyuvantes en mujeres con
antecedentes de resultados negativos en FIV (como, por ejemplo, picos prematuros de
LH). En nuestros dias ademas de evitar esos picos prematuros, conseguimos el aumento
el numero de ovocitos aspirados y fecundados y, por consiguiente, el nimero de

embriones viables a transferir (Hughes et al., 1992).

En la actualidad, se nos presentan dos tipos de andlogos de la GnRH:

e Antagonistas: éstos a su vez, se dividen en protocolo de dosis Unica y de dosis
diaria y actuan uniéndose al receptor, bloqueandolo y provocando, con el paso de

unas horas, la supresion hipofisaria.

e Agonistas: suadministracién continuada produce una estimulacion de la secreciéon
de gonadotropinas enddgenas (efecto flare up), seguido de un efecto supresor

producido por la desensibilizacion hipofisaria.

La aparicion de los agonistas de GnRH para provocar la supresion hipofisaria supuso un

paso fundamental en el desarrollo de la estimulacién ovarica controlada.

B.4.1 Agonistas:

Hay tres protocolos en los que se utilizan agonistas de la GnRH, se eligen en funcién del
momento del ciclo en el que empiezan a utilizarse y en su duracion (Felberbaun and

Diedrich, 1999)

e Protocolo largo: el agonista se administra a mitad de |a fase lutea del ciclo previo.

e Protocolo corto: el agonista se administra entre el primer y el tercer dia del ciclo,

aprovechando el efecto flare up.

18



Introduccion

e Protocolo ultracorto: el agosnista tan sdlo se adminitra durante los tres primeros

dias del ciclo.

La base de todos estos protocolos es individualizar la dosis a cada mujer, ajustandolo a
sus caracteristicas para, de esta manera, obtener el mayor rendimiento ovarico, asi como

la menor aparicién de efectos secundarios (SHO).

B.4.1.1. Protocolo largo

El protocolo largo es el mas frecuentemente utilizado en las clinicas de reproduccién
asistida. Consiste en utilizar el agonista de GnRH desde la fase litea media (21- 22
dia ciclo) del ciclo precedente. Se acortara esta fecha si el ciclo menstrual de la paciente

es inferior a 28 dias.
Existen dos pautas basicas de tratamiento con gonadotropinas segun la dosis utilizada:

1. Pautainicial fijada: La pauta se inicia en el segundo o tercer dia del ciclo menstrual
con una dosis fija de gonadotropinas, previa ecografia para descartar la presencia
de quistes funcionales y analitica (estradiol) para evaluar el grado de desensibili-
zacion de la hipodfisis. Se mantiene esta pauta durante 5 dias, a continuacion, se
solicita ecografia vaginal y estradiol; ajustando la dosis de gonadotropinas segun
la respuesta ovdrica, posteriormente se monitoriza con ecografia y estradiol cada

48-72 horas.

2. Pauta descendente: Esta se inicia, también, el segundo o tercer dia del ciclo con
una dosis de gonadotropinas que se mantiene durante 2 — 3 dias, reduciéndose a
una dosis menor y constante en los siguientes dias. El tercer dia de estimulacion
se recurre a analizar los niveles de estradiol, de tal manera que si se obtienen unos
resultados entre 100 y 200 pg. se puede considerar que los ovarios han iniciado

una respuesta correcta.

La administracion de agonista de GnRH y gonadotropinas continda hasta que se obtiene
mas de 3 foliculos iguales o mayores de 18 mm por ecografia, y valoraremos los niveles
sanguineos de estradiol para decidir el momento mas adecuado. En ese momento se

administra HCG y se programa la puncion 36 horas después. (Nader and Berkovitz, 1990).
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Se administrara una dosis Unica que asemeja el pico de LH, que induce la ovulacién de
manera natural, produciendo el desprendimiento del ovocito de las células de la

granulosa.

Anteriormente, ya se ha hablado de un umbral en los nivels de LH. Se sabe que para el
correcto desarrollo y crecimiento del foliculo y del ovocito se requieren unos niveles
minimos de LH (umbral LH). Esto explica que dosis demasiado elevadas pueden provocar

la luteinizacién y la atresia folicular (techo LH) (Balasch et al., 1995).

Los andlogos agonistas de GnRH, provocan niveles residuales bajos de LH, en la mayoria
de los casos son suficientes para una correcta foliculogénesis, aungque en ocasiones puede
sobrepasar ese techo de LH conllevando una disminucién de la capacidad fecundante del
ovocito y aumentando el riesgo de pérdida embrionaria (Westergaard et al., 2000). Se
suele utilizar, asociada a la FSH recombinante, dosis bajas de LH recombinante desde el

comienzo de la estimulacion ovarica controlada.

Figura 6: Protocolo largo de agonistas de GnRH (Atlas de reproduccidn asistida del Dr. Herrero
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B.4.1.2. Protocolo corto

El protocolo corto se emplea sobre todo en pacientes con antecedentes de baja respuesta.
Este protocolo se aprovecha del efecto estimulante (flare up) del agonista de GnRH,
facilitando el reclutamiento folicular y disminuyendo la dosis total de gonadotropinas
necesarias. Este efecto se suma al de las gonadotropinas. El inicio del agonista GnRH se
da en la fase folicular temprana (primer dia del ciclo), las gonadotropinas se empiezan a
administrar en el segundo o tercer dia del ciclo y la desensibilizacion de la hipdfisis se
presentaria al cuarto o quinto dia de tratamiento. Esta estrategia impide una supresioén
ovarica tan profunda como la del protocolo largo, con la ventaja del estimulo de las
gonadotropinas enddgenas. De esta manera, la ventaja es doble, previene el pico

endogeno de la LH y disminuye la dosis total de gonadotropinas.

El flare up inducido por el andlogo de la GnRH se realiza a expensas de la LH, por lo que
aumentan considerablemente las concentraciones de LH al inicio de la estimulacion (a
diferencia del protocolo largo donde los niveles de LH se mantienen constantes o
disminuidos). Este incremento de la LH provoca una elevacion en los niveles de
progesterona y testosterona, por el propio efecto de la LH (Padilla, 1996). Utilizando
protocolos de estimulacién con minidosis podemos disminuir la dosis de andlogos de la

GnRH.

La administracion de agonista y gonadotropinas continta hasta la administracién de HCG.

La recuperacién ovocitaria se lleva a cabo de 36 horas.
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Figura 7: Protocolo corto de agonistas de la GnRH (Atlas de reproduccion asistida del Dr. Herrero)
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B.4.1.3. Protocolo ultracorto

El protocoo ultracorto consiste en la administracion de analogos de la GnRH Unicamente
durante los primeros tres dias del ciclo. Las gonadotropinas se administran en el segundo
o tercer dia del ciclo. Su uso esta dirigido principalmente a las pacientes con antecedentes
de baja respuesta. No siempre son eficaces en la prevencion de la LH. (Acharya et al,,
1992) Se ha visto que el protocolo largo es el que mejores tasas de embarazo ofrece.

(Daya, 2007). Sus principales ventajas son:

Se anulan, practicamente, los picos prematuros de LH.

El nimero de tratamientos disminuye por ovulaciones enddgenas.

Permite programar el dia de la obtencién ovocitaria.

El crecimiento folicular es mas sincronico.
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Por otra parte, existen inconvenientes:

e Provoca insuficiencia en el cuerpo IUteo, por lo que se necesita el uso de

progesterona en la fase lUtea.
e Elndmero de SHO es mayor.
e las dosis requeridas de gonadotropinas son mas altas.

B.4.2. Antagonistas

En 1972 se sintetizd el primer antagonista de GnRH, tras la sustitucién de multiples
aminoacidos de la molécula original. El mecanismo de accién es por medio de un bloqueo
competitivo de los receptores para la GnRH, el cual es inmediato y no va acompafiado del
efecto estimulante hipofisario inicial (flare up) que se observa en los agonistas de GnRH,

generando una disminucion de la duracion en los dias de tratamiento (Hall et al.,1993).
Figura 8: Protocolo con antagonistas de la GnRH (Atlas de reproduccién asistida del Dr. Herrero)
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Se ha documentado la eficacia del antagonista de la GnRH en prevenir los picos
prematuros de LH durante los ciclos de estimulacion ovarica en fertilizacién in vitro y
transferencia embrionaria (FIVTE) (Albano et al., 1996; Felberbaum et al., 2000). Los
antagonistas de la GnRH actlan de forma competitiva, uniéndose al receptor,

bloquedndolo y provocando asi una supresion hipofisaria que se caracteriza por ser
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profunda e inmediata. Este mecanismo de accion permite administrar los antagonistas de
la GnRH en el transcurso de la estimulacion ovarica. También se ha demostrado que el
uso de antagonistas de la GnRH disminuye el nimero de dias de estimulacion; ademas de

presentar menor riesgo de SHO (Albano et al., 2000).

Figura 9: Accion de los agonistas y antagonistas
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De las diferentes pautas de tratamiento con antagonistas de GnRH en los ciclos de FIVTE,

las mads usadas son dos: protocolo dosis Unica y protocolo dosis multiples.

B.4.2.1. Protocolo de dosis multiples
El protocolo de dosis multiples consiste en la administracion diaria del antagonista de la
GnRH desde el sexto dia de estimulacion ovarica con gonadotropinas hasta el dia de la
hCG. Se establece que la dosis de 0,25 mg/dia es la dosis minima adecuada para este
protocolo. (Albano et al., 1998). Histéricamente, este protocolo fue desarrollado por el
grupo de Diedrich y cols, en la Universidad de Libeck (Alemania), de esta ciudad recibe,

también, el nombre este protocolo.

B.4.2.2. Protocolo de dosis multiples
El protocolo de dosis Unica, también llamado protocolo francés (desarrollado por
Olivennes vy cols.), consiste en la administracién de una sola dosis de GnRH cuando el
foliculo mayor ha alcanzado un didmetro de 14mm. Si transcurridas 72 horas no se ha

administrado la hCG, se administra una segunda inyeccion de antagonista. (Olivennes et
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al., 1995). El estudio de dosis definitivo sefialé como dosis minima eficaz los 3 mg de

antagonista de la GnRH en el protocolo de dosis Unica. (Olivennes et al., 1998).

Tanto el protocolo de dosis multiple como el de dosis Unica son seguros y eficaces.
Aunque estd demostrado que la dosis de gonadotropinas, el nimero de dias de
administracién de las mismas, asi como el numero de ovocitos recuperados en puncion
es significativamente menor que los obtenidos en el protocolo largo con agonistas de la
GnRH. Esto conlleva una menor tasa de hospitalizacion debido al SHO. Por otra parte,
varios estudios han demostrados que las tasas de gestacion son ligeramente inferiores,
no significativamente, en los grupos de pacientes tratadas con antagonistas respecto a las
tratadas con agonistas

Tabla 3: Ventajs de los antagonistas de la GnRH frente a los agonistas (Manual practico de esterilidad y
reproduccién humana. Remohi J et al, 2008. McGrawHill)

VENTAJAS DE LOS ANTAGONISTAS DE LA GnRH FRENTE A LOS AGONISTAS

Eliminacion del efecto flare up por la liberacidn inicial de la FSH'Y LH.

Comienzo de la estimulacidn ovérica coincidiendo con el reclutamiento folicular.

Utilizacion de menores dosis de gonadotropinas.

Realizacion de una estimulacion mas controloda y personalizada.

Posibilidad de usar el citrato de clomifeno (con o sin gonadotropinas).

Se puede inducir la ovulacion con un agonista de la GnRH.

Menor coste.
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C. ASPECTOS DE LABORATORIO EN LA REPRODUCCION ASISTIDA

La FIV consiste en una serie de técnicas cuya finalidad es la unién de los dos gametos,
masculino y femenino, fuera del organismo materno. El éxito de estas técnicas depende
de unas buenas practicas de laboratorio. La introduccion de la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), supuso el paso fundamental en las técnicas
de FIV. El primer embarazo en la especie humana lo publicé Palermo en 1992 (Palermo
et al., 1992), gracias al ICSI y, principalmente, en casos de factor masculino severo los

resultados han mejorado ostensiblemente.

Antes de llevar a cabo el ICSI, debemos realizar otras muchas, y no menos importantes,
practicas. La primera de ellas, una vez que la paciente esta preparada, ya en quiréfano y

anestesiada, sera la recuperacién de los ovocitos.

C.1.Recuperacion de los ovocitos

El principio de esta técnica es la recuperacion de ovocitos que se encuentran en el liquido
de la puncidn folicular. Se realiza con una aguja guiada bajo control ecografico vaginal.
Tras introducir la sonda vaginal en la vagina, se localizan los foliculos, puncionandose y
aspirando el liquido. Este serd examinado bajo lupa (10x) en una cabina calefactada. Una
vez obtenidos los ovocitos, tendremos que lavarlos y clasificarlos morfolégicamente. A
continuacion, se depositan en una placa de Petri (Nunc) con wash (HTF-hepes) y aceite

mineral llevandose al incubador a 37° C. 6,5% de CO2.

La clasificacién morfoldgica va a tener la intencion de reflejar en los protocolos el estado
de maduracion ovocitaria. La maduracién ovocitaria se conoce como ovocito en Mll, lo
gue quiere decir que el ovocito se presenta en metafase de la segunda division meidtica
y ha extruido el primer corpusculo polar (C.P.) (Dekel, 1996). La manera que se sigue para
clasificar a los ovocitos obtenidos en la puncién folicular es estudiar a través de la lupa el
aspecto que presenta el complejo cimulo-corona-ovocito (CCO) (Veeck, 1992) Cierto es,

gue este procedimiento tiene un caracter un tanto subjetivo.
La clasificacién engloba tres grados:

e Grado 1: ovocitos que presentan una corona expandiday laxa. Suele corresponder
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a ovocitos metafase Il (Mll).

e Grado 2: el cimulo del ovocito se presenta algo compacto. Suele tratarse de

ovocitos metafase | (Ml).

e Grado 3: El ovocito presenta un cimulo muy compacto, que suelen corresponder

a ovocitos en estado de vesicula germinal (VG).

C2. Preparacion del semen para la fecundacion

Antes de llevar a cabo cualquier técnica de FIV debemos procesar la muestra seminal
mediante la capacitacion espermatica, gracias a ella incrementamos la concentracion de
espermatozoides viables, eliminando el plasma seminal y otros restos celulares que
pueden ayudar a la disminucién en los porcentajes de fecundacién, asi como la aparicién
de contaminacién en los cultivos embrionarios. Queddandonos de esta manera, con
espermatozoides de mayor movilidad y mejor morfologia. Los métodos que mas se
utilizan a la hora de la capacitacién espermadtica son el swim-up y el gradiente de

densidad.

La técnica de swim-up se basa en que soélo los espermatozoides de buena movilidad
podran ascender al sobrenadante (Harris et al., 1981). Se trata de una técnica sencilla.
También tenemos la técnica de los gradientes de densidad, ésta se basa en obtener
aquellos espermatozoides de mejor movilidad al haber superado la dificultad que
presentan los gradientes de 90% y 45%. Esta técnica permite una mejor recuperacion de
espermatozoides maviles que el swim-up. Finalmente, aquellas muestras seminales de
muy baja calidad se procesan mediante un Unico lavado seminal, llevdndose a cabo una
Unica centrifugacion para eliminar el plasma seminal. Ya, por ultimo, en aquellos casos de
patologias obstructivas o secretoras, se pueden conseguir espermatozoides epidimarios
o testiculares mediante la biopsia testicular. Esta técnica precisa de ICSI posteriormente,
ya que obtendremos escasa cantidad de espermatozoides y habitualmente su movilidad
es reducida. Tenemos la posibilidad de criopreservar los espermatozoides en caso de

encontrarlos y proceder, posteriormente, a la estimulacién ovarica.
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C.3. Inseminacion ovocitaria: FIV-ICSI.

Existen dos técnicas de inseminacion de los ovocitos en el FIV: la FIV o el ICSI.

C.3.1.Inseminacion convencional (FIV)

Inseminacion convencional (FIV): es la técnica mas sencilla. Consiste en incubar los
espermatozoides con el dvulo y que interaccionen sin mds ayuda. Se suele utilizar una

concentracion de unos 100.000 espermatozoides/ml de medio de cultivo.

C.3.2. Inyeccién intracitoplasmatica (ICSI)

Inyeccion intracitoplasmatica (ICSI): se basa en la inyecciéon, con la ayuda de un
micromanipulador, de un espermatozoide en el interior del citoplasma de un ovocito
maduro. Previamente hemos eliminado las células de la granulosa del ovocito para
cerciorarnos de su maduracién, asi como para llevar a cabo mas facilmente el ICSI,
pudiendo observar con claridad y nitidamente la membrana y el citoplasma de ese
ovocito. Es indispensable inmovilizar al espermatozoide elegido antes de Ia
microinyeccién, de esta manera evitaremos los movimientos del flagelo dentro del
ovocito que podrian conllevar dafios en las estructuras internas ovocitarias. (Kasai et al.,
1999). Por ultimo, hay que tener en consideracion la posicion del C.P, ya que hay que

saber que el huso meiodtico esta localizado en una regién cercana. (Blake et al., 2000).

Figura 10: Esquema de procesos de una FIV (Atlas de reproduccidn asistida del Dr. Herrero)
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C.4. Fecundacion

La correcta unién del espermatozoide con el dévulo desencadena la liberacién del
contenido del acrosoma del espermatozoide, llamada reaccion acrosémica, fusionandose
las membranas de los dos gametos (Evans and Florman, 2002). Este proceso pone en
marcha una serie de procesos bioquimicos dando lugar la extrusién del segundo C.P.y la
aparicion del pronucleo masculino y del femenino. La valoracion de la correcta
fecundacion se lleva a cabo entre las 17-19 horas después de la inseminacion,
valoraremos la fecundacion positivamente cuando observamos la existencia de los dos
pronucleos (PN) que ya hemos comentado. En el caso de que hayamos inseminado de
forma convencional, FIV, se debera realizar la separacion de la granulosa y liberacién del

cumulo para poder llevar a cabo mas facilmente la fecundacion.

Flgura 11: ovocito correctamente feccundado

C.5. Cultivo secuencial hasta blastocisto

Se trata de una practica, cada vez mas en uso, en la que cultivamos los embriones en el
laboratorio hasta el dia 5 o 6 de desarrollo. De esta manera se permite a la cohorte
embrionaria una autoseleccion. Habra que tener en consideracién el medio de cultivo de
los embriones, requiriendo en la mayoria de los casos cambios de medio a lo largo del
desarrollo. La glucosa y el piruvato para ser que juegan un papel fundamental en estos

primeros estadios. (Conaghan et al., 1993).
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Es cierto, que a pesar de las mejorar las tasas de implantacién y ser el resultado de una
seleccion natural en la cohorte embrionaria, implica extender la duracion del cultivo in
vitro lo que aumenta las posibilidades de alteracidn de la expresion génica y epigenéitca

(Manipalviratn et al., 2009)

De esta manera se tiende e intenta limitar el nUmero de embriones a transferir y por tanto

evitar en el mayor nimero de casos el embarazo multiple.

C.6. Transferencia embrionaria

La transferencia embrionaria constituye el Ultimo paso en las técnicas de fecundacién in-
vitro. En el éxito de ésta Ultima técnica, que es el reflejo de las previamente citadas,
participan un alto niumero de factores, entre los que destacan, edad y peso de la mujer,
etiologia de la pareja, la calidad seminal y ovocitaria, los embriones transferidos (Matorras

et al., 2005), la experiencia de los profesionales, etc...

Los embriones, en la Unidad de Reproduccién del Hospital de Cruces, son transferidos
mayoritariamente a las 48-72 horas desde la puncion folicular. A la hora de elegir los
embriones a transferir nos basamos en los aspectos morfoldgicos, nimero de células del
embridn, la simetria entre ellas y la existencia o no de fragmentos. Adicionalmente, se
han estudiado otros factores como la morfologia ovocitaria (Balaban and Urman, 2006),
el “score pronuclear” (Scott et al., 2000), y la divisién temprana (Sakkas et al., 2001) los
resultados y efectos positivos a la hora de elegir el embridon a transferir siguiendo estos

estudios son objeto de debate en nuestros dias.

Examinar al embrién siguiendo todos estos parametros, morfolégicos muchos de ellos,
tiene como ventaja que se trata de un método sencillo y rapido, pero, por el contrario, es
poco fiable al ser muy subjetivo y requiere de una alta formacién por parte de los
profesionales. Ademas, aparecen factores externos a la calidad embrioanaria, como son

factores del Utero, endometrio, asi como la propia técnica de la transferencia.

La ley espafiola, ley 14/2006 del 26 de mayo, regula el nimero maximo de embriones a
transferir, siendo tres el nUmero que no se puedo superar. El nimero de embriones a
transferir dependera de la edad de la paciente, su historial clinico, la calidad embrionaria,

asi como la opinion de la paciente, intentando siempre que sea el menor nimero posible.
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La transferencia se realiza ecoguiada con sonda abdominal, depositando los embriones a

1 cm aproximadamente del fondo uterino (Matorras et al., 2002)

Finalmente, a los 14 dias de la puncion folicular, la paciente se someterda a la

determinacién de la B-hCG con el fin de conocer si esta en el inicio de la gestacion.

Flgura 12: Transferencia embrionaria (Imagen tomada de Atlas de reproduccion asistida del Dr. Herrero,

2010)

C.7. Vitrificacion embrionaria

La vitrificacion es una técnica de congelacion ultrardpida, que se basa en la deshidratacién
rapida utilizando un medio hiperosmolar. Se reduce el contenido de agua en la célula 'y
disminuimos de esta manera la posibilidad de formacion de hielo intracelular. (Cobo et

al., 2005).

Aquellos embriones que el dia de la transferencia embrionaria, basandonos en los mismos
criterios que hemos seguido para clasificar los embriones a transferir, vemos que son
potencialmente viables los vitrificaremos. También podremos dejarlos en el laboratorio

hasta dia 6 de su desarrollo embrionario y decidir si los vitrificamos o no.

Esta técnica permite preservar la fertilidad en mujeres jévenes que desean posponer su

maternidad, en mujeres con cancer, etc...
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D. RESULTADOS

Desde el nacimiento de los primeros niflos obtenidos tras FIV, en Espafia ya son unos

10.000 recién nacidos vivos mientras que a nivel mundial ya se superan los cinco millones.

El perfil de la mujer que acude a los centros de fecundacién in vitro ha ido cambiando a
lo largo de todos estos afios. La edad media es de casi 37 afios, en Espafia se estima que
un cuarto de las pacientes que requieren la F/V ya supera los 40 afios. Por lo general, las
mujeres mas jovenes tienen mayor cantidad de évulos y de mejor calidad, lo que conlleva
una mavyor tasa de fecundacién y de implantacion. La tasa de éxito ronda el 35-40% por
intento.

Figura 13: Tasa de embarazo y nifio nacido vivo de TRA usando ovocitos propios relacionado con la edad de

la mujer. Obtenido Center for Disease Control and Prevention (CDC) 2003 Assisted Reproductive Technology
Success Rates
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Al aumento en la edad en las mujeres, hay que sumarle el aumento de riesgo vy
complicaciones que aparecen con el paso de los afios (Balasch, 2010). En torno a los 40
afios, la tasa de embarazo decae significativamente, a los 44 afios esa tasa es
practicamente nula teniendo que recurrir a la donacién de ovocitos. La IV con ovocitos
provenientes de donantes aumenta sustancialmente el éxito por ciclo, situdndose en
torno al 70% cuando se recurre a estos casos. En una poblacion bajo unas condiciones de
fertilidad probada el éxito reproductivo ronda el 20% por ciclo ovulatorio tras un afio de
relaciones sexuales sin anticonceptivos, por lo que se calcula que entre el 85-90% de

aquellas parejas fértiles concebirdn durante el primer afio de relaciones sexuales,
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mientras que el 90-95% a los dos afios (Matorras et al., 2011).

AlUn en nuestros dias las tasas de éxito son bajas en relaciéon al nimero de ovocitos
obtenidos y de embriones generados. Se ha visto que la tasa de recién nacido vivo (RNV)
no es superior al 5% en funcién al nimero de ovocitos obtenido (Patrizio and Sakkas,
2009). Incluso estos resultados se mantienen en programas de donacién de ovocitos,

viéndose un resultado en torno al 7%.

Otro estudio mas reciente (Garrido et al., 2011) calculd la tasa acumulada de RNV en
funcién del nimero de embriones transferidos, en ciclos sucesivos. Concluyendo, de
manera logica se puede pensar, que la probabilidad de conseguir un RNV aumenta segin
lo hace el nimero de embriones transferidos en ciclos consecutivos de FIV. Esto es, cada
embrion que se transfiere tiene una mayor probabilidad de éxito de embarazo que los
anteriores, aunque también afirman que existe un porcentaje de ciclos que nunca

consigue el RNV,

Queda un largo camino por recorrer, siendo uno de los objetivos principales para los
profesionales de la reproduccién asistida la transferencia de un Unico embrion, quizas
para ello deberiamos llevar a cabo estimulaciones menos agresivas, que estudios
demuestran que curiosamente proporcionan un mayor nimero de embriones viables
(Inge et al., 2005). Asi como una mejora en las técnicas y procedimientos a la hora de

elegir el mejor embridn.

E. RIESGOS

En la mayoria de los casos las técnicas de reproduccion asistida son de bajo riesgo, pero
existen ciertos factores que pueden poner en riesgo la salud de la mujer, asi como del
recién nacido. Algunas de las complicaciones pueden ser controlables si se modula la
intensidad de la estimulacion ovarica efectuada o si se reduce el nimero de embriones a
transferir. Otras, dependen de factores muy poco controlables. Las complicaciones mas

frecuentes son:

E.1. Hemorragia postpuncién

La frecuencia es variable y debe considerarse un riesgo grave si no se realiza un buen
diagnostico. Puede derivar en una torsion de ovario, infeccion, hemorragia vy
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excepcionalmente lesiones viscerales (Acevedo Martin et al., 2003)

E.2. Sindrome de hiperestimulacién ovarica (SHO)

Se trata de una complicacién que aparece durante la fase IUtea del ciclo menstrual y
consiste en una respuesta anormalmente elevada del ovario a la estimulacién ovarica.
(Golan et al., 1989; Forman et al., 1990). Afortunadamente, los casos de SHO graves no
suelen ser superiores al 0,5-1% (Smitz et al., 1990). La aparicion del sindrome esta
relacionada con la administracion de hCG, el SHO se caracteriza por un incremento en la
permebilidad vascular. Sabemos que la hCG no posee propiedades vasoactivas, por lo que
un mediador tiene que ser el responsable, éstos pueden ser el sistema renina-
angiotensina del ovario (Pellicer et al., 1988) y el factor de crecimiento vascular derivado

del endotelio (VEGF) (Lee et al., 1997) (Garcia Velasco and Pellicer, 2003).

Segun el momento de la apariciéon del SHO se diferencia una forma precoz y una tardia.
La primera aparece antes de diez dias tras la administracion de hCG. La forma tardia

aparece después del décimo dia tras la administracion de hCG.
Los sintomas y signos del SHO son muy variables segin sea la gravedad del sindrome.

TABLA 4. CLASIFICACION DEL SHO SEGUN SU GRAVEDAD (Adaptado de Golan et al., 1989)

CLASIFICACION DEL SHO SEGUN SU GRAVEDAD

Grado Leve Moderado Severo

1 Dolor abdominal

Nauseas, vomitos y

2 diarrea. Ovarios 5 —
12cm.
3 Ascitis en ecografia.
4 Distress respiratorio

Mayor hipovolemia,
5 disminucion de la
funcion renal.

6 Cuadro critico.
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La incidencia de los distintos grados del SHO son dificiles de establecer, pero se estima

que la forma leve aparece en alrededor del 25% de los ciclos, la moderada en un 5% vy la

severa, como ya hemos comentado, entre un 0,5y un 1%. (Golan et al., 1989)

Sabemos que el sindrome no aparecerda a menos que se administre hCG para

desencadenar la ovulacién por lo que creemos que es mas importante dirigir la atencion

mayormente a la prevencién antes que al tratamiento. Las medidas mas importantes a la

hora de la prevencién son:

Utilizar tratamientos alternativos y personalizados para pacientes de alto riesgo
(seran aquellos con ovarios poliquisticos, bajo peso corporal, altos niveles de es-
tradiol, etc...)

Coasting: se basa en suprimir el tratamiento con gonadotropinas cuando existen
foliculos mayores a 14 mm y un estradiol mayor a 3000 pg/ml. Se mantiene du-
rante 3 dias como maximo y viendo que los niveles de estradiol comienzan a des-
cender. (Coasting, 2005)

Llevar a cabo la puncidén folicular y aspiracién de los foliculos de un ovario hasta
un maximo de 12 horas tras la administracién de HCG.

Cancelar la transferencia embrionaria, criopreservando los ovocitos o embriones.
(D"Angelo y Amso, 2002)

Administracion de albimina humana en el momento de la puncion. Aungue sus
efectos son discutidos. Estudios afirman que la albdmina disminuye el SHO (Aboul-
ghar et al., 2002), mientras que otros no observan este efecto. (Bellver et al.,
2003).

Modificar la induccion de la ovulacién. En los ciclos con antagonistas de la GnRH
es posible sustituir la HCG por un agonista de la GnRH.

Transferencia de un solo embrién (Orvieto et al., 2005)

Cancelacion del ciclo.

En caso de que el sindrome acabe apareciendo habra que tratar los sintomas, controlando

la diuresis y balance hidroeléctrico. Aplicar anticoagulantes, drenaje de ascitis y reposo

hasta el establecimiento espontaneo.
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E.3. Embarazo multiple

En las técnicas de reproduccion asistida tanto la calidad ovocitaria como embrionaria
juegan uno de los papeles fundamentales en el desarrollo de las mismas. Con el
transcurso de los afios las tasas de gestacion han ido mejorando progresivamente, a la
vez que el desarrollo en las técnicas y en los procedimientos. A pesar de estas mejorias se
ha seguido, mayoritariamente, transfiriendo mas de un embrién lo que ha provocado una

amplia proporcion de embarazos multiples.

El embarazo multiple es una de las principales complicaciones de las técnicas de
reproduccién asistida, ya que el numero de cesareas, nacimientos prematuros vy
mortalidad perinatal aumenta considerablemente. Actualmente, la incidencia de
gestacion multiple en los embarazos espontaneos es del 1,6% del total de RNV. Tras un
tratamiento de FIV, el riesgo de embarazo gemelar aumento hasta un 20%. (Martin y
Welch, 1998). En Espafia entre los afios 1990 y 2000 se produjo un aumento del 73% de
los partos multiples, esto se debe al crecimiento experimentado por las técnicas de

reproduccion asistida (Marqueta et al., 2004).

Entre las consecuencias mas importantes que conlleva el embarazo multiple estan:
e Aumento de la morbilidad / mortalidad materna.
e |Impacto econdmico, tanto para el estado (Ledwer et al., 2006) como para la pareja
o0 mujer sola.

e Impacto psicoldgico.

La morbilidad materna estd asociada a:
e Enfermedad hipertensiva asociada al embarazo.
e Tromboembolismo,
e Infeccidn en el sistema urinario.
e Anemia.
e Hemorragia.

e Aumento en el nimero de cesareas. (Senat et al., 1998)
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La morbilidad fetal esta asociada a:
e Parto pretermino.
e Bajo peso al nacer.
e Apgar bajo.

e Sepsis.

Como ya se ha comentado a lo largo de este trabajo la tendencia es a transferir el menor
numero de embriones, evitando asi el embarazo multiple. En las inseminaciones, también

se ha reducido el numero de foliculos a no mas de 3 foliculos mayores de 17mm.

La tendencia es a reducir al maximo el nimero de embriones a transferir, intentando que
al final sea la transferencia selectiva de un solo embrién (elective single embryo transfer:
eSET). Hemos visto una férmula que nos puede servir a la hora de predecir la posibilidad
de embarazo y del riesgo de los diferentes tipos de embarazo multiple en funcién de la

tasa de implantacién y el nimero de embriones transferidos (Matorras et al., 2005).

Una vez que el embarazo multiple ya es un hecho, existe la posibilidad de reducir uno de
los embriones, a través de una puncién del saco por via abdominal o vaginal. Es una
técnica que conlleva un riesgo para el feto restante, asi como que conlleva una importante
carga ética que tendran que analizar tanto el profesional como el paciente. La incidencia
de abortos es de un 5% aproximadamente y el parto prematuro ocurre con un 75% de

veces.

E.4. Embarazo ectépico

Al'igual que los embarazos multiples, en estos ultimos afios los embarazos ectopicos han
aumentado significativamente (Lemus, 2000). Una de las causas podria ser la FIV. Y su
frecuencia aparece entre un 4 y 8% (Khalil et al., 2001), triplicando, casi, el porcentaje en

la poblacién general.

Se trata de la implantacién del embrion fuera de la cavidad endometrial, localizados, en
su mayoria, en las trompas. Es una de las causas mas frecuentes de muerte relacionada
con las gestaciones. Se calcula que el 9% de las muertes maternas durante el primer

trimestre de la gestacién es debido a este problema.
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Muchos autores han sefialado la importancia de la transferencia embrionaria en la
aparicion del embarazo ectdpico (Martinez y Trounson., 1986), ya que una transferencia

dificil aumentaria las contracciones uterinas.

En las técnicas de reproduccidn asistida el seguimiento de la B-hCGy el control ecografico

permite un diagndstico precoz en la mayoria de los casos

E.5. Defectos congénitos

Uno de los fendmenos mas evaluados es la aparicion de defectos congénitos en la
poblacion nacida tras un tratamiento de reproduccion asistida. Los resultados no son
concluyentes ni coincidentes, pero si parece existir un mayor nimero de defectos
congénitos en la poblacién de FIV comparandola con la poblacion nacida de forma natural
(Hansen et al., 2005). Aunque esta afirmacion estd bajo debate, ya que se han visto que
anormalidades cromosdémicas, asi como malformaciones congénitas no estan

relacionadas con la transferencia de embriones de peor calidad (Mendoza et al., 2015).

Estos defectos podrian estar relacionados con las propias causas de la esterilidad, los
efectos secundarios de la medicacion, asi como los procedimientos de trabajo llevados a

cabo en el laboratorio de embriologia.

Seria necesario el seguimiento exhaustivo del embarazo, asi como del recién nacido.

E.6. Anomalias cromosdmicas.

Ademas de todos estos riesgos, siendo la edad materna avanzada, quizas, el mas
importante, se ha descrito (Rubio et al., 2010) que existe un importante aumento en el
ndumero de anomalias cromosdmicas y mosaicismos en embriones procedentes de ciclos
estimulados. Concluyendo que la presencia de esos embriones se debe a la intromision
por parte de la estimulacidon ovdrica en la seleccion natural de los ovocitos y a la
exposicion de los foliculos a ella, asi como sugiriendo que protocolos de estimulaciéon
ovarica de alta respuesta puede afectar al embrién, por lo que esos protocolos deben

individualizarse, intentando buscar la minima dosis eficaz para un resultado éptimo.
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F. CONTROL DE CALIDAD

Por ultimo, y no por ello menos importante, los embriones durante su desarrollo en el
laboratorio se ven expuestos a una serie de situaciones que pueden alterar su correcto
desarrollo. Estos son, la temperatura, la luz, el 02, CO2, (Cohen et al., 1997) polvo,
compuestos volatiles...La introduccién de controles de calidad puede mitigar estas
situaciones no deseadas. Llevar a cabo un control de calidad en los equipos (incubadores,
medios de cultivo, material fungible...) asi como una estandarizacién en las practicas y

técnicas que se desarrollan dia a dia en el laboratorio.

Una correcta implantacion de estos sistemas de control aseguraria la reproducibilidad de

los resultados y minimizaria los riesgos.

G. PERSPECTIVAS DE FUTURO

Como ya hemos comentando en este primer capitulo la seleccién de embriones con
mayor potencial de implantacién es uno de los principales retos en la Reproduccién
Asistida. Con la implementacidn de nuevas técnicas en el laboratorio y la mejora en los
medios de cultivo secuenciales, la calidad de los embriones ha ido en aumento y se ha
reflejado en menores tasas de embarazos multiples lo que se ha traducido en la
disminucion del nimero de embriones a transferir. Por lo tanto, la seleccidon electiva del
“mejor” embridn se ha vuelto crucial. Asi, la necesidad de desarrollar nuevos enfoques
objetivos para la seleccion de embriones, es de suma importancia hoy en dia. Ya hemos
comentado que los métodos clasicos para seleccionar embriones sanos en las técnicas de
Reproduccién Asistida se basan principalmente en criterios morfoldgicos, como clivaje,
ndmero y tamafio de las blastdmeras, grado de fragmentacién y la presencia de multiples
nucleos. Sin embargo, la mayoria de los estudios sugieren que los embriones con
apariencia morfolégica adecuada por si solas no son suficientes para predecir el éxito de
la implantacién, y se requiere de implementar mas técnicas que nos ayuden a elegir al
embrion que tendra el potencial de implantacién y que ademas nos garantice el éxito

reproductivo.

Ma3s alld de los criterios de seleccion del mejor embridn, la calidad de los ovocitos sigue
siendo uno de los retos mas dificiles en la actualidad. Muchos embriones
morfoldgicamente normales no logran la implantacion o abortan espontdneamente
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durante el embarazo. Se estdn creando nuevas herramientas denominadas “OMICAS”;
procedimientos que permiten identificar todos los componentes de los sistemas
celulares, obteniendo una cantidad enorme de informacién en un corto espacio de
tiempo. Son métodos mas sofisticados, con tecnologia de alto rendimiento para elegir al
embrién o gameto que tenga el mejor potencial de desarrollo o implantacion, estas
ciencias “dmicas”, comprenden, la gendmica, transcriptomica, protedmica y

metaboldmica.

Las dos primeras técnicas estan basadas en la identificacion de proteinas que favorezcan
o perjudiquen la implantacién embrionaria. Son, todavia, técnicas invasivas: por el
contrario, la metaboldmica es una técnica no invasiva basada en el estudio de los
metabolitos de muestras bioldgicas que en nuestro caso seria de los medios de cultivo en

los que cultivamos los embriones.

Esta claro que la OMICA se ha consolidado como una herramienta aplicable en todo el
espectro de las ciencias bioldgicas y en particular en la Medicina Reproductiva, esto a

partir de la evaluacién de una sola célula.

Las aplicaciones de estas tecnologias a los programas de reproduccidn asistida persiguen
mejorar los procesos de seleccion embrionaria, buscando reducir al maximo los riesgos

gue entrafian estos procedimientos a la paciente, asi como mejorar las tasas de gestacion.
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Hipétsis

Nuestra hipdtesis es la siguiente: En la estimulacidon ovarica, para lo ciclos de F/I,
la asociacién de la LH junto con la FSH parece aumentar las tasas de embarazo. Sin
embargo, no se ha determinado la dosis dptima para esas pacientes. Nuestra hipodtesis
seria que para una misma dosis de FSH, incrementar la dosis de LH podria tener un efecto

beneficioso en el resultado de los ciclos de F/I.
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Objetivos

A. OBIJETIVO PRINCIPAL.

Determinar, dentro de dos grupos con misma dosis de recFSH, si el aumento de la

dosis de recLH en uno de ellos incrementa el nimero de ovocitos obtenidos en mujeres

de 35-40 afios bajo tratamientos de estimulacion ovarica en F/I.

B. OBIJETIVOS SECUNDARIOS.

Evaluacion de la influencia de la dosis de recLH en:

Numero de ovocitos inmaduros.

Numero de ovocitos maduros.

NuUmero de ovocitos inseminados.

Numero de ovocitos fertilizados y tasa de fertilizacién.

Calidad embrionaria.

Numero de embriones de buena calidad.

NuUmero de embriones transferidos.

Tasa de embarazo (por ciclo iniciado, por puncién y por transferencia).

Tasa de implantacion.

Tasa de recién nacido vivo (por ciclo iniciado, por puncion y por transferencia).

Tasa de complicaciones.
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Material y métodos

MATERIAL Y METODOS

A. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio prospectivo y randomizado. Donde la aleatorizacion fue ciega,
mediante el sistema de apertura del sobre de asignacion del tratamiento antes de iniciar
el tratamiento experimental. El sobre a abrir en cada caso venia indicado por el nimero

de identificacion de cada participante al incluirse en el estudio.

Dadas las caracteristicas del estudio, una vez abierto el sobre correspondiente a la

aleatorizacién, tanto el personal médico como la paciente conoceran el grupo asignado.

B. INFORMACION Y CONSENTIMIENTO DE LOS SUJETOS

La informacién para el consentimiento informado de las participantes se prepard te-
niendo en cuenta las recomendaciones de las normas de buena practica clinica (BPC), la

normativa local y las sugerencias del investigador.

El consentimiento informado fue condicidn previa para incluir a una participante en el
estudio.

Las referencias asignadas a nuestro estudio fueron las siguientes:

1.  Que el estudio fue aprobado por el CEIC de Cruces con el cédigo CEIC E14/30

2. Que el estudio ha sido registrado en el Clinical Trials.gov Identifier con el nimero

NCT02994550

C. POBLACION DEL ESTUDIO

La poblacion del estudio la constituyeron 514 ciclos de estimulacion ovarica de pacientes
con una edad de entre 35 y 40 afios que acudieron a la Unidad de Reproduccién Humana
(URH) del Hospital de Cruces (Bizkaia) y que se sometieron a tratamiento de reproduccion
asistida in vitro entre enero del 2009 y diciembre de 2010. Una parte de la poblacién
elegida no pudo finalmente incluirse en el estudio debido a que viold ciertos criterios del

estudio.

D. CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron pacientes con un tiempo de infertilidad de mas de un afio y que cumpliesen
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los siguientes criterios:

N o ok~ W N

Mujeres pendientes de realizacién de FIV, pertenecientes a la consulta de la U.R.H.
del Hospital de Cruces (Bizkaia).

Mujeres de edad comprendida entre 35 y 40 afios. .

FSH basal en el dia 3 de ciclo menor a 10muUl/mlL.

Mujeres que firmaron el consentimiento informado.

indice de masa corporal menor de 30.

Presencia de ambos ovarios.

Con ciclos menstruales regulares.

CRITERIOS DE EXCLUSION

No participaron en el estudio las mujeres con alguno de los criterios siguientes:

Aquellas pacientes con enfermedades infecciosas de posible transmisién seminal
(HB, HC, VIH...).

Participacién simultanea en otro estudio clinico con un farmaco en investigacion.
Negativa o incapacidad de cumplir con el protocolo de este estudio.
Anormalidades endocrinas (sindrome de ovarios poliquisticos, diabetes mellitus,
hipotiroidismo, hiperprolactinemia).

Que exista contraindicacion del empleo de gonadotropinas en dosis elevadas.

ASPECTOS ETICOS

El estudio se realizd de acuerdo con la Declaracion de Helsinki, las normas de la Buena

Practica Clinica (BPC/GCP- ICH E6) y la normativa internacional y nacional aplicables. El

estudio sdlo comenzd al haber obtenido la autorizacion del Comité de Etica de

Investigacidn Clinica del Hospital de Cruces. El estudio se llevd a cabo segun las pautas,

procedimientos y pruebas que se aplican dentro de la asistencia diaria en la U. R. H. del

Hospital de Cruces para un buen control este tipo de tratamiento, por lo que las

participantes no estuvieron expuestas a otro riesgo adicional que la administracion del

farmaco en investigacién. La administracion subcutanea del farmaco durante al menos

seis dias apenas se considerd como una ligera molestia. En los estudios de fertilizacion in

vitro el resultado de las variables se mide instrumentalmente de modo que eliminan los
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posibles sesgos de la valoracion subjetiva de resultados.

G. CRITERIOS DE RETIRADA O ABANDONO DEL TRATAMIENTO A LAS PARTICIPANTES.

Las pacientes podian retirarse del estudio por voluntad propia en cualquier momento sin
gue ello repercutiese en su cuidado médico, por la aparicion de efectos adversos, asi
como por motivos que el médico considere que puede poner en riesgo la salud de la

paciente.

Cuando no se completaron todos los datos correspondientes a las variables bajo estudio
esas pacientes no llegaron a aleatorizarse. Los datos correspondientes a esas pacientes
se analizaron en base a la intencidn de tratar. Por el contrario, aquellas pacientes que
cumplieron los criterios de seleccidon pero que por cualquier motivo no llegan a ser
incluidas en un grupo de estudio, seran registradas pero excluidas del analisis por

intencion de tratar (no se evaluaran).

Como es habitual en FIV, la estimulacién ovarica controlada se interrumpid y la partici-

pante fue retirada del estudio en caso de:

No lograr la supresion hipofisaria tras 21 dias de administracion del ana-

logo agonista de la GnRH.

e Falta de respuesta ovarica al tratamiento de estimulacién, segin el mejor
criterio del investigador.

e Respuesta ovarica excesiva al tratamiento de estimulacién, indicativa de
un riesgo de SHO, segun la practica del centro.

e Respuesta ovarica que justificd la suspension cautelar del tratamiento
(“coasting”), es decir, interrumpir la administracion de gonadotropinas y
retrasar la administracion de HCG por mas de 36 horas.

e Presencia de toxicidad de grado 3 0 4 de la escala de la OMS (World Heath
Organizacion, 1979)

e Presencia de un acontecimiento adverso que justificod el cese del trata-

miento.
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H. DESCRIPCION DEL TRATAMIENTO

Una vez firmando por la paciente el consentimiento informado fueron aleatorizadas a uno
de los dos grupos de estudio. A cada paciente se le asignaba un nimero de identificacion
que lo llevd durante todo el tratamiento. A continuacidn, se asigné a cada paciente a uno
de los dos grupos de estudio, aleatoriamente y mediante la apertura de sobre. En este
aparecerd el grupo correspondiente a esa paciente. No se reasignaron los nimeros de

identificacion de aquellas pacientes que por diferentes motivos salieron del estudio.

La aleatorizacion presente en los sobres se llevé a cabo mediante programa informatico.

La supresion hipofisaria se realizd mediante protocolo largo con el agonista de la GnRH
acetato de leuprolida (Decapeptyl®, lpsen, Madrid). La dosis inicial diaria de 0.5 mg por
via s.c. se redujo a la mitad, 0.25 mg/dia, tras comprobar el reposo ovarico antes de iniciar
la estimulacién ovarica y se mantuvo hasta el final de la misma. Esta pauta es la habitual

en el centro.

G.1. Grupo (300/150):

Aquellos pacientes que recibieron tratamiento con gonadotropinas
recombinantes, dos dosis de rec FSH mas rec LH (Pergoveris-f ®, Merck Serono, Spain) en
forma subcutadnea y diaria durante al menos seis dias. La dosis inicial fue de 300 Ul de rec
FSHy 150 Ul de rec LH, después la dosis se fue ajustando segun los criterios del centro en
funcion de la respuesta ovarica observada mediante ecografia ovarica y toma de analitica,

valorando el estradiol y la LH.

Cuando se observo un foliculo mayor o igual a 18 mm y dos foliculos mayores o iguales

de 16 mm se ceso la administracion de la solucidn.

G.2. Grupo (300/75):

Aguellas pacientes que recibieron tratamiento con gonadotropinas
recombinantes, una dosis de rec FSH mas rec LH (Pergoveris-f ®, Merck Serono, Spain)
junto con dos dosis de rec FSH (Gonal-f ®, Merck Serono, Spain) en forma subcutdnea y
diaria durante al menos seis dias. La dosis inicial fue de 300 IU de rec FSH y 75 Ul de rec

LH, después la dosis se fue ajustando segln los criterios del centro en funcién de la
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respuesta ovarica observada mediante ecografia ovarica y toma de analitica, valorando el

estradiol y la LH.

Cuando se observo un foliculo mayor o igual a 18 mm vy dos foliculos mayores o iguales

de 16 mm se cesd la administracidon de la solucidn.

Tras lograr un desarrollo folicular adecuado se administrd la rec hCG en forma
subcutanea en una sola aplicacion, para completar la maduracion folicular vy
desencadenar la ovulacién. Seguidamente, 36 horas después, se procedid a recuperar los
ovocitos, tras lo que se inicié el apoyo de la fase |Utea con progesterona y se inicio el
proceso de FIV con la inseminacién de los ovocitos, seleccién de embriones vy
transferencia de los mejores. Finalmente se determiné la B-HCG y cuando fue positiva se
realizé la ecografia para objetivar la presencia de saco embrionario y las participantes

embarazadas pasaron a seguimiento obstétrico.

Una vez concluido el embarazo, se contactd con las pacientes para recabar informacion

sobre el desenlace del mismo y los correspondientes datos perinatales.

El ciclo se cancelaba cuando habia menos de tres foliculos después de 10 a 12 dias de
tratamiento con gonadotropina. También se cancelaban los ciclos por alta respuesta,
cuando el numero de foliculos excedia de 20 o el estradiol superaba los 5000 pg/ml
previos a la administracion de la hCG. Por ultimo, errores a la hora de administrarse el
tratamiento o por ovulaciones espontaneas también eran motivo de cancelacion del

ciclo.

50



Material y métodos

Figura 14: Disefio global del estudio.
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|. TRATAMIENTOS PREVIOS

Las candidatas que presentaron alguna enfermedad importante se excluyeron del estu-
dio y también se excluyeron tratamientos previos. Como tratamientos concomitantes se
excluyeron expresamente otras hormonas distintas que las del estudio, los farmacos anti-
inflamatorios en bloque y aquellos fadrmacos con efecto sobre la ovulacién, como los neu-
rolépticos. De forma general se excluyé cualquier farmaco contraindicado en caso de em-
barazo. La duracion del tratamiento dentro del estudio, salvo en caso de embarazo, fue
inferior a un mes, por lo que no resultd gravoso para las participantes la exclusion de

estos tratamientos concomitantes.

J.  EJECUCION DEL TRATAMIENTO.

El compromiso e implicacion de las participantes es muy alto en reproduccién asistida. El
tratamiento experimental duraba una semana, durante la cual se realizaron tres contro-
les al menos. Por eso, el cumplimiento terapéutico se verificd preguntando a la partici-

pante en cada visita, con independencia de la constancia de los viales vacios y los devuel-
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tos sin usar o de la tarjeta terapéutica que se proporciond a las participantes. El docu-
mento original para el cumplimiento terapéutico fueron las anotaciones al respecto que

el investigador introdujo en la historia de la participante en cada visita.

K. SEGURIDAD DEL TRATAMIENTO

Numero de ciclos cancelados por riesgo de SHO: El numero de ciclos cancelados por este
riesgo, a partir del dia de introduccién del farmaco en estudio, fue el pardmetro para

valorar la seguridad.

Incidencia del SHO: Los casos con sindrome de hiperestimulacién, con independencia de
gue el ciclo se hubiese cancelado o no, representaron el parametro a tener en cuenta.
Un SHO, como ya hemos definido anteriormente, puede ser leve, moderado o grave y la

gravedad fue también pardmetro de valoracion para la seguridad.

Sucesos inesperados: Todos aquellos sucesos que no entraban dentro de los aconteci-
mientos esperados en el estudio fueron evaluados dependiendo de su gravedad para po-

der valorar la seguridad en el transcurso del estudio.

Tolerabilidad: Se estudiaron y analizaron los signos y sintomas que las pacientes bajo es-

tudio refirieron a los investigadores a la hora de administrarse las distintas sustancias.

Salvo la tolerabilidad local, los parametros de seguridad se recogieron en ambos grupos

del estudio con fines de comparacioén.

L. VARIABLES DE ESTUDIO.

Las fuentes de informacion del estudio fueron:
1. Variables de identificacion.
2. Datos de la historia clinica de la mujer bajo tratamiento.

3. Protocolo donde se plasman todos los datos del desarrollo del ciclo de FIV/ICSI

(F/1).
L. 1. Variables de identificacion

A cada paciente se le asignd un cddigo, recogiendo la fecha de inicio del

tratamiento F/I.
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L.2. Datos recogidos en la historia de |a paciente.

Edad, peso, talla, indice de masa corporal (IMC), FSH basal, Estradiol y afios que la
pareja acumulaba intentando tener descendencia. Y el tipo de infertilidad, primaria o
secundaria. Definiendo primaria cuando la paciente nunca habia conseguido una
gestacion; mientras que definimos esterilidad secundaria a aquellas que habiendo
obtenido una gestacion por métodos naturales ahora no son capaces de quedarse

embarazados.

Las causas de esterilidad se definieron como: factor tubarico, esterilidad de origen

masculino, endometriosis y fracaso de inseminacion artificial conyugal (IAC).
Por ultimo, también se recogio el nimero de ciclos previos de FIV de la paciente.

L.3. Datos del ciclo FIV/ICSI.
L.3.1. Procesamiento de semen

Para empezar, el dia que se llevaba a cabo la puncién folicular el varén, una vez
firmado el Consentimiento Informado correspondiente, obtuvo una muestra de semen
en frasco estéril tras un periodo de abstinencia de 3 a 5 dias. Se anotd hora de recogida,

posibles pérdidas y tiempo de abstinencia.

Se llevé a cabo el seminograma siguiendo las indicaciones de la OMS (WHO, 1999). Ya en
el laboratorio la muestra se introdujo en el incubador a 37° Cy 6,5% de CO; hasta el
momento del procesamiento, que no era superior a 15 minutos, una vez estuviese el

semen licuado.

La eleccién de la técnica adecuada para la preparacién del semen en un tratamiento de
reproduccién asistida viene dictada por la naturaleza de la propia muestra. En la mayoria
de los casos la técnica elegida en nuestra Unidad fue el “swim up”. Afladiamos medio de
cultivo Fertilization médium al semen en proporcion 1:1 y centrifigdbamos 10 minutos a
2000 revoluciones por minuto (r.p.m.). Pasado este tiempo se decantaba el tubo
eliminando asi el sobrenadante, dejando Unicamente el sedimento formado. A
continuacion, se afiadia resbalando por la pared Fertilization sin deshacer el sedimento.

Dejabamos el tubo en el incubador durante unos 40 minutos a 37, 5°Cy 6,5% de CO,, con
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una inclinacion aproximada de 45° para facilitar el ascenso de los espermatozoides. Por
ultimo, recuperdbamos el sobrenadante, unos 250ul, en un tubo Falcon (Becton
Dickinson, Reino Unido) de 5 ml de la superficie, y alli estaban los espermatozoides

moviles.

L.3.2. Puncion folicular

Se realizd la puncion folicular guiada por ecografia vaginal entre 35-36 horas después de
la administraciéon del desencadenante de la ovulacion, anticipdndonos al proceso
ovulatorio. La puncidn se realizd bajo una suave anestesia, general o local con sedacion,
de manera general, a la paciente y con una aguja de puncién ovarica de 18G (Kitazato
Medical, Tokio, Japén) se puncionaron los foliculos aspirando su contenido en tubos
especificos para la recogida de liquido folicular (Falcon 2057, Becton Dickinson, Reino
Unido) con un sistema de vacio a 120 mm Hg. El liquido folicular, ya en el laboratorio
contiguo al quirdfano, se estudio, a través de la lupa de aumento (8-10X) calefactada para
detectar la presencia de ovocitos. Los ovocitos recuperados se lavaron en HEPES (Global,
Canadad), para posteriormente ser trasladados a una placa con FERT (Global, Canadd) y
aceite REPROLINE y depositados en el incubador a 37°Cy 6,5% CO> hasta el momento de

la decumulacién en una proporcién 1:1 con hialuronidasa y medio de cultivo.

L.3.3. Clasificacion de la madurez ovocitaria

De acuerdo con la clasificacion descrita por Veeck (Veeck, 1998) clasificamos los ovocitos

segun:

Ovocito en metafase Il: ovocito maduro o preovulatorio. Presenta C.P. Tiene aspecto
redondeado, ooplasma claro y granulacion homogénea. Las células del cimulo estan

expandidas y filantes y la corona es radial.

Ovocito en metafase I: es un ovocito inmaduro. No tiene C.P. Su aspecto es redondeado,
con citoplasma claro y granulacion homogénea. Las células del cimulo vy la corona estan

menos expandidas y no son filantes.

Ovocito en vesicula germinal: es un ovocito inmaduro. No tiene C.P. Presenta vesicula
germinal con nucleolos refractiles. Tiene aspecto irregular oscuro en su zona central y
ooplasma granular. Las células del cimulo y corona estan compactadas.
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El nUmero de estos ovocitos en metafase Il respecto del total de ovocitos inseminados o

puestos a inseminar representa la tasa de fertilizacién.

L.3.4. Inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI).

La fecundacién mediante esta técnica requiere la decumulacion de los ovocitos, es decir,
la eliminacién de las células de la corona y el cimulo que lo rodean. Esta estrategia
permite no sélo la inyeccidn precisa de los ovocitos sino también la valoracién de su grado
de madurez, hecho de critica importancia para la realizacion del ICSI. La decumulacién se
llevd a cabo combinando procedimientos enzimaticos y mecanicos; para decumular se
introdujo el complejo cumulo-corona-ovocito en una soluciéon con hialuronidasa en
proporcién 1:1 durante 20-30 segundos aspirando varias veces el complejo a través de la
pipeta. Se prepard la placa de microinyeccién que constaba de microgotas individuales
en las que se coloca a los ovocitos; a continuacioén, se afiadian varias gotas con una
suspension de PVP (polivinil-polirridona) y finalmente, entre 1-3 ul del capacitado
espermatico. El caracter viscoso del PVP ralentiza la movilidad de los espermatozoides,
facilitando su manipulacion y en consecuencia su captura; también permite un mejor
control del fluido en la aguja de inyeccidon y previene que los propios espermatozoides se
gueden adheridos a la pipeta. Para la microinyeccidn, se trabajd con un microscopio
invertido con optica Hoffman (Olympus) con pletina calefactada y un equipo de
micromanipulacion. Con la pipeta de sujecidn, se mantiene fijo al ovocito mientras que
con la pipeta de inyeccion se aspiran espermatozoides morfolégicamente normales que
se inyectan en el ovocito teniendo en cuenta la posicion del C.P. para evitar dafiar el huso

meiotico.

L.3.5. Valoracién de la fecundacion

Consideramos que el ovocito estaba correctamente fecundado si a las 17-20 horas post-
inseminacion presentaba 2 PN en el citoplasma del ovocito y se visualizaban 2 corpusculos
polares en el espacio perivitelino. Este procedimiento se llevé a cabo bajo microscopio
invertido (40X). Una vez clasificados los ovocitos correctamente fecundados, se lavaron
en gotas de la placa, y ésta se devolvera al incubador en las condiciones ya mencionadas

de temperatura y humedad.
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L.3.6. Clasificacion de los embriones

Se evalué la calidad de cada embridon en divisidon en funcién del nimero y caracteristicas
de cada una de sus células, el tamafio de las mismas vy la simetria entre ellas. Se observo,
asi mismo, la presencia de fragmentos. Segln éstas caracteristicas se catalogé a los em-
briones segun la escala de calidad de la Asociacidn para el estudio de la biologia de la
reproduccion (ASEBIR). En el esquema de gradacién de ASEBIR, (ASEBIR, 2015) se em-

plean 4 categorias divididas en funcién del potencial implantatorio esperado:

Tabla 5: Cuadernos de Embriologia Clinica. Criterios ASEBIR de Valoracion Morfolégica de Ovocitos,
Embriones Tempranos y Blastocistos Humanos. ASEBIR. 32Edicién. 2015.

Grado | Dia | ("3 pasodens2 | %Frae- Simetria celular Multinudeacién Otros

L.3.7. Dosis total acumulada de recFSH y recLH

Se sumaron todas las dosis de recFSH y recLH administradas durante los dias de estimu-
lacién y el acumulado resultante se expresé en Ul absolutas administradas a cada parti-

cipante en el ciclo del estudio.

56



Material y métodos

L.3.8. Embriones transferidos y tasa de implantacion

Transferiamos de uno a tres embriones, siempre eligiendo los de mejor calidad posible.
La transferencia selectiva de sélo 2 embriones en casos de buen prondstico, en los que
se dispone de un elevado nimero de embriones de buena calidad, puede ser Util para
reducir la tasa de embarazo triple en FIV sin que afecte a la tasa final de embarazo. El
numero de sacos embrionarios resultantes, sobre el total de embriones transferidos de-
fine la tasa de implantacion. Esta tasa de implantacion se calculé en conjunto en cada

grupo de tratamiento como pardmetro de valoracién para la eficacia.

L.3.9. Numero de embarazos segun criterio bioquimico

Llevamos a cabo la prueba de la B-hCG pasados 15-18 tras la administracion de la hCG. El
numero de pruebas de embarazo positivas también se tuvo en cuenta para valorar la

eficacia.

L.3.10. NiUmero de embarazos clinicos

Llamamos embarazo clinico a la observacion ecografica de un saco embrionario pasados
35-45 dias desde la administracién de la hCG. Por embarazo clinico se entendié mujer

embarazada, con independencia de que el embarazo fuera Unico, gemelar o triple.

L.3.11. Evaluaciéon del embarazo

Se recogieron datos sobre la evolucion del embarazo hasta el parto, como informacion
complementaria. Se anotaron la presencia de abortos, embarazos ectdpicos, partos pre-

términos, embarazo y parto multiple y morbimortalidad perinatal.

M. VALIDEZ DE LAS DETERMINACIONES

Las pruebas y determinaciones que se realizaron fueron adecuadas, inmediatas vy
objetivas para cuantificar la posible eficacia del tratamiento en el desarrollo de los
foliculos y ovocitos, asi como el Ultimo objetivo perseguido, el embarazo. La cuantificacion
de los parametros fue instrumental en la mayoria de los variables y aquellas que
dependieron de la observacion del investigador, se hicieron frente a unas escalas o
patrones estdndar con criterios bien predefinidos de antemano. La secuencia e

interrelacién mutua de las variables de valoracidn, garantizo la consistencia interna de los
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resultados.

El nimero de variables consideradas fue amplio y no se omitid ninguna variable de
importancia. Las unidades de medida de todas las variables son las estandar y permiten
la comparacion directa con los resultados de cualquiera de los estudios clinicos en esta

area de la salud.

N. VARIABLE PRINCIPAL PARA LA EFICACIA.

La tasa de embarazo tras la estimulacion ovarica fue la variable principal para valorar la
eficacia. Tal pardmetro fue valorados directamente por la parte del equipo de

investigacion perteneciente al Laboratorio de FIV.

O. GARANTIA DE CALIDAD DE LOS DATOS

Durante el estudio se emplearon los mismos equipos técnicos y humanos que se emplean
para la atencion hospitalaria diaria de las mujeres que siguen tratamiento de FI/V. Los
controles de calidad periddicos del centro sobre los ecégrafos y otro utillaje, laboratorio
de FIV, asi como el laboratorio de hormonas se consideraron suficientes. La recepcion,
control, dispensacion de la medicacion del estudio se verificaron directamente en el Ser-
vicio de Farmacia y se aceptaron los formularios que dicho servicio tenia para el control

y arqueo de las muestras del estudio clinico.

P. ESTUDIO DE COSTES

Para el analisis de costes, se tomaron como referencia los precios del Pergoveris y del
Gonal en el mercado espafiol (afio 2017). Segun esta referencia un vial de Pergoveris tiene

el precio de 120 euros, mientras que un vial de Gonal cuesta 38, 11 euros.

Q. ANALISIS DE DATOS Y ESTUDIO ESTADISTICO

Se realizd un analisis descriptivo de los datos de los grupos de estudio, mediante el célculo
de la media, desviacién estandar, minimo, maximo y nimero de casos para las variables
cuantitativas niumero de ovocitos recuperados, niumero de embriones transferidos...y
para las variables cualitativas se llevd a cabo la distribucion de frecuencias absolutas y
relativas. En el caso de las variables dicotomicas (proporcidn de pacientes embarazadas),

las pacientes que no pudieran ser evaluadas debido a que no se haya inseminado ningun
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ovocito, no se haya transferido embrion alguno, etc. se consideraban como pacientes en
las que el tratamiento no fue eficaz. En el caso de las variables expresadas en forma de
tasa o cociente (tasa de fertilizacién, tasa de implantacion etc.), sélo se tendrian en
cuenta las pacientes para las cuales se disponia del correspondiente numerador y deno-

minador necesarios para calcular la tasa o cociente.

Para la comparacién de medias entre grupos para comprobar la homogeneidad de
varianzas se recurrio al test de Levene, si éste resultaba no significativo se calculaba la t

de Student clasica o prueba de Mann Whitney.

Los valores medios de cada variable se debian analizar entre los dos grupos de
tratamiento una vez que se hubiese comprobado que seguian una distribucién normal. Si

no era asi, la prueba elegida era la U de Mann-Whitney

Se consideraba significativa una p<0,05, las pruebas estadisticas fueron bilaterales y el

analisis principal se realizd con los pacientes evaluables.
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RESULTADOS

A. SUJETOS BAJO ESTUDIO

Un total de 514 mujeres fueron preseleccionadas en nuestro estudio cumpliendo los
criterios de inclusion. De ellas, 502 fueron aleatorizadas dentro del estudio intencién por
tratar (ITT), para finalmente estudiar 447 casos que cumplian el protocolo de estimulacion

(PP).

Figura 15: Distribucion de los pacientes a través del estudio.

N=514
Mujeres preseleccionadas
N=12
No elegibles
N=502
Aleatorizadas
N=257(ITT) N=245 (ITT)
Grupo 300/150 Grupo 300/75
N=26 N=29
Ciclos cancelados Ciclos cancelados
N=231(PP) N=216 (PP)
Ciclos completados Ciclos completados
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Nuestra intencion fue mantener constante la dosis de gonadotropinas tal y como lo
describimos en nuestro protocolo. Sin embargo, fue necesario incumplir ese protocolo en
55 casos debido a la respuesta individual de cada paciente con el fin de ajustar la

medicacion lo mejor posible para conseguir los mejores resultados en su ciclo “in-vitro”.

A continuacién se muestran los 12 casos seleccionados inadecuadamente, asi como los

55 con incumplimiento mayor de protocolo

Los casos de incumplimiento mayor de protocolo se evaluaron, tanto para seguridad
como para eficacia, por ITT, pero no por PP. Su distribucion fue uniforme a lo largo del
estudio. Por el contrario, aquellos casos no elegibles no se estudiaron ni se evaluaron. En
conjunto, los casos inadecuadamente seleccionados y aquellos con incumpliendo grave
del protocolo fueron menos del 10% del total de casos seleccionados y se distribuyeron
uniformemente a lo largo del estudio, sin que se detectase un momento o periodo con

mayor incidencia de casos no evaluables.

TABLA 6. DE FALLO DE SELECCION (n=12)

PACIENTES NO ELEGIBLES

— w0010 | sooprs
No llevé a cabo el tratamiento 2 3
No firmé el consentimiento informado (C.I.) 2 1
Excluida durante la seleccién 2 2
N=6 N=6
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TABLA 7. INCLUMPLIMIENTO MAYOR DE PROTOCOLO (ciclos cancelados) (n=55)

CICLO EXCLUIDOS POR VIOLACION DE PROTOCOLO

Grupo 300/150 Grupo 300/75

Incumplimiento grave del tratamiento por
15 18 mala practica en el uso de la recFSH. Ex-

cluida por PP

Fallo de aleatorizacién, le correspondia el
5 6

grupo 300/150 y se traté con el 300/75.

Le correspondié tratamiento del grupo

300/150, pero no se pudo constatar con cla-
4 3

ridad que se administrara dicha medicacion.

Incluida ITT y excluida PP.

Error de aleatorizacion, le correspondid el
2 2

grupo 300/75 vy se tratd con el del 300/150.

n=26 n=29

*Todas estas pacientes se han evaluado por ITT pero no PP.

B. ANALISIS DE LOS SUJETOS BAJO ESTUDIO.
B.1.Serie de datos bajo analisis.

El andlisis primordial se llevo a cabo a aquellos pacientes que completaron el estudio tal
y como se definid. Como se ha comentado previamente el analisis del grupo de estudio

se realizd en la poblacion por ITT y en la poblacion PP, cuya definicion es la siguiente.

Serie de datos por intencion de tratar (ITT): El andlisis principal de eficacia se ha realizado
en la serie de datos ITT, que incluye 502 participantes aleatorizadas y que, al menos,

recibieron una dosis del producto de estudio.
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Serie de datos por protocolo (PP): El analisis de apoyo de eficacia se ha realizado en la
serie de datos PP, que engloba 447, tras la exclusién de 55 en los que no se cumplio el

protocolo tal y como estaba fijado, siendo casos no-evaluables.

C. ANALISIS PRINCIPAL POR PROTOCOLO (PP)
C.1. Descripcién de la muestra

La poblacién de estudio estuvo compuesta por mujeres de 35 a 40 afios de edad, sin
sobrepeso, con una duracion promedio de infertilidad de, minimo, un afio y nivel de FSH
basal en la zona media o baja de la normalidad. No se vieron diferencias significativas en
el nivel de estradiol entre ambos grupos. En los pardmetros previamente comentados no
vimos diferencias significativas, lo cual nos indicd que la respuesta al tratamiento por

parte de las pacientes deberia ser similar.

TABLA 8. Descripcion de la muestra:

Grupo 300/150 Grupo 300/75
(n=231) (n=216)

Media = D.E. Media % D.E.
Edad 37,53+1,23 37,55+1,22 n.s.
Peso 62,66+11,11 64,24+11,13 n.s.
Talla 162,44+9,16 162,82+6,16 n.s
IMC 23,62+2,6 24,3942 9 n.s.
FSH Basal 7,87+2,36 8,45+2,15 n.s.
Estradiol 2300+1179,45 2110+1161,24 n.s.
Afos de infertilidad 5,08+2,15 4.98+1,91 n.s.

n: numero de casos.

Media = D.E.: media aritmética + desviacion estandar.
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C.2. Caracteristicas de la infertilidad.

No hubo diferencias en cuanto al tipo de infertilidad asi como en la causa del tratamiento
de fertilidad ni en los ciclos de reproduccién asistida previos entre ambos grupos. Se
vieron un numero mucho mas elevado de pacientes que padecian una infertilidad

primaria en comparacién que la infertilidad secundaria.

Tabla 9. Caracteristicas de la infertilidad:

Grupo 300/150

(n=231)
N (%)

Grupo 300/75
(n=216)
N (%)

Etiologia de infertilidad

-Primaria 154 (66,66%) 144 (66,6%)
Tipo de infertilidad
-Secundaria 77 (33,33%) 72 (33,3%)
-Tubérica 38 (16,45%) 40 (18,50%)
-Masculina 94 (40,69%) 91 (42,12%)

-Endometriosis

24 (10,39%)

21 (9,72%)

-Fracaso IAC 75 (32,46%) 64 (29,63%)
1 123 (53,24%) 119 (55,09%)
2 72 (31,16%) 63 (29,16%)
Ciclos de TRA previos
3 33 (14,28%) 30 (13,8%)
-4 3(1,3%) 4 (1,8%)

N (%): numero de casos (porcentaje)
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C.3. Caracteristicas del seminograma:

La calidad media del seminograma de las correspondientes parejas fue similar en ambos
grupos (TABLA 10). En este estudio, la inseminacion, en la gran mayoria de los casos, se
realizé mediante ICSI, por lo que la calidad de los seminogramas tuvo una importancia

menaor.

Tabla 10. Seminograma del vardn:

Grupo 300/150 Grupo 300/75
(n=231) (n=216)
Mediazt D.E. Mediazt D.E.
Volumen 2,8+1,8 3,1+2,1 n.s.
Densidad (millones/ml) 49,3+25,8 51,8+27,3 n.s.
Formas méviles (%A+B) 27,3+16,8 25,9+18,4 n.s.

n: nimero de casos.
Media + D.E.: media aritmética + desviacidén estandar.
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D. ANALISIS PRINCIPAL POR INTENCION DE TRATAR (ITT)

D.1. Descripcién de la muestra:

La edad de los pacientes, su indice de masa corporal y el nivel plasmatico de FSH, que son
las variables que pueden afectar a la respuesta al tratamiento fueron similares en ambos

grupos del estudio, reflejando la comparabilidad basal de ambos grupos del estudio.

Tabla 11. Descripcion de la muestra

Grupo 300/150 Grupo 300/75
(LEPLY)] (n= 245)
Mediat D.E. Mediaz+ D.E.

Edad 37,3941,23 37,33+1,42 n.s.

Peso 62,87+10,17 64,07+9,83 n.s.

Talla 161,95+£12,52 163,13+5,97 n.s.

IMC 24,21+2,6 24,12+2,9 n.s.

FSH basal 7,69+2,22 8,14£3,15 n.s.
Estradiol 2362+1588,74 2143+1146,54 n.s.
ARos infertilidad 4,99£2,11 4,88+1,8 n.s.

n: nimero de casos.
Media + D.E.: media aritmética + desviacidn estandar.
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D.2. Caracteristicas de la infertilidad:

Es destacable al estudiar la tabla 12 que el numero de casos de infertilidad primaria es
bastante mayor que la secundaria, que el niumero de primeros ciclos abunda sobre

pacientes con repeticién de ciclos; asi como la importancia de la infertilidad masculina en

la esterilidad de la pareja.

Tabla 12. Caracteristicas de la infertilidad:

-Primaria

174 (67,7%)

168 (68,57%)

Tipo de infertilidad
-Secundaria

83 (32,3%)

77 (31,43%)

-Tubérica

45 (17,50%)

48 (19,59%)

-Masculina

101 (39,29%)

100 (40,81%)

Etiologia de infertilidad
-Endometriosis

29 (11,28%)

28 (11,42%)

-Fracaso IAC 82 (31,9%) 69 (28,16%)
-1 134 (52,14%) 125 (49,21%)
2 80 (31,12%) 73 (29,79%)
Ciclos de TRA previos
-3 38 (14,78%) 40 (16,32%)
-4 5(1,9%) 7(2,8%)

N (%): numero de casos (porcentaje)
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D.3. Caracteristicas del seminograma

Siguiendo la misma tdnica hasta el momento y como ya hemos citado con anterioridad
no vimos ninguna diferencia significativa a la hora de analizar el seminograma del varén

en lo que respecta a aquellos que pertenecian al grupo de intencion por tratar.

Tabla 13. Seminograma del varén:

Grupo 300/150 Grupo 300/75
(GEPLY)] (n= 245)
Mediazt D.E. Mediaz D.E.
Volumen 2,93+2,2 3,09+1,7 n.s.
Densidad (millones/ml) 50,1,3+27,8 51,1+24,3 n.s.
Formas moviles (%A+B) 26,3%+19,8 24,7+19,8 n.s.

n: nimero de casos.
Media + D.E.: media aritmética + desviacidn estandar.

E. ANALISIS DE LAS VARIABLES DE LA ESTIMULACION OVARICA
E.1. Andlisis por protocolo (PP)

En la dosis total de gonadotropinas vemos que hay diferencias significativas en la dosis
total de LH. Este resultado se explica viendo el protocolo de estimulacién entre los dos
grupos, ya que como sabemos el grupo B (300/75) recibe la mitad de dosis de LH que el
grupo A (300/150). No vemos diferencias, ld6gicamente, en el nimero de dias que dura la

estimulacion ovarica.

69



Resultados

Tabla 14. Dosis total de gonadotropinas:

Grupo 300/150 Grupo B 300/75
(n=231) (n=216)
Mediaz D.E. Mediazt D.E.
Dosis total de FSH(UI) 3170,89+794,18 3350,68+906,507 0,03*
Dosis total de LH (UI) 1576,61+404,28 807,72+135,35 0,00*
Dias de estimulacidn 11,16+0,13 11,03+0,13 n.s.

n: nimero de casos.
Media + D.E.: media aritmética + desviacidn estandar

E.2. Analisis por intencidn por tratar (ITT)

En la dosis total de gonadotropinas vemos que hay diferencias en la dosis total de LH. Este
resultado se explica viendo el protocolo de estimulacién entre los dos grupos, ya que
como ya sabemos el grupo de 300/75 recibe la mitad de dosis de LH que el grupo A
(300/150). No vemos diferencias, légicamente, en el nimero de dias que dura la

estimulacion ovarica.

Tabla 15. Dosis total de gonadotropinas:

Grupo 300/150 Grupo 300/75
(n=257) (n=245)
Mediaz* D.E. Mediaz+ D.E.
Dosis total de FSH(UI) 3174,68+764,25 3350,90+840,91 0,03*
Dosis total de LH (Ul) 1582,91+396,74 818,46+143,13 0,00*
Dias de estimulacion 11,02+0,14 10,98+0,12 n.s.

n: nimero de casos.
Media + D.E.: media aritmética + desviacidon estandar.

F. ANALISIS DE LAS VARIABALES DEL LABORATORIO:

No hubo diferencias, tanto en el grupo PP, como en el ITT, en cuanto a la media del
numero de ovocitos obtenidos tras la puncién folicular, en el nimero de ovocitos

inseminados y fecundados. Existié una homogeneidad en el dia de la transferencia

70



Resultados

embrionaria. No vimos diferencias significativas en el numero de embriones que se

transfirieron en cada tipo de tratamiento ni en el nUmero de embriones criopreservados

F.1. Variables del laboratorio

No vimos diferencias significativas a la hora de analizar los parametros relacionados con
el laboratorio. Los ovocitos recuperados en puncion, los maduros, los correctamente
fecundados, asi como los transferidos y criopreservados fueron muy similares al
compararlos en ambos grupos, asi como dentro de aquellas pacientes tratadas
estrictamente por cumplimiento de protocolo (PP) (Tabla 16) y de las del grupo de
intencion por tratar (ITT) (Tabla 17). El dia de la transferencia embrionaria y la

transferencia selectiva de 2 embriones también coincidid.

F.1.1. Variables del laboratorio por PP

Tabla 16. Variables del laboratorio por PP:

Grupo 300/150 Grupo 300/75
(n=231) (n=216)
Mediaz D.E. Mediaz D.E.
N2 de ovocitos por puncién 9,06+5,53 8,61+5,11 n.s.
N2 de ovocitos en metafase Il 7,18+4,86 6,72+4,72 n.s.
Eficacia ovocitaria 0,79 0,78 n.s.
N2 de ovocitos microinyectados 7,18+4,86 6,72+4,74 n.s.
N¢ de ovocitos fecundados (2PN) 3,93+3,2 3,56+2,72 n.s.
Dia de la Transferencia embrionaria 2,27+1,05 2,26+1,03 n.s.
N2 de embriones transferidos 1,94+1,1 1,92+1,3 n.s.
N2 de embriones criopreservados 0.21+0,762 0,15+0,71 n.s.
Transferencia selectiva de 2 embriones 15 16 n.s.

n: nimero de casos.
Media + D.E.: media aritmética + desviacion estandar.
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F.1.2. Variables del laboratorio por ITT

Tabla 17. Variables del laboratorio tratados por ITT

Grupo 300/150 Grupo 300/75
(n=257) (n= 245)

Media £ D.E. Media £ D.E.
N2 de ovocitos por puncion 9,12+45,38 8,71+4,74 n.s.
N2 de ovocitos en metafase Il 7,23+4,63 6,91+4,63 n.s.
Eficacia ovocitaria 0,79 0,79 n.s.
N2 de ovocitos microinyectados 7,23+4,63 6,91+4,63 n.s.
N¢ de ovocitos fecundados (2PN) 3,98+3,1 3,65+2,28 n.s.
Dia de la Transferencia embrionaria 2,31+1,15 2,18+1,08 n.s.
N2 de embriones transferidos 1,90+1,1 1,91+1,1 n.s.
N2 de embriones criopreservados 0.23+0,74 0,16+0,64 n.s.
Transferencia selectiva de 2 embriones 19 17 n.s.

n: nimero de casos.

Media + D.E.: media aritmética + desviacidén estandar.
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F.2. Tasa de fecundacion

La tasa media de fertilizacion fue similar en ambos grupos de estudio, esto puede deberse
a que la calidad ovocitaria en ambos grupos, asi como las técnicas llevadas a cabo para su
fertilizacion fueron similares.

F.2.1Tasa de fecundacién por PP

Tabla 18: Tasa de fecundacion por PP

Grupo 300/150 Grupo 300/75

(n=231) (n=216)
Mediaz D.E. Mediaz D.E

Tasa Fecundacion (%) 54.73423,65 52.97422,05 n.s.

n: nimero de casos.
Media = D.E.: media aritmética + desviacidn estandar

F.2.2. Tasa de fecundacion por ITT

Tabla 19: Tasa de fecundacion por ITT:

Grupo 300/150 Grupo 300/75

(n=257) (n=245)
Mediaz* D.E. Mediaz D.E.

Tasa Fecundacion (%) 55.04+24,33 52.82+24,69 n.s.

n: nimero de casos.
Media + D.E.: media aritmética + desviacidon estandar.

F.3. Calidad embrionaria

Las caracteristicas de los embriones segun su calidad y siguiendo las directrices de ASEBIR
muestra un mayor nimero de embriones transferidos de calidad Ay B, sin ser significativo
la calidad embrionaria transferida entre los grupos de estudio. En la mayoria de las
transferencias llevamos a cabo la elecciéon de dos embriones de calidad 6ptima (A y B)
siguiendo la clasificacion de ASEBIR. Por lo que las transferencias, en su mayoria, son de
calidad alta. Se muestran las tablas de los grupos tratadas por protocolo asi como las de

intencion por tratar.
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F.3.1 Calidad embrionaria por PP

Tabla 20. Calidad embrionaria por PP:

Grupo 300/150 Grupo 300/75
(n=231) (n=216)
Media  D.E. Media % D.E.
Embrion calidad A 1,1+1,0 1,2+1,1 n.s.
Embridn calidad B 1,1+1,3 1,1+1,4 n.s.
Embrién calidad C 0,6+0,7 0,8+0,9 n.s.
Embridén calidad D 0,4+0,4 0,3+0,5 n.s.

n: nimero de casos.

Media + D.E.: media aritmética + desviacidn estandar.

F.3.2.Calidad embrionaria por ITT

Tabla 21. Calidad embrionaria por ITT:

Grupo 300/150 Grupo 300/75
(n=257) (n=245)
Media = D.E. Media * D.E.
Embrion calidad A 1,2+¢1,0 1,2+1,1 n.s.
Embrion calidad B 1,1+1,2 1,0+1,3 n.s.
Embridn calidad C 0,5+0,5 0,8+0,9 n.s.
Embridn calidad D 0,3+0,4 0,3%0,5 n.s.

n: nimero de casos.

Media + D.E.: media aritmética + desvacion estandar.
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F.4. Tasa de implantacion:
F.4.1. Tasa de implantacién por PP:

Se transfirieron un total de 860 embriones, 446 embriones en el grupo 300/150 por 414
en el grupo 300/75, en el grupo 300/150 se implantaron 67 embriones mientras que en
el grupo 300/75, 62. Vemos que la tasa de implantacién es de 15,02% en el grupo 300/150
y de 14,97% en el grupo 300/75.

Tabla 22: Tasa de implantacién por PP

Grupo 300/150 Grupo 300/75

Embriones transferidos 446 414
Embriones implantados 67 62
Tasa de implantacién 15,02% 14,97%

F.4.2. Tasa de implantacién por ITT:

Se transfirieron un total de 955 embriones, 488 embriones en el grupo 300/150 mientras
que en el grupo 300/75 fueron 467. Vimos que en el grupo 300/150 se implantaron 73
embriones por lo que su tasa de implantacion fue de 14,95% mientras que en el grupo
300/75 los embriones implantados fueron 69 con una tasa de implantacion practicamente

igual a la del grupo 300/150, 15,63%

Tabla 23: Tasa de implantacién por ITT

Grupo 300/150 Grupo 300/75

Embriones transferidos 488 467
Embriones implantados 73 69
Tasa de implantacién 14,95% 15,63%
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F.5. Tasa de gestacién
F.5.1. Tasa de embarazo por PP:

La tasa de gestacion en el grupo de pacientes tratadas por protocolo fue de 27,2% en el
grupo 300/150y de 28,9% en el grupo 300/75 por puncién, y de 29% en el grupo 300/150
y 31,60% en el grupo 300/75 por transferencia. Por ciclo iniciado, la tasa ascendié a 29%
en el grupo 300/150 y a 28,7% en el grupo 300/75. La tasa de RNV por puncién en el
grupo 300/150 fue de 22,52%, mientras que en el grupo 300/75 fue de 24,63%. Por
transferencia, se vio que era 25,04% en el grupo 300/150y de 27,12% en el 300/75.

Tabla 24: Resultados de las gestaciones por PP:

Grupo 300/150 Grupo 300/75

°P N (%) N (%) ¢
Gestancién por ciclo iniciado 29%(67/231) | 28,7%(62/216) n.s.
Gestacidn por puncion 27,20% 28,9% n.s.
Gestantes por transferencia 29% 31,6% n.s.
RNV 56 54
RNV por puncién 22,52% 24,63% n.s.
RNV por transferencia 25,04% 27,12% n.s.

(%): porcentaje

F.5.2. Tasa de embarazo por ITT

El porcentaje de embarazo por ciclo iniciado fue de 28,01% en el grupo 300/150 y de
28,16% en el grupo 300/75. La tasa de gestacion en el grupo de pacientes tratadas por
intencién por tratar fue de 26,17% en el grupo 300/150 y de 26,88% en el grupo 300/75
por puncion, y de 28,4% en el grupo 300/150 y 28,16% en el grupo 300/75 por
transferencia. La tasa de RNV por puncién en el grupo 300/150 fue de 20,89%, mientras
que en el grupo 300/75 fue de 22,12%. Por transferencia, se vio que era 22,87% en el

grupo 300/150 y de 24,07% en el 300/75.

76



Resultados

Tabla 25: Resultado de las gestaciones por ITT

Grupo 300/150 Grupo300/75

ITT (%) (%) P

Gestacion por ciclo iniciado 28,01% (72/257) | 28,16%(69/245) n.s,

Gestacion por puncion 26,17% 26,88% n.s

Gestantes por transferencia 28,16% 28,4% n.s.
RNV 58 59

RNV por puncién 20,89% 22,12% n.s.

RNV por transferencia 22,87% 24,07% n.s

(%): porcentaje

G. EVOLUCION DEL EMBARAZO
G.1. Evolucion del embarazo por PP

La mayoria de los embarazos fueron Unicos de forma similar en ambos grupos del estudio.
El nimero de embarazos triples fue de 1 en el grupo 300/150. Considerando ambos gru-
pos, el embarazo multiple se dio en alrededor de un 30% de los casos. El numero de

abortos fue similar en ambos grupos.

Tabla 26: Tabla de la evolucidn del embarazo por PP:

Grupo 300/150 Grupo 300/75
(n=231) (n=216)
N (%) N (%)
Embarazo Unico 44 (19,04%) 41 (18,98%) n.s.
Embarazo doble 11 (4,76%) 13 (6,02%) n.s.
Embarazo triple 1(0,43%) 0 (0%) n.s.
Aborto 9 (3,89%) 7 (3,24%) n.s.
Embarazo ectdpico 2 (0,86%) 1(0,46%) n.s.
Total 67 62

N (%): nimero de casos (porcentaje)
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G.2 Evolucion del embarazo por ITT

En el grupo de las pacientes con intencién por tratar, afortunadamente, no se dio ningun
embarazo triple, favoreciendo asi la ausencia de riesgo para las pacientes. Se mantuvo
alrededor de un 30% el porcentaje de embarazo multiple y un porcentaje similar en el

numero de abortos de cada grupo.

Tabla 27: Tabla de la evolucion del embarazo por ITT:

Grupo n=257 Grupo n= 245

N (%) N (%) 2
Embarazo unico 47 (18,28%) 44 (17,96%) n.s.
Embarazo doble 11 (4,28%) 15 (6,12%) n.s.
Embarazo triple 0 (0%) 0 (0%) n.s.
Aborto 12 (4,61%) 9 (3,67%) n.s.
Embarazo ectdpico 2 (0,78%) 1(0,41%) n.s.
Total 72 69

N (%): nimero de casos (porcentaje)

H. GASTO EN MEDICAMENTOS:

Partiendo de los precios que encontramos en el mercado, un vial (monodosis 150Ul de
rec FSH/75Ul de rec LH) de Pergoveris cuesta 120 euros, mientras que un vial (monodosis

de 75 Ul) de Gonal cuesta 31,47 euros.

Como ya hemos definido, en nuestro grupo 300/150 usamos 2 Pergoveris (300 Ul de FSH
+ 150 Ul de LH) mientras que en el grupo B usamos 1 Pergoveris (150 Ul de FSH + 75 Ul
de LH) mas 2 Gonales (150 Ul de FSH). Por lo que la proporcién es de 2/1 contra 4/1 de
FSH/LH.

Grupo 300/150 (120 euros x 2) x 11,02 dias = 2644,08 euros de gasto por parte del grupo
300/150 en lo que tarda el ciclo.
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Grupo 300/75 (120 euros + 31,47 x 2) x 10,98 dias = 2008,7 euros de gasto por parte del

grupo 300/75 en lo que tarda el ciclo.

La diferencia entre ambos grupos es de 635,38 euros (2644,08 — 2008,7).

A continuacion, buscamos la relacion entre el gasto econdmico y el éxito del embarazo en
cada grupo bajo estudio. La conclusion es que en el grupo con menos gasto econémico,
grupo 300/75, presenta un mayor porcentaje de éxito de embarazo. Vemos que en el
grupo 300/150 el gasto medio durante los 11,02 dias que dura el ciclo es de 2644,08 euros
con un porcentaje de éxito de embarazo del 28,01% mientras que en el grupo 300/75 el
gasto es de 2008,7 euros con un porcentaje de éxito de embarazo del 28,16% durante los

10,98 dias de estimulacion.

Desde otro punto de vista, el coste por embarazo del grupo 300/150 es de 4.236 euros
mas caro que el tratamiento en el grupo 300/75. Por tanto, desde el punto de vista del

coste / beneficio la opcién a recomendar seria la del grupo 300/75.

Tabla 28: Gasto de medicamentos.

ITT Grupo 300/150 Grupo 300/75

Dias de estimulacién 11,02 10,98
Coste de dosis diaria (120€x 2) (120€) + (31,47€ x 2)
Coste de ciclo de estimulacion 2644,8€ 2008,68€
Diferencia de coste por ciclo +636.12€
Tasa de embarazo ciclo/iniciado 28,01% 28,16%
Diferencia en tasa de embarazo/ciclo iniciado +0,15%
Ahorro por embarazo +4236 €
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|.  COMPLICACIONES

Durante el tiempo de administracion de los farmacos, recLH y recFSH, al menos se
realizaron dos visitas de control en las que se verificé la seguridad clinica y tolerabilidad
local del tratamiento. Durante el estudio solo se objetivaron dos acontecimientos
adversos graves: un sindrome de hiperestimulacién ovarica y un episodio de inflamacion
pélvica. Ningun otro acontecimiento adverso clinico, analitico o signo de irritacién en el
punto de administracion del producto experimental se detectaron durante el estudio. La

descripcion de los dos acontecimientos graves mencionados es la siguiente:

1) Participante de 36 afios que ingreso por presentar un sindrome de hiperes-
timulacion ovarica. La participante alcanzd un nivel plasmatico de estradiol
era de 3.754 g/ml. Permanecié ingresa en el hospital 25 dias requiriendo la
administracion de albumina por via intravenosa, furosemida y anticoagulantes
(Enoxaparina 40mg/0.4ml iv). Preciso la realizacién de una paracentesis para

evacuacion de liquido.

2) Participante de 35 afios que presentd un episodio de inflamacion pelviana.
La historia clinica de la paciente era anodina y no estaba tomando medicacién
concomitante alguna en el momento del acontecimiento adverso. La inflama-
cion pélvica, post-aspirado folicular, se presentd junto con dolor abdominal,
fiebre y leucocitosis. Requirié hospitalizacion y tratamiento con con amoxi-
clavuldnico y gentamicina intavenosa y después pasd a amoxi-clavulanico y

clindamicina por via oral. El cuadro ceso sin secuelas.
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DISCUSION

La cuestion de qué gonadotropina utilizar a la hora de llevar a cabo con éxito la
estimulacion ovarica en mujeres sometidas a tratamiento de reproduccion asistida sigue
siendo cuestidon de debate en términos de eficacia y seguridad. Muchos estudios, tanto
retrospectivos (Daya et al., 1995; Agrawal et al., 2000) como prospectivos (Westergaard

et al., 1996; Jansen et al., 1998) se ha llevado a cabo sin llegar a una conclusion clara.

En los protocolos de estimulacién ovdrica se han utilizado, a lo largo del tiempo, tanto la
FSH como la LH para intentar imitar la foliculogénesis ovarica natural lo mas parecido
posible. El debate comienza a la hora de elegir qué concentraciones de esas dos

hormonas recombinantes utilizar y durante cuanto tiempo.

Es sabido que la FSH induce el desarrollo de los foliculos de cualquier tamafio, los
receptores de FSH estan presentes en las células de la granulosa de cualquier foliculo,
mientras que no estan presentes en todas las células de la teca (Yamoto et al., 1992). Los
receptores de la LH, por su parte, estan expresados tanto en las células de la teca como
en las células de la granulosa de los foliculos antrales ya desarrollados (>10 milimetros de
didmetro) (Shima et al., 1987). Asi pues, ademas de reducir la sintesis de andrégenos por
las células de la teca, la actividad de la LH es capaz de estimular foliculos de tamafio
importante (The European Recombinant Human LH Study Group, 1998). La actividad de
la LH puede ser la de inducir, gracias a los andrégenos, la atresia de foliculos pequefios
mientras que mantienen los foliculos de mayor tamafio que hayan expresado en sus
células de la granulosa los receptores de la LH (Sullivan, 1999), asi como durante las
primeras fases del ciclo ovarico estimula la sintesis de andrdgenos en las células de la teca
gue conllevara la produccién de estrégenos, potenciando la accién de la FSH sobre las
células de la granulosa (Weil S et al., 1999). De la mano de este estudio, Filicori et al. en
2002 publican un estudio en el que manteniendo la dosis fija de FSH a 150 Ul/dia y
variando la dosis de LH rec observaron que al aumentar la dosis de LH rec el numero de
foliculos pequefios decrece. Otros estudios confirman esta teoria como son los de
Hompes et al., en 2008 y Andersen et al., en 2006. Vieron que a la vez que existe una clara
disminucién de los foliculos pequefios existe una mejoria en la calidad de los foliculos de

mayor tamafio en presencia de la LH rec. En nuestro estudio, en el que también se fija la
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dosis de FSH rec para comparar distintas dosis de LH rec no vemos diferencias
significativas entre ambos grupos pudiendo pensar que una dosis de 75 Ul/dia seria
suficiente a la hora de llevar a cabo la estimulacion ovdrica en mujeres afiosas. Otro
estudio que avala que la suplementacion con LH rec mejora los ciclos de estimulacion
ovarica visto desde otro foco es el de Ruvolo et al.,, 2007 en el que concluyen que la
suplementacion con LH rec mejora los ciclos ya que observan que disminuye la
concentracion de células apoptdticas de los cimulos odforos en comparacion con los
ciclos tratados Unicamente con FSH rec, esto puede favorecer la calidad ovocitaria ya que
los cumulos ooforos desarrollan distintas funciones como son la proteccion del ovocito,
la coordinacion del desarrollo folicular y la maduracion del ovocito. En este Ultimo caso,
estd  relacionado con la  regulacién  del transporte  de aminoacidos,
la sintesis de esteroles y la transcripcion génica del ovocito. (Fauser et al., 2011). Se
comprobd que la reduccién las células apoptéticas de los cumulos en el grupo
suplementado con la LH rec podria ser el resultado de niveles mas bajos de factor de
crecimiento folicular vascular endotelial (VEGF), marcador relacionado con la madurez y
la calidad ovocitaria que se produce por células de la granulosa y las de la teca en
respuesta a la FSH, LH, hCG vy los factores de proliferacion y apoptosis (Pezzuto et al.,

2010). Estos estudios resaltan el papel primordial que puede tener la LH.

Es cierto que la FSH puede ser suficiente para obtener un crecimiento folicular adecuado
en ciclos de estimulacion ovarica. Sin embargo, durante este proceso la LH enddgena
puede ser suprimida tan profundamente por el eje hipofisario que “algo” de actividad LH
es Util para conseguir un adecuado éxito esteroidogénico asi como el del desarrollo
optimo en la capacidad de los foliculos de ovular cuando se exponen a hCG (Couzinet et
al., 1988; Schoot et al., 1994, Humaidan et al., 2004). La accidon combinada, de las dos
gonadotropinas en las células de la granulosa y en las células de la teca se ve expresada
en la teoria de las “2 células — 2 gonadotropinas” (Hillier, 1994), en ella como ya hemos
mencionado con anterioridad, afirma que se necesita la combinacion tanto de la FSH
como de la LH para producir niveles adecuados de estrégenos (estradiol). Estos son los
encargados de estimular la proliferacién del endometrio asi como la formacion de vasos
sanguineos que cumplen un rol critico en la implantacidon. Por todo esto, una minima

exposicion a la LHrec es necesaria para el 6ptimo desarrollo folicular (“umbral de la LH”).
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Muchos estudios comienzan la suplementacion de la LH a partir del dia 6 de estimulacién
ovarica controlada, ya que Hillier (Hillier, 2001) concluye que la LH juega un papel
fundamental en la maduracion ovocitaria durante los ultimos estadios del ciclo ovarico.
Behre et al., en 2015 llevan a cabo un estudio en el que tratan de analizar cuando es mejor
introducir la LH rec en el ciclo de estimulacién ovdrica. Se trata de un estudio parecido al
nuestro desde el punto de vista que el grupo poblacional va de 36 a 40 afios, y usan
agonistas (éstos, en las Ultimas décadas se han empleado en los protocolos de
estimulacion ovarica en combinacion con las gonadotropinas para prevenir un pico
prematuro de LH). Divide la poblaciéon en dos grupos, uno con FSH rec mas LH rec (2:1)
desde el dia 1y el otro FSH rec del dia 1 al dia 5y a partir del dia 6, FSH rec mas LHrec
(2:1). Ven pequefias diferencias no significativas a favor del primer grupo a la hora de
analizar los porcentajes de embarazo, pudiendo favorecer la calidad ovocitaria y
receptividad uterina. Esto junto con otros estudios como los de Howles et al., 1986 y los
de Stranger y Yovich, 1985 donde sugieren que altos niveles de LH rec puede conllevar la
atresia folicular y abortos espontaneos, avalan nuestra teoria de que introducir la LH rec
desde el comienzo del ciclo asi como la concentracidn de 75U1/ml de LH rec es suficiente.
Por todos esto se acufié el término de ventana terapéutica para la LH que conllevard la

Optima produccidn de estradiol provocando el éxito del ciclo FIV (Kumar and Sait, 2011)

Se ha descrito que niveles de LH sérico mayores o iguales a 1,2Ul/l son necesarios para
ayudar junto con la FSH a un éptimo desarrollo folicular (Loumaye and O'Dea, 2002),
siempre y cuando la secrecién enddgena de la LH esté ausente. En 1998 la European
Recombinant Human LH Study Group afirmdé que una inyeccion diaria de LHrec de 75Ul
era suficiente. Lo que, como ya hemos mencionado antes, nuestro estudio también

concluye.

Se sugirio (Hillier, 1994) que el desarrollo de los foliculos tiene unos requerimientos finitos
a la exposicion de la LH, por encima de los cuales la maduracion normal cesa y por lo tanto
afecta negativamente el proceso reproductivo (Shoham, 2002). Este ultimo articulo acaba
concluyendo que la suplementacion exdégena con FSH rec y LH rec es fundamental en la
estimulacion ovdrica de pacientes con hipogonadismo hipogonadotrépico. Observaron
que la administracion de 75Ul/dia de LH rec era suficiente para provocar la produccién

gonadal de estrogenos apoyando asi la teoria del umbral de LH.
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Figura 16: Ventana terapéutica de la LH. (Cuadernos de medicina reproducctiva, 2014).

VENTANA TERAPEUTICA DE LH

Atresia folicular (foliculos no dominantes)
Supresion de proliferacion de células de la granulosa
+ Luteinizacion prematura (foliculos pre-ovulatorios)
Desarrollo ovocitanio comprometido/baja calidad ovocitana
« Baja tasa de fecundacién, baja tasa de implantacion
+ Tasa aumentada de abortos

VENTANA TERAPEUTICA DE LH

LH “celling”
<5-10 UL

Nivel 6ptimo: para desarrollo folicular, los niveles

deben estar por encima del nivel umbral pero por
debajo del limite superior (o “celling”)

Umbral de LH
>1.2 UIL

« Crecimiento folicular comprometido
Maduracién oyocitana comprometida
Sintesis de andrégenos y estrégenos inadecuada

Este concepto se denomind “techo de la LH”, definido como un limite superior en la
estimulacion. Nosotros no vemos que por encima de 75Ul mejoren los pardmetros bajo
estudio, pero tampoco empeoran los mismos a una dosis de 150Ul. Al hilo de esta
cuestién Loumaye et al., en 2003 llevaron a cabo un estudio con pacientes anovuladoras
con un rango de edad de 18 a 39 afios, creando dos grupos. El primero tratado con FSH
mas LH, cuando un foliculo adquiria un diametro de 10 a 13 mm subdividian el grupo en
tres; el primero seguian con FSH mds LH, el segundo FSH vy el tercero con LH. La dosis de
LH fue de 225 y la de FSH se fijaba en funcion de los requerimientos del ciclo. En el
segundo grupo tratadas con FSHy cuando adquirian un foliculo de entre 8 y 13 milimetros
les subdividian en tres grupos; el primero con LH (225Ul/dia), el segundo con LH
(450Ul/dia) y el tercero con placebo. Todo esto durante al menos de 7 dias. En ambos
estudios la evaluacion folicular fue similar y estable en respuesta a la LHrec. Vieron que la
actividad de la LH rec sin la FSH rec es perjudicial para la calidad de los ovocitos, por lo
gue, como hemos comentado anteriormente y siguiendo la teoria de “2 células — 2
gonadotropinas”, lo ideal es un balance entre ambas hormonas. Concluyen que existe un
beneficio potencial a la hora de usar la LH rec en protocolos de estimulacion ovarica en
busqueda de promover la mono-ovulacién, asi como proporciona una evidencia clinica

de la existencia de un techo de LH, que, cuando se sobrepasa, da como resultado un serie
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de efectos que van desde la detencion completa del crecimiento folicular al deterioro de

la capacidad de luteinizante.

De acuerdo con los conceptos actuales en la foliculogénesis, la LH juega un papel esencial
en las etapas finales de la maduracién folicular (Hillier, 2001, Zeleznik, 2001). Una vez que
en la fase folicular se ha logrado un desarrollo apropiado en respuesta al tratamiento con
FSH rec, las células de la granulosa se hacen receptivos a la estimulacién con LH, y ésta se
vuelve capaz de ejercer sus acciones tanto en las células de la teca como en las de la
granulosa. De hecho, concentraciones no saturantes de FSH y LH, provoca una respuesta
sinérgica. Por otra parte, se ha postulado que el foliculo maduro reduce su dependencia
a la FSH mediante la adquisicién de receptores de LH (Hillier, 2001, Zeleznik, 2001). Por lo
tanto, la LH rec puede desempefiar un papel esencial en la determinacién de la madurez

de los ovocitos y su potencial desarrollo en los ciclos de FIV.

A. POBLACION DE ESTUDIO

El objetivo de este estudio prospectivo, randomizado, controlado fue determinar la
influencia de dos protocolos distintos de estimulacion ovarica, recFSH/recLH (2/1 versus
4/1), en mujeres de edades comprendidas entre 35- 39 afios sometidas a ICSI. No
habiamos encontrado en la bibliografia estudios que hubiesen analizado grupos
poblaciones con nuestra proporcién en la concentracion de hormonas. Su finalidad fue la
de observar si existen diferencias entre ambos grupos en cuanto a los parametros
hormonales, nimero y calidad de ovocitos y embriones, asi como tasas de implantacion,
gestacion y RNV. No se observaron diferencias significativas entre ambos grupos

poblaciones.

B. ACTIVIDAD LH

La LH es la encargada de inducir la sintesis de andrégenos por parte de las células de la
teca, ademas es capaz de estimular el crecimiento de foliculos de gran tamafio en
pacientes con hipogonadismo hipogonadotropico (Fllicori et al., 1999) jugando un papel
relevante en estimulaciones ovaricas de pacientes bajo tratamiento de reproduccién
asistida (Sullivan, 1999). El efecto de la actividad LH en foliculos de menor tamafio puede

ser el de provocar la atresia folicular, pudiéndose ser debido a un aumento en los niveles
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de androgenos intrafoliculares.

El efecto de la LH a la hora de afiadirla en los protocolos de estimulacién ovarica ha sido
ampliamente debatido en las Ultimas décadas. Parece obvio poder afirmar que los
eventos que ocurren durante la foliculogénesis, especialmente las fluctuaciones en las
concentraciones de FSH y LH, tienen un impacto significativo en los posibles cambios
funcionales del ovocito asi como en su posible capacidad de éxito. Es bien conocido que
la FSH y la LH juegan papeles por separado pero complementarios, provocando, a través
de esta sinergia, acciones positivas en la estimulacién folicular, viéndose reflejada en el
crecimiento folicular y ovulacion (Shoham, 2002). Una revision Cochran sugiere que la
adicién de la LH en protocolos de hiperestimulacion ovarica controlada junto con la FSH
rec aumenta los porcentajes de embarazo en mujeres con baja respuesta ovarica
(Mochtar et al 2007), esta revision se vio confirmada con un ensayo randomizado con
pacientes de baja respuesta en las que aquellas mujeres tratadas con FSH rec mas LH rec
presentaban un 33% de tasa de embarazo comparado con un 25% en mujeres tratadas
solamente con FSH rec dentro del grupo de mujeres por intencidon por tratar, asi como se
ve dentro del grupo poblaciones de 36 a 39 afios que la adicidon de LH rec suponia un
incremento significativo en la tasa de implantacion (18,9% con FSH rec frente a 26,7%
suplementada con LH rec). El mecanismo de accion mediante el cual la LH puede mejorar
los resultados en estas poblaciones podra deberse a la restauracion del microambiente
folicular por un lado, lo cual daria lugar a una mejor calidad ovocitaria y embrionaria, y a
una mejor receptividad endometrial, asociada a unos niveles mas bajos de progesterona
al final de la estimulacion. En el otro grupo poblacional analizado en este estudio,
pacientes menores de 36 afios, no aumento la tasa de implantacion ni de gestacion. Se
asemeja a nuestra estudio en que la incorporacion de la LH rec es desde el comienzo de
la estimulacién, buscando por esta via maximizar la produccion de andrégenos por parte
del ovario, aunque utilizan un protocolo de antagonistas de la GnRH, por todo esto Bosch
si que concluye que en grupos de mayor edad (36 a 39 afios, similar al nuestro) podria ser
beneficioso la administraciéon de LH rec comparandolo con pacientes menores de 36
(Bosch et al., 2011). Esto puede deberse al hecho de que los niveles androgénicos séricos
disminuyen profundamente con la edad. La administracion de la LH rec aumenta la

produccidn de andrégenos seguida de una aromatizacién de los estrégenos, por lo que al
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introducir la LH se restaura el medio folicular endometrial pudiendo, asi, mejorar el éxito
del ciclo. Sin embargo, y en contraposicion a todo esto, numerosos estudios han
demostrado el éxito en tratamientos de reproduccion asistida con el Unico uso de la FSH

rec (Tarlatzis et al., 2006, Balasch et al 2003, Sills et al., 1999).

C. POBLACIONES ANALIZADAS

Dentro de poblaciones estudiadas en general, sin sesgos de edad, 5 meta analisis, que
incluyen 76 estudios, intentan analizar el efecto de la LH en pacientes tratados con FSH.
El meta analisis llevado a cabo por Kolibianakis et al., en 2007 estudié ese efecto de la LH
rec sobre el porcentaje de éxito de conseguir un RNV. De un comienzo de 74 estudios, la
cuestién bajo el estudio se vio en 7 de ellos. El autor quiere analizar si la adicion de la LH
rec en ciclos con analogos de GnRH y FSH puede estar asociada a la probabilidad del
obtener un RNV. No se puede descartar, légicamente, que la suplementacién en la fase
folicular de la LH rec puede tener efectos positivos en los porcentajes de embarazo,
independientemente de cualquier efecto de los niveles enddgenos de la LH enddgena.
Este meta andlisis concluye, a través de los siete estudios que la suplementacion de la LH

rec no aumenta la tasa de RNV.

Tabla 29: Odds Ratio de los meta analisis

Enud OR WEIGHT OR [fixed)
sty FSH+LH FSH
855 C.l. # 955 C.1.
sills et al, 3/13 10/17 — 10.00 0.21
Balasch et al, 0/16 1/1a — 2.32 0.27
Humaindan et al, 35/116 31/115 . 31.00 1.37
Sauer et alo 8/25 10/24 - 9,80 0.79
Griesenger et al. 8/62 8/65 4 11.43 0.92
Tarlatzis et al. 24/60 25/60 P 22.50 0.93
Fabregues et al. B/55 10/59 . 12.90 0.60
89/347 96/354 4 100.00 0.92
201 X 1 10 b3
Fawpurs FGM  Favours FGM s LM

Como podemos observar en la Tabla 29, La odds ratio (OR) para el recién nacido fue de
0,92 (95% 1C: 0,65 a 1,31, p=0,65 de heterogeneidad: p=0,39), en modelo de efectos fijos,

lo que parece poder concluir que la probabilidad de obtener el RNV no esta relacionada
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con la suplementacion de la LH rec en los ciclos de pacientes tratados con analogos de la

GnRH y FSH rec.

También concluye que la necesidad de continuar con mas estudios de este tipo es
necesario, asi como no ven ninguna tendencia en el efecto de la suplementacién de la LH

rec en funcion de la dosis afiadida, y que no depende de si afiades 75 o 150 Ul de LH rec.

Otro de los meta andlisis que estudia el efecto de la suplementacion de la LH rec en
protocolos de GnRH agonistas con FSH rec es el de Oliveira et al., en 2007. Sus resultados,
a través de cuatro estudios, analizan la suplementaciéon con LH rec a la FSH rec en
protocolos de estimulacién ovarica con agonistas de la GnRH. Concluyeron que no se
vieron diferencias en el niumero de ovocitos obtenidos, nimero de ovocitos maduros,
porcentaje de embarazo por ovocito obtenido, asi como porcentaje de implantacién y de
aborto, pero si que vieron dentro del grupo de pacientes suplementadas con LH rec que
se necesitaron menos dias de estimulacion, administrar menor cantidad de FSH rec asi
como unos niveles mayores de estradiol sérico. Se ha podido ver que la disminucién de
los valores de estradiol sérico puede estar relacionado con un fallo en la esteroidogénesis
ovarica en protocolos con andlogos de GnRH (Davis and Rosenwaks, 1992). Puede ser que
la LH a través de la secrecidn de estradiol via ovdrica tenga efectos directos en el

endometrio. (Tesarik y Mendoza, 2002)

El tercer estudio, en 2012 Hill et al., llevan a cabo otro meta andlisis dentro de nuestro
mismo grupo poblacional, mujeres de 35 a 40 afios. Intentan dilucidar, de nuevo, si la LH
dentro de esas pacientes es beneficioso o no. Ven que es importante que si se afiade LH
rec en pacientes con valores de LH elevados puede provocar la supresién de las células
de la granulosa y provocarles la atresia folicular. Estd demostrado que solamente es
necesario que estén ocupados el 1% de los receptores de la LH para conseguir una
adecuada estimulacién ovarica en ciclos de reproduccion asistida (Chappel y Howles,
1991). Muchos otros estudios y meta andlisis han estudiado la respuesta de las
poblaciones bajo tratamiento F/V a la suplementacién con LH rec, pero muchos de ellos,
y de los que hemos estudiado, la poblacién era muy pequefia, o de otras edades. Sin
embargo, este meta andlisis coincide totalmente con el nuestro en ese aspecto. De 147

estudios que comenzaron a analizar, finalmente se quedaron con siete articulos
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completos. Concluyen que estas mujeres tienen mejores tasas de implantacion y de
embarazo clinico en el grupo de FSH rec mas LH rec que las de solamente FSH rec. Es
verdad que a la hora de evaluar el rendimiento ovocitario ven que en los dos grupos es
similar (la LH estd tiene una mala relacion con foliculos pequefios mientras que la FSH
tiene una buena relacién con esos foliculos). Lo que parece que mejora la implantaciény
el embarazo clinico es la competencia ovocitaria y la receptividad endometrial. Datos
estos Ultimos que se confirman con el estudio de Ruvolo et al., en el que afirman que
aquellos ciclos suplementados con LH rec muestran menores niveles de células del
cumulo apoptética, lo que puede demostrar la mejor competencia ovocitaria en ciclos de
LH rec. Por ultimo, otra de las posibles ventajas que se plantean a la hora de administrar
la LH rec en mujeres afiosas es que parece que restaura el entorno del foliculo en
desarrollo (Bosch et al., 2011), evitando un aumento prematuro de la progesterona que

podria estar relacionado con un efecto negativo en el endometrio (Fanchin et al., 1997).

Tabla 30: Tasa de implantacién

Study Sample size [embryos) Measure [C)
Marrs 2004 262 1.43 1 *
Humaidan 2004 &3 3.71
Fabregues 2005 320 0.96 &
Nyboe 2008 170 0.82
Barrenetxea 2008 124 1.21 )
Matorras 2009 285 1.72
Bosch 2011 526 1.58 '
Synthesis 1810 1.36 i

-

0.25 05 1 i 4 § 16
Favars iFSH Favars rLH + rFSH

En esta figura podemos ver el aumento en la tasa de implantacion en el grupo de la LH

rec (OR 1.36, 95% CI 1,05 a 1,78)
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Tabla 31: Embarazo clinico

Study Sample size (patients) Measure (Cl)
Marrs 2004 33 2.91
Humaidan 2004 39 1.75
Fabregues 2005 120 0.93 .
Nyboe 2008 100 0.59
Barrenetxea 2008 84 1.15
Matorras 2009 131 2.14 !
Bosch 2011 340 149
Synthesis 502 1.37 1 N
e ——
0.125 0.25 05 i 2 4 §
Favors rFSH Favors rLH + rFSH

En esta otra figura podemos observar el aumento del embarazo clinico en el grupo de la

LH rec (OR 1.37,95% CI 1.03-1.83)

Recientemente, en 2014, Lehert et al., llevan a cabo otro meta analisis que tiene gran
importancia debido al hecho de la gran cantidad de casos que agrupa. Analizaron datos
de estudios desde 1990 a 2011. Se llegaron a identificar 2.359 estudios, hasta quedarse
con 40 de ellos, con 6.443 pacientes. Los pacientes estudiadas van de desde los 18 hasta
los 45 afios. Tras llevar a cabo los andlisis estadisticos concluyen que en la poblacidn total
bajo estudio no hay diferencias significativas entre el grupo de FSH rec versus FSH rec mas
LH rec. Sin embargo, dentro del subgrupo de las bajas respondedoras (BR) ven que hay
diferencias significativas en cuanto a los ovocitos obtenidos asi como en las tasas de
embarazo clinico, aumentando esta hasta un 30% en el grupo de las pacientes
suplementadas con LHrec. Este subgrupo de BR supuso el estudio de 14 articulos que
englobaban 1.179 pacientes mayores de 35 aflos. Podemos, de nuevo, afirmar que quizas
la suplementacion de LH rec en pacientes afiosas, como es nuestro estudio, es beneficioso

para dicho grupo poblacional, lo cual es ya una evidencia.

La mayor obtencidon de ovocitos en la puncion folicular en pacientes afiosas que son BRy
en las que se esperaba obtener un numero bajo de ovocitos puede tener un efecto
significativo en el éxito reproductivo. Esto se argumenta en una revisién en la que la
probabilidad de embarazo se ve reducida en mujeres con baja respuesta ovarica cuando

se obtienen menos ovocitos (con 1 ovocito la tasa de embarazo va de 0 a 7% mientras
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gue con 4 ovocitos va de 11,5 a 18,6%) (Oudendijk et al., 2012).

Es importante resaltar un meta analisis publicado por Bosdou et al., en 2012. Su propdsito
es evaluar el papel de los andrégenos sobre las probabilidades que existen en conseguir
un embarazo dentro del grupo de pacientes BR. Partiendo de 2.126 estudios, finalmente
se analizaron 13 articulos publicados entre 2004 y 2011. Se estudiaron distintas vias por
las que aumentar las concentraciones de androgenos, siendo una de ellas, la
suplementacién con LH rec, la que a nosotros nos interesa. Vieron que aumentaba un 6%,
no significativo, el porcentaje de embarazo clinico en aquellas pacientes que recibian LH
rec de las que no. Se utilizaron tres dosis distintas de LH rec creando tres sub grupos:
75Ul, de 75 a 150Ul y 150 Ul, entre ellos tres no se vieron diferencias. Lo que respalda
nuestra teoria que con 75Ul de LH rec es suficiente para llevar a cabo una completa

estimulacion ovarica en ciclos de fecundacién in-vitro dentro de nuestro grupo de edad.

Tabla 32: Odds ratio (RNV)

rFSH + rLH rFSH Risk Difference Risk Difference
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% Cl M-H, Fixed, 95% CI
Barrenetxea et al., 2008 10 42 9 42 14.0% 0.02[-0.16, 0.20] —_—
Berkkanoglu et al., 2007 13 46 14 51 16.1% 0.01(-0.17,0.19) _—
Demirol et al,, 2005 11 53 8 53 17.6% 0.06[-0.09,0.20] e —
Fernandez Ramirez 2006 2 16 3 18 5.6% -0.04[-0.28,0.19] —
Ferraretti et al., 2004 22 54 11 50 17.3%  0.19[0.01, 0.36) o ——
Polidoropoulos et al 2007 17 68 15 68 226% 0.03[-0.11,0.17) B
Ruvolo et al., 2007 10 24 4 18 6.8% 0.19(-0.08,0.47) v
Total (95% CI) 303 300 100.0% 0.06 [-0.00, 0.13) <2
Total events 85 64
Heterogeneity: Chi* = 4.37, df = 6 (P = 0.63); I = 0%

Test for overall effect: Z = 1,87 (P = 0,06) 0.2 9 0102

En esta tabla podemos ver como sélo en un estudio, Ferraretti et al., en 2004 se ve un
beneficio a la hora de la suplementaciéon de la LH desde el punto de vista de obtener el
RNV. Desde el punto de vista de tasas de embarazo no se ven diferencias significativas
entre aquellos que han recibido la LH rec y de los que no, aunque como ya hemos
mencionado si que hay una ligera tendencia no significativa en términos de tasas de

embarazo clinico en aquellas pacientes a la que se suplementd LH rec.
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Es importante recalcar que dentro de los articulos analizados en estos cinco meta analisis
no encontramos ningun estudio con las mismas caracteristicas que el nuestro. No vemos
gue exista una comparacion de 2:1 contra 4:1 durante los seis primero dias de
estimulacion y con un nimero de pacientes tan significativo, como es nuestro caso. De

ahi la importancia y a necesidad de nuestro estudio.

El aumento en la produccion endégena de andrégenos intraovaricos (a través de la
adicion de la actividad de LH en las formas de la LH rec o hCG), la disminucién de la
conversion de andrégenos a estrogenos (por medio de la adicion de inhibidores de la
aromatasa), la administracién de andrégenos exdgenos (tales como la testosterona
transdérmica), son las estrategias que tienen como objetivo aumentar las
concentraciones ovaricas de andrégenos. Por esto, los andréogenos ovaricos promueven
la sensibilidad a la LH de los foliculos en crecimiento (Hillier y De Zwart, 1981; Vendola et
al., 1998), con lo que podria aumentar el rendimiento de los ovocitos y la maduracién de

ellos después de la estimulacién ovarica y, por tanto, mejorar las tasas de embarazo.

De acuerdo con los conceptos actuales de la foliculogénesis, la LH juega un papel esencial
en las etapas finales de la maduracién folicular (Hillier, 2001, Zeleznik, 2001). Una vez que
una etapa del desarrollo folicular se ha completado con éxito en respuesta al tratamiento
con FSH, las células de la granulosa se convierten en receptivas a la estimulacion de la LH
y ésta se vuelve capaz de ejercer sus acciones en las células de la teca y las células de la
granulosa. De hecho, a concentraciones no saturantes de FSH y LH, la respuesta es aditiva.
Ademas, estd escrito que la maduracion folicular reduce su dependencia en FSH por la
adquisicién de receptores de la LH (Hillier, 2001) (Zeleznik, 2001) Por lo tanto, la LH puede
desempefiar un papel esencial en la determinacion de la madurez de los ovocitos y el
potencial de desarrollo en los ciclos de FIV. Sin embargo, la exposiciéon del foliculo en
desarrollo a concentraciones inadecuadamente altas de LH puede interferir en la
maduracion folicular y ovocitaria, pudiendo afectar de manera adversa al proceso
reproductivo (Hillier, 1994, Shoham, 2002.) En relacién a esto, Oliveira también concluye
en su meta analisis que se puede observar una reduccion en la cantidad total de FSH rec
en el grupo en el que se ha suplementado con LH rec evidencia que la FSH y la LH actdan
sinérgicamente en las ultimas fases del ciclo folicular. (Oliveira et al., 2007). Finalmente,

afirma con que se necesitan mas ensayos controlados y aleatorizados antes de dar
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recomendaciones basadas en la suplementacion exdgena de LH rec en protocolos de
estimulacion con FSH rec y andlogos de la GnRH. Es importante resaltar que en los 4
estudios en los que se basa este meta analisis de Oliveira (Marrs et al., 2004, Humaidan
et al., 2004, Lisi et al., 2002 y Tarlatzis et al., 2006) en los cuatro la adicién de la LH rec no
se llevd a cabo desde el comienzo de la estimulacidn, lo cual se aleja de nuestro estudio
donde el comienzo de la LH rec es desde el comienzo de la estimulacién ovarica

controlada.

Nuestro estudio se baso en paciente de edad avanzada, entre 35y 39 afios. Se ha descrito
gue en pacientes bajo este rango de edad la suplementacion con LH rec aumenta las tasas
de implantacién y gestacion (Hill et al., 2012), cierto es que en este estudio no se ve una
mejora en los ovocitos directamente, en todos los estudios de este meta analisis no se vio

mejora en el rendimiento de los ovocitos.

En el estudio de Marss et al., del 2004, lleva a cabo un andlisis en pacientes mayores de
35 afios, grupo poblacional como ya es sabido igual que el nuestro. En él, afirma que las
pacientes que han sido suplementadas con LH rec presentaron una mayor tasa de
implantacion (21,7%) de las no suplementadas (15,7%). Es verdad que el nimero de
pacientes de este estudio fue bajo (48 con FSH rec mds LH rec contra 40 con FSH rec),
pero si que se puede ver una ligera mejoria en aquellas pacientes de edad mas avanzada

tratadas con LH rec.

Es realmente importante y posee una influencia vital en el desenlace del ciclo la reserva
ovarica de cada paciente. Se define a mujeres baja respondedoras a aquellas mujeres
afiosas (Lawson et al., 2003), como son las de nuestro estudio, asi como aquellas mujeres,
gue no tienen por qué ser afiosas, con baja respuesta ovarica (El-Toukhy et al., 2002).
Estos casos llegan a ser casi un 30% de los casos de pacientes bajo tratamiento de FIV
(Mathews y Hamilton, 2009). Hasta la fecha para estudiar a una paciente baja
respondedora se estudiard su edad, la FSH basal, la hormona antimuleriana y el recuento
de foliculos antrales (Sallam et al., 2005). Todos estos factores por si solos no son tan
importantes como el papel que juegan todos juntos y no individualmente (Broekmans et
al., 2006) En nuestro estudio nos hemos guiado en la FSH basal, ésta arroja unos

resultados de 7,87+2,36 en el grupo A y 8,45+2,15 en el grupo B. Se ha relacionado
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(Broekmans et al., 2006) que valores de FSH basales elevados pueden estar relacionados
con bajo éxito en ciclos de reproduccioén asistida, otros estudios también introducen la LH
basal como valor predictivo en el éxito de la FIV (Liu and Greenblatt, 2008) aunque no

estd demostrado todavia.

En el afio 2009 Brodin et al., publican un articulo en el que estudiaron la relacién entre
distintas concentraciones basales de FSH y LH y su éxito en ciclos de F/V. Partiendo de la
hipdtesis de si los valores de la LH basal afiadian informacién junto con los de la FSH basal,
gue ya esta demostrado que es un valor predictivo a la hora de estudiar la reserva ovarica
de las pacientes. Intentaron buscar una combinacion 6ptima entre esas hormonas. La
hipotesis principal del estudio fue intentar concluir si los niveles basales de LH afiaden
informacidén sobre la reserva ovarica de la paciente a la ya dada por la FSH sola (Scott el

al., 1995)

Afirman que a través de la combinacion de los valores basales de la FSH y LH se obtiene
mejor informacion que cada uno de gonadotropina por si solas. La tasa de embarazo en
mujeres con FSH baja (6,7 U/l) y con altos niveles de LH (4.9 U /I) fue de un 39%, mientras
que la tasa de embarazo era mas baja (22%) en mujeres con FSH alta y niveles bajos de
LH. Las tasas de embarazo fueron intermedios (27-28%) cuando los niveles de LH y FSH
eran bajos o altos ambos dos. Es cierto que la combinacion de la FSH y la LH estdn
relacionadas con otras dos variables predictivas e independientes para el éxito de la FIV,

como son la calidad embrionaria y la edad.

Concluian que LH basal modifica y mejora la informacion dada por la FSH basal sola. Bajo
nivel de FSH y en combinacion con LH alta, probablemente, refleje una buena reserva

ovarica y esté asociado con las mayores tasas de éxito en FIV / ICSI.

Musters et al., en el 2012 intentaron buscar una relacion entre el efecto de la LH recy la
calidad embrionaria en mujeres de baja respuesta ovarica. Como acabamos de comentar
define mujeres con baja respuesta ovarica aquellas con edad materna avanzada (35 a 41
afios), mujeres menores de 35 afios con una FSH Basal menor de 12 Ul/ml acompafiado
de un recuento de foliculos antrales menor o igual de 5. En funcién del nimero de
foliculos antrales la dosis de LH rec varia. Para menores de 3 o menos foliculos era una

relacion de 450 Ul FSH rec + 225 Ul LH rec y para 4 a 15 foliculos era de 300 Ul FSH rec +
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150 Ul LH rec y por ultimo de 15 foliculos a mas 150 Ul de FSHrec y 75 Ul de LHrec. La
dosis tras 7 dias se podia ajustar, como en nuestro estudio, pero siempre manteniendo el
ratio FSH rec / LH rec 2:1. Concluyen que no hay diferencias significativas en la calidad
embrionaria pero si que ven que la adicién de LH aumenta de un 11% a un 17% el numero
de embriones de calidad dptima vy la proporcién de mujeres con al menos un embrion de

maxima calidad aumenta de un 32% a un 41%.

De nuevo, podemos concluir que la introduccién de la LH rec favorece la maduracion
ovocitaria, la obtencidén de embriones de buena calidad y tasas de implantacion mayores
gue en grupos con FSH rec solamente. (Tesarik y Mendoza, 2002). Por lo que la duda y la
finalidad del estudio es ver qué dosis minima de LH rec es necesaria para poder conseguir
todos esos beneficios para la paciente. Nosotros hemos visto que con 75 Ul/ml de LH rec
dentro de nuestro grupo poblacional es suficiente al compararlo con 150 Ul/ml de LH rec,
obteniendo, basicamente, los mismos resultados. Es obvio mencionar que se trata de un
resultado global y que dentro de grupo poblacional habra casos que respondan mejor a

unas cantidades de LH rec que otras.

Estd demostrado que el desarrollo folicular es necesario para una correcta produccién
folicular de estradiol, éste tiene un papel primordial en la proliferacién de las células de
la granulosa, en el aumento de la actividad de la aromatasa, aumento de la expresidon de
receptores para la FSH e induccion en las células de la granulosa de receptores de LH
(Macklon and Fauser, 1999). Al analizar las concentraciones de hormonas esteroideas en
el liquido folicular se ha podido observar que en aquellos ciclos con antagonistas los
niveles de estradiol son mas bajos que en los agonistas (nuestro estudio) (Garcia Velasco,
2001). La disminucién en la sintesis de estradiol puede verse relacionada con niveles
circulantes bajos de LH en la fase folicular por lo que puede conllevar un bajo nimero de
ovocitos recuperados y una baja tasa de embarazo (Humaidan et al., 2002), nuestros
resultados no arrojan diferencias a la hora de analizar los niveles de estradiol de los dos
grupos, siendo en ambos grupos similar el nimero de ovocitos recuperados, tasa de

implantacion y de gestacion.

De la mano de la ya mencionada teoria de las 2 células 2 gonadotropinas podemos

reafirmarnos que la suplementacion con LH rec provoca una maduracion ovocitaria mas
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rapida. Una concentracion elevada de LH al comenzar el tratamiento estimula la sintesis
de estrogenos en las células de la granulosa por accién de la FSH, a través de una mayor
produccidn de androgenos por parte de las células de la teca. Esta situacion supone una
expresion temprana de los receptores de progesterona, los cuales se sabe que estan
regulados por los niveles circulantes de estradiol (Bouchard et al., 1991), de modo que si
las hormonas esteroideas son importantes en los procesos de maduracion ovocitaria, el
aumento en las concentraciones de estradiol y progesterona al inicio de la fase folicular
acelera este proceso, por lo que los ovocitos maduran antes y en consecuencia, los
embriones comienzan a dividirse antes (Mufioz et al., 2013). Cuando este fendmeno se
da de una manera muy notable, esa asincronia puede reducir la implantacion del embrion
y en ultimo término el porcentaje de embarazo.

Figura 17: Diferencias de la teoria de las 2 células — 2 gonadotropinas en ciclo normal y ciclo estimulado.
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Es posible que el aumento de los niveles de concentracién de la progesterona en la fase
folicular provocada por la estimulacion ovarica, que conlleva el crecimiento del foliculo
puede contribuir a los cambios en el endometrio, que conducen a la asincronia del
embrion con el endometrio. Este efecto puede ser mas significativo cuando la

estimulacion ovarica se produce sin la suficiente LH. (Fleming and Jenkins, 2010).

Parece que tres factores tienen una importancia capital en la concentracién de la

progesterona durante la fase folicular de la estimulacién ovarica, como son el nimero de
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foliculos, la actividad LH y la accion de la FSH. El nimero de foliculos y la accién de la FSH
parecen mediar en el aumento de las concentraciones de progesterona, pudiendo llegar,
como ya hemos comentado a la asincronia del embrion con el endometrio, que puede
reducir las posibilidades de implantacion. Por el contrario, la actividad de LH a través de
las células de la teca provoca la disminucion de las concentraciones de progesterona en

la circulacion.

Se ha planteado la hipdtesis de que el aumento en la concentracién de andrégenos en el
entorno del ovario en pacientes baja respondedoras podria conducir a un aumento en el
ndamero y maduracion ovocitaria. Para conseguirlo se plantearon varias posibilidades:
pretratamiento con testosterona (Balasch et al.,, 2006), adicion de inhibidores de la

aromatasa (Mitwally and Casper, 2001) y la adicion de LH rec (Ferrarretti et al., 2004)

Los niveles circulantes de LH son esenciales para la produccién de hormonas esteroides
que regulan el tiempo de la ovulacién asi como el mantenimiento del cuerpo lUteo vy el
embarazo. Se ha observado que los niveles elevados de LH sérica durante la fase folicular
del ciclo menstrual no sélo son innecesarios para la maduracion folicular, sino que son
perjudiciales para los procesos reproductivos normales. Estas elevaciones pueden ocurrir
como resultado de la administracion de LH exdgena o mediante un proceso patoldgico

enddgeno como en SOP.

Las elevaciones séricas de LH por encima de estos niveles de reposo pueden provocar un
aumento en la produccion de andrégenos que disminuye la funcién folicular y reduce la
viabilidad del embrién. Los niveles elevados de LH durante el periodo preovulatorio
también pueden influir negativamente en eventos posteriores a la ovulacion, tales como

la concepcion y la implantacién.

Aunque los receptores de LH aun no se han identificado en los ovocitos, la LH excesiva
puede interrumpir la comunicacion células de la granulosa en el cumulus-oophorus, que
es critica para mantener el ovocito en la fase de tardia de la meiosis hasta la ovulacion.

(Shoham et al., 1993)

Como puede verse a partir de los resultados presentados por todos los grupos analizados,

la controversia sobre el papel de la LH en la estimulacién ovarica no ha sido resuelta.
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Resumiendo brevemente, uno de los primeros meta analisis que analiza los efectos
beneficioso de la actividad de la LH rec en tasa de embarazo en mujeres
normogonadotropicas y bajo agonistas fue Van Wely en 2003 (Van Wely et al, 2003). En
contraposiciéon a éste, tres fueron los meta andlisis que no vieron beneficios en la
suplementacion de LH rec a la hora de evaluar el embarazo (Baruffi et al., 2007), el RNV
(Kolibianakis et al., 2007) o el embarazo clinico (Oliveira et al., 2007). Otros dos meta
analisis, vuelven a concluir sobre los beneficios de la suplementacion de la LHrec en
mujeres mayores de 35 afios (Hill et al., 2012) (Lehert et al., 2014), por ultimo otro meta
analisis, dentro del sub grupo de las baja respondedoras ve mejores tasas de embarazo
en las pacientes suplementadas con LH rec (Mochtar et al., 2007). A pesar de que la FSH
es universalmente reconocida como el principal motor de crecimiento del foliculo ovarico
y de su maduracion, el papel de la LH en estos procesos es mas controvertida. Se aprecia
gue aun hoy, no existe un tratamiento claramente ventajoso para las BR, y que aunque la
mavyoria de ellos obtienen algin beneficio en cuanto a los resultados de la estimulacién
ovarica con LH rec, no se obtienen claros incrementos en las tasas de gestacién, que es el
objetivo final de cualquier tratamiento de reproduccion. En general, si parece estar claro
gue entre las pacientes aflosas, como es nuestro estudio, la accién de la LH rec es mas
eficiente que en pacientes jovenes, que puede deberse a una mejor calidad ovocitaria
debido a un medio folicular mejorado al final de la estimulacion en este grupo poblacional
(Bosch, 2011). Todos estas afirmaciones concluyen que la suplementacion con LH rec en
estimulacion ovarica controlada deberia estar basada en un uso racional y controlado bajo
las necesidades de cada paciente. No obstante, se necesitan mas estudios para identificar

mejor a las personas o grupos poblacionales que se beneficiarian de la adicién de LH.

La utilizacion de la LH en los protocoles de estimulacidn ovarica benefician a las pacientes

en los siguientes aspectos:

e El grupo poblacional que mas se puede beneficiar de los efectos de LH son las
mayores de edad y las bajas respondedoras.
e No hemos visto evidencias que la accion de LH afecte negativamente a los resul-

tados de pacientes baja estimulacion ovarica controlada.
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e Parece que la supresion hipofisaria en pacientes normogonadotropas es tan pro-
funda con protocolos de agonistas de la GnRH que la inclusién de la LH en sus
protocolos de trabajo puede beneficiarles.

e En la mayoria de los protocolos de estimulacién ovarica actuales se asocia a la
actividad de la FSH rec, la accidon de la LH rec, tratando de buscar el ratio FSH

rec/LH rec mas beneficioso para cada paciente.

D. LIMITACIONES: BAJAS RESPONDEDORAS

Una de las limitaciones que pueden verse en nuestro estudio es la definicion de pacientes
BR. Esta varfa mucho en funcién del estudio analizado y que puede acarrear problemas a
la hora de extrapolar esos datos en nuestro estudio. Hasta 2011 existia una falta de
consenso a la hora de definir el grupo de pacientes BR. En 2011 Ferraretti et al llegan a
un consenso a la hora de definirlo, lo llaman el criterio de Bolonia. Consiguiendo aunar,
de esta manera, que los estudios a partir de esa fecha fuesen mas homogéneos desde

ese punto de vista.

De todos los estudios analizados en nuestro trabajo no existia una unanimidad a la hora
de definir el grupo poblacional de BR. Muchos estudios definian ellos mismos cuando
consideraban que eran pacientes BR y el cumplimiento de un factor que llevase a esa
conclusion (niveles de estradiol y FSH bajos, mayores de 35 afios, bajas respuestas previas,
bajo, sin a veces definir cudntos, nimero de recuento de foliculos antrales...) les hacia
afirmar que estaban en una poblacién de BR. La recoleccion de datos por nuestra parte
se produjo poco antes del estudio de Ferraretti, por lo que no nos podemos cefiir a sus

conclusiones.

El estudio de Ferraretti et al, representé el primer intento realista para estandarizar la
definicién de BR de una manera sencilla y reproducible. Por lo general se caracteriza por
una reduccién de la respuesta folicular, lo que resulta en un numero reducido de ovocitos
recuperados. Se definid que, con el fin de definir la BR en los ciclos de reproduccion
asistida, al menos dos de las tres caracteristicas siguientes deben estar presentes: la edad
materna avanzada (=40 afios) o cualquier otro factor de riesgo para BR; una BR anterior;
y una prueba de reserva ovarica anormal (ROA). Se fijé que dos episodios de BR después

de una estimulacion ovarica completa son suficientes para definir que una paciente es
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baja respondedora. Por definicidn, el término BR refiere a la respuesta ovarica, y por lo
tanto, un ciclo estimulado se considera esencial para el diagndstico de BR. Sin embargo,
los pacientes de edad avanzada con una ROA anormal pueden ser clasificados como
respondedores pobres ya que tanto la edad avanzada y una ROA anormales pueden
indicar la reduccion de la reserva ovarica y actuar como un sustituto del resultado ciclo
de estimulacién ovarica. En este caso, los pacientes deben definirse como "pobre
respuesta esperada”. Los autores afirman que esta definicién de BR se adapta de manera
uniforme como los criterios minimos necesarios para seleccionar a los pacientes para
futuros ensayos clinicos, poblaciones mas homogéneas seran estudiadas. Por ultimo,
mediante la reduccion de sesgo causado pr las definiciones de BR, se favorece la

posibilidad de comparar resultados y extraer conclusiones fiables.

E. NUEVAS CONSIDERACIONES

Recientemente, y al hilo de este debate, Polyzos y Sunkara, acufian un nuevo término al
hablar de pacientes con peor prondstico. Proponen que en aquellas pacientes que tras
una estimulacién ovarica convencional se obtengan de 4 a 9 ovocitos entrarian a formar
parte del grupo de respondedoras sub-6ptimas. Ven que las pacientes de este grupo
poblacional muestran unos niveles de respuesta, que a pesar de tener unas tasas de
embarazo aceptables, no son los ideales (Sunkara et al.,, 2011). Este ultimo estudio
muestra que el porcentaje de RNV en esta poblacion es de alrededor de un 25% mas baja
comparado con mujeres de la misma edad pero en las que se obtuvieron de 10 a 15
ovocitos tras puncion folicular. Nosotros creemos acercarnos mas a esta Ultima definicion
ya que ademas de estar estudiando un grupo poblacional de una edad comprendida entre
los 35y 40 afios, el nUmero de ovocitos que obtuvimos en ambos grupos fue muy cercano

a nueve.

Polyzos y Sunkara creen poder afirmar que una respuesta ovarica normal es aquella de la
gue se obtienen de 10 a 15 ovocitos, ya que por encima de este nimero aumenta el riesgo

de padecer el SHO y por debajo clasifican al grupo de respondedoras sub éptimas.

Creemos que existe una falta de consenso a la hora de definir a aquellas pacientes con
una respuesta ovarica normal, entendiendo la dificultad que conlleva agrupar a un

conjunto de pacientes significativo para llevar a cabo este tipo de estudios en el que todas

101



Discusion

ellas puedan responder de una manera similar en respuesta a la suplementacién con
gonadotropinas exdgenas. Es cierto que la individualizacion de los tratamientos en
reproduccién asistida puede disminuir los riesgos que conlleva esta técnica asi como

potenciar el éxito del tratamiento.
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CONCLUSIONES

1. Al comparar la pauta de estimulacion ovarica 300 Ul de FSH recombinante mas
150 Ul de LH recombinante frente a 300 Ul de FSH recombinante y 75 Ul de elH
recombinante, los indicadores de respuesta folicular, ovocitaria y embrionaria
fueron semejantes, tanto en cuanto a numero de ovocitos (parametro principal
del estudio), como de ovocitos maduros, de embriones fertilizados y de embriones

de buena calidad.

2. Los resultados clinicos en cuanto a tasa de gestacion, de implantacion, de recién
nacido vivo, de abortos y los embarazos gemelares fueron similares con ambas

pautas de estimulacidn.

3. El perfil de seguridad de ambas combinaciones de farmacos fue similar, no

existiendo complicaciones resefiables en ninguna de las pacientes.

4. El andlisis coste beneficio fue mas favorable para la combinacion 300/75,

suponiendo un ahorro de 4.236 euros por embarazo conseguido.

5. A la vista de todo lo expuesto se concluye que en la estimulacion ovdrica en
pacientes de entre 35y 39 afios, la adicion a las 300 Ul de FSH rec, de 75 Ul de LH
rec es suficiente para optimizar los resultados del ciclo FIV, mientras que la adicién

de 150 Ul de FSH solo incrementa los costes, sin aumentar las tasas de embarazo.
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