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Introduccion

La esterilidad se define como la incapacidad para concebir tras un afio de
relaciones sexuales sin uso de anticoncepcion. Afecta aproximadamente a un
10-15% de las parejas en edad fértil, por lo que es un componente importante
de la practica clinica de muchos médicos. Fecundabilidad es la probabilidad de
lograr un embarazo en un ciclo menstrual (alrededor del 20-25% en las parejas
normales); la fecundidad es la probabilidad de que un solo ciclo de lugar a un

bebé vivo.

En las ultimas dos décadas, en el campo de la esterilidad se han
producido tres cambios notables. En primer lugar, la introduccién de la
fecundacion in vitro y otras técnicas de reproduccion asistida (TRA) que han
aumentado las posibilidades de tratamiento efectivo y abierto la posibilidad de
estudiar los procesos basicos de la reproduccion. En segundo lugar, y en parte
por la atencién que los medios de comunicacion le prestaron a las TRA, el
publico ha comenzado a conocer los posibles tratamientos y esto ha
aumentado llamativamente las consultas por esterilidad. El tercer cambio es el
aumento de la proporcion de mujeres mayores de 35 afios que solicitan
atencion meédica por esterilidad. Una de cada cinco mujeres en Estados
Unidos tiene su primer hijo después de los 35 afios, un incremento marcado
respecto de las cifras anteriores. Esto refleja la mayor edad con que se contrae
matrimonio y la postergacion del embarazo cuando las mujeres, por eleccidon o
por necesidad, ingresan en el mercado laboral. También ha aumentado
ligeramente la proporcién de parejas consideradas estériles. Por consiguiente,
las parejas estériles tienen ahora mas probabilidades de buscar consejo

médico, evaluacion y tratamiento.
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A. SITUACION DE LA FECUNDIDAD EN ESPANA

Espafa ocupa el ultimo lugar del mundo en cuanto a tasas de natalidad,
que empezaron a bajar de forma continua hace mas de 20 afos. Mientras que
en 1976 nacieron 667.458 bebés, en 1998 vinieron al mundo aproximadamente
la mitad (365.193). Aunque desde ese afo se observa un pequefio repunte,
que llega a 416.518 nacimientos en el ano 2002 (gracias, sobre todo, a
nacimientos de madres inmigrantes que han contribuido con el 10,4% del total
de natalicios) (INE 2003), Espana sigue siendo el pais con tasas mas bajas. En
cuanto al numero medio de hijos, en el afio 2002 Espafia alcanza su nivel mas
alto desde 1993, con 1,26 hijos. Si establecemos una comparacion con otros
paises europeos, en el afo 2000 se contaba 1,24 hijos por mujer en Espania,
seguido de ltalia (1,25) y Grecia (1,30); Francia e Irlanda son los paises con
mayor natalidad (1,89) (INE 2003).

Paulatinamente, la media de edad de las mujeres en el momento de la
maternidad en Espana se esta retrasando de forma ostensible; ésta llegd a
30,73 afos en 2000, la mas alta de Europa. Antes de 1996, las mujeres
espanolas entre 25 y 29 afos eran las que aportaban las tasas mas altas de
fecundidad, y desde entonces hasta 2000 son las de 30-34 afios las que
ocupan ese lugar, incrementandose ademas el porcentaje de mujeres de 35-39

afios que dan a luz (un 17% en 2000).

Actualmente se antepone la finalizacién de los estudios, el bienestar, la
estabilidad de la pareja, la estabilidad econdmica, geografica, etc., como
requisitos para tener descendencia. Ahora parece excepcional que una
persona haya planificado su porvenir antes de los 30 afos de edad, y aunque
sus padres y abuelos también tuvieron que resolver su futuro, las edades no

eran las mismas.



Introduccion

Aunque los datos de prevalencia de infertilidad no son muy precisos, se
estima que entre un 8 y un 15% de las parejas sufren problemas de infertilidad
durante la edad reproductiva, segun los distintos paises y las caracteristicas de
los estudios realizados (Oliva y Arnau, 2001; Review of assisted reproductive
technology, 1998). En Espafa, por encima de la media, la prevalencia de
esterilidad se estima ya en mas del 19% de las parejas en edad fértil, y se
calcula que existe cerca de 1 millon de parejas demandantes de los servicios
de reproduccion (Sociedad Espafiola de Fertilidad, 2003), de las que
aproximadamente un 40% realizaran un tratamiento de reproduccion asistida
(Casado et al., 2001; Oliva y Arnau, 2001). Estas cifras se incrementan afo tras
afo, y se constata el hecho de que cada vez son mas las mujeres que optan
por retrasar la maternidad, hecho que hace mas frecuentes los problemas de
esterilidad (Minaretzis et al., 1998). Aproximadamente un 30% de las causas de
esterilidad en las parejas corresponden a problemas en el eje hormonal
hipotalamohipofisario femenino, y un 40% de los casos se debe a causas
masculinas (Larizgoitia et al., 2000). El resto puede atribuirse a causas mixtas,
incluida la infertilidad de origen desconocido. Este condicionante, entre otros,
contribuye al aumento progresivo del porcentaje de parejas sin nuevos hijos,
que desde 1990 a 1997 se incremento en un 9,4% (D'Entremont, 2001).

A.1 Causas de esterilidad

Las causas mas importantes de esterilidad son disfunciéon ovulatoria
(15%), enfermedades tubaricas y peritoneales (30-40%) y factores masculinos
(30-40%); las enfermedades uterinas suelen ser infrecuentes y el resto de las
causas quedan sin explicacion. En cierta medida, la prevalencia de cada causa

varia con la edad.

La evaluacion de la esterilidad se ha disefado para aislar y analizar la
integridad de cada uno de los componentes del proceso reproductor humano,
en la medida de lo posible, y para identificar cualquier anomalia que pudiera
alterar o impedir la concepcion. El ritmo y grado de la evaluacion se basan en
los deseos de la pareja, la edad, la duracién de la esterilidad y los rasgos

exclusivos de la historia clinica o la exploracion fisica.
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Algunos problemas de esteriidad que antafo se consideraban
insalvables pueden subsanarse hoy con tratamientos modernos.
Indefectiblemente, el ambito y la secuencia de la evaluacion moderna de
la esterilidad han cambiado hasta llegar a un punto en el que se hace mucho
menos hincapié en lograr un diagnostico exacto y especifico y se concede mas

importancia a la aplicacion del tratamiento mas eficaz y coste-efectivo.

B. TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA

Entendemos como reproduccién asistida en la especie humana el empleo
de métodos de manipulacion de uno o ambos gametos para la consecucion de
un embarazo, independientemente de la causa de esterilidad y del grado de

manipulacion.

Las técnicas de reproduccion asistida abarcan todas las técnicas que
implican la manipulacion directa de los ovocitos y/o espermatozoides fuera del
cuerpo. La primera forma de TRA, y todavia la mas frecuente, es la
fecundacion in vitro (FIV), pero existen otras técnicas relacionadas dentro del
campo de las TRA. El éxito de las TRA modernas ha revolucionado totalmente
la evaluacién y el tratamiento de la esterilidad. Algunos tratamientos
tradicionales han quedado obsoletos, mientras que otros actualmente sdélo
tienen aplicaciones limitadas debido a que las TRA son simplemente mas

eficaces.

La FIV consiste en una secuencia de pasos muy coordinados que
comienza con la hiperestimulacion ovarica controlada con gonadotropinas
exogenas, seguida de la recuperacion de los ovocitos de los ovarios bajo
ecografia transvaginal, fecundacion en el laboratorio y transferencia
transcervical del embridn al utero. El primer nifilo concebido por FIV nacié en
1978 (Steptoe and Edwards, 1978). Desde entonces, las técnicas utilizadas se
han perfeccionado y ampliado notablemente. Las TRA incluyen en la actualidad
meétodos para la fecundacion asistida por inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI, por su nombre en inglés, intracitoplasmatic sperm

inyection) utilizando espermatozoides aislados del semen u obtenidos por
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aspiracion espermatica epididimaria microquirurgica (MESA, por su nombre en
inglés, microsurgical epididymal sperm aspiration) o extraccion espermatica
testicular (TESE, por su nombre en inglés, testicular sperm extraction), eclosion
embrionaria asistida (assited embryo hatching) y diagnéstico genético

preimplantacional.

B.1 Indicaciones para la FIV

La FIV se desarrollé inicialmente como medio para superar la esterilidad
debida a enfermedad tubarica irreparable, pero actualmente se aplica de forma
mucho mas amplia para el tratamiento de casi todas las causas de esterilidad.
La FIV esta indicada principalmente cuando el método ofrece la forma de
superar uno o mas obstaculos especificos que no puedan tratarse de otras

formas.

1. Esterilidad por factor tubarico
Obstruccion tubarica distal
Obstruccion tubarica proximal
Obstruccion tubarica bipolar
Esterilizacién tubarica previa

2. Endometriosis

3. Esterilidad por factor masculino

4. Esterilidad idiopatica

5. Otras indicaciones para la FIV

Las mujeres a las que se ha diagnosticado recientemente un cancer u otro
trastorno médico y que requieren un tratamiento inminente (quimioterapia,
radioterapia) que supone un peligro grave para su futura fertilidad podrian ser
candidatas a la FIV con criopreservacion de embriones antes de que comience

el tratamiento si los plazos de tiempo y la salud lo permiten.
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Las mujeres anovuladoras que ovulan en respuesta al tratamiento pero

que no conciben también pueden ser candidatas en ultimo término para FIV.

Las mujeres que tienen un trastorno o riesgo genético que podria
expresarse en su descendencia pueden ser candidatas para FIV con
diagnostico genético preimplantacional para identificar y descartar los

embriones afectados.

B.2 Factores pronodsticos

La probabilidad de éxito de la FIV depende de varios factores, muchos de
los cuales por desgracia no se conocen hasta que el ciclo de tratamiento esta
en curso (respuesta a la estimulacion) o incluso cerca de su finalizacién
(numero y calidad de los embriones). Antes de que comience un ciclo de FIV,
los indicadores prondsticos principales de éxito son la edad de la madre, la
‘reserva ovarica” y la capacidad reproductiva previa. Para todos los
diagndsticos salvo la reserva ovarica baja, las tasas de éxito de la FIV varian
relativamente poco con la causa de la esterilidad (Centres for Disease Control

and Prevetion, American Society for Reproductive Medicine, 2001).

a. Edad materna

Datos de estudios longitudinales en la comunidad hutterita y en otras
poblaciones naturales (que no utilizan métodos anticonceptivos) indican que la
fertilidad en las mujeres tiene un maximo entre los 20 y los 24 afios y
posteriormente disminuye de manera uniforme, un 4%-8% entre los 25 y los 29
afos, un 15%-19% entre los 30 y los 34 afios, un 26%-46% entre los 35 y los
39 afios y hasta un 95% después de los 40 afios. A medida que aumenta la
edad materna y disminuye la fertilidad, la incidencia de abortos espontaneos
también se eleva (Maroulis, 1991; Stein, 1985; Hassold and Chiu, 1985;
Warburton et al, 1986). Los datos de muchas lineas de investigacién indican
claramente que la causa primaria de estos cambios en la capacidad
reproductiva asociados a la edad es un aumento de la prevalencia de

aneuploidia en los ovocitos envejecidos debido a un trastorno de los
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mecanismos reguladores que controlan la formaciéon y la funcién del huso
meidtico (Pellestor et al., 2003; Nasmyth, 2001; Battaglia et al., 1996). Las
tasas de éxito conseguidas con las TRA, al igual que las tasas de fertilidad

natural, disminuyen a medida que aumenta la edad materna.

Las tasas de embarazo han aumentando continuamente en los ultimos 15
anos en las mujeres de todos los grupos de edad, pero los datos de los
resumenes nacionales anuales de las tasas de éxito de las TRA en EEUU
desde 1989 han mostrado claramente que la edad es el indicador prondstico
aislado mas importante.

b. Reserva ovarica

El numero total de ovocitos en cualquier mujer esta determinado
genéticamente y disminuye de modo inexorable a lo largo de la vida, de
aproximadamente 1-2 millones en el momento del parto a unos 300.000 en la
pubertad, 25.000 a los 37-38 afios (cuando se acelera el ritmo de agotamiento
folicular) y menos de 1.000 en la menopausia (Gougeon et al., 1994; Faddy et
al., 1992). Las pruebas de reserva ovarica ayudan a predecir la respuesta a la
estimulaciéon con gonadotropinas exdgenas y la probabilidad de éxito de la FIV
y estdn ampliamente aceptadas como elemento esencial de la evaluacion de
las candidatas para FIV. En la practica clinica, las pruebas mas frecuentes son
la concentraciéon sérica de FSH el dia 3 del ciclo y la prueba de estimulacién
con citrato de clomifeno. Las pruebas de reserva ovarica suelen ser fiables,
pero no son infalibles. Excepto cuando son claramente anormales, los
resultados de las pruebas deben utilizarse para orientar el tratamiento mas que

para rechazarlo.

FSH sérica el dia 3 del ciclo

Numerosos estudios han documentado Ila relacion entre las
concentraciones de FSH el dia 3 del ciclo y los resultados de la FIV. A medida
que aumentan las concentraciones de FSH, disminuyen de manera uniforme

las concentraciones maximas de estradiol alcanzadas durante la estimulacion,
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el numero de ovocitos recuperados y la probabilidad de embarazo y parto con
hijo vivo (Muasher et al., 1988; Scott et al., 1989; Toner et al., 1991; Pearlstone
et al., 1992; Scott and Hofmann, 1995; Bukman and Heineman, 2001; Barroso
et al,, 2001). Con los sistemas de analisis mas utilizados, generalmente se
consideran anormales unas concentraciones de FSH el dia 3 del ciclo por
encima de 10-15 Ul/I.

Estradiol sérico el dia 3 del ciclo

Las concentraciones de estradiol al comienzo de la fase folicular
proporcionan informacion adicional util. Las concentraciones superiores a 75-80
pg/ml reflejan el desarrollo folicular avanzado tipico de las mujeres con una
reserva folicular baja y, al igual que la elevacién de las concentraciones de FSH
el dia 3 del ciclo, pronostican pocas probabilidades de éxito (Smotrich et al.,
1995; Licciardi et al., 1995; Buyalos et al., 1997). Dado que las elevaciones
precoces de las concentraciones séricas de estradiol pueden suprimir las
concentraciones de FSH que de otra forma revelarian una reserva ovarica baja,
la medicion de las concentraciones de FSH y estradiol el dia 3 del ciclo tiene

mayor valor informativo.

Prueba de estimulacion con citrato de clomifeno

La prueba de estimulacion con citrato de clomifeno es una prueba de
provocacion, algo mas sensible, de la reserva ovarica. La prueba incluye
determinaciones de las concentraciones séricas de FSH y estradiol el dia 3 del
ciclo, y aflade una determinacion de la concentracion sérica de FSH el dia 10
del ciclo después del tratamiento con citrato de clomifeno (100 mg/dia, dias 5-9
del ciclo) (Navot et al., 1987). Se considera anormal >25 (la suma de la FSH el
dia 3 del ciclo mas la FSH el dia 10 del ciclo), aunque las concentraciones

basales del dia 3 sean normales (Hofmann et al., 1998; Yong et al., 2003).

Un valor elevado de FSH el dia 3 del ciclo o un resultado anormal en la
prueba de estimulacion con clomifeno implican un prondstico precario de éxito

de la FIV, con independencia de Ila edad (Scout et al, 1989;
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Toner et al.,, 1991; Bukman and Heinemann, 1995; El-Toukhy et al., 2002;
Csemiczky et al., 2002; Yanushpolsky et al., 2003).

Estas y otras observaciones indican que la edad y los resultados de la
prueba de reserva ovarica son factores prondsticos independientes del
resultado de la FIV (Akande et al., 2002). El prondstico para las mujeres con un
resultado anormal en la prueba de reserva ovarica suele ser desfavorable,
aunque sean jovenes. Para las mujeres con resultados normales en la prueba,
el prondstico depende de la edad; un resultado normal no mejora el prondstico

adverso especifico de la edad en las mujeres mayores.

B.3 Evaluacion antes de la FIV

Las parejas que tienen una o mas indicaciones comentadas anteriormente
y que son candidatas para FIV requieren una evaluacién adicional antes de

comenzar el ciclo de tratamiento.

a. Reserva ovarica

Como la respuesta ovarica esta inversamente relacionada con la
concentracion sérica de FSH el dia 3 del ciclo, los resultados también pueden
ayudar a orientar la eleccion del régimen de tratamiento y las dosis de

gonadotropinas utilizadas para la estimulacion.

b. Factor masculino

Incluso cuando una evaluacion diagndéstica previa ha revelado parametros
seminales completamente normales, debe repetirse un analisis del semen no
mucho antes del comienzo programado del ciclo para confirmar que la calidad
del semen no ha variado de manera considerable entre tanto o que no ha
sufrido una agresion transitoria por enfermedades febriles u otras causas.
Aunque algunos autores recomiendan realizar un cultivo sistematico del semen

antes de la FIV como proteccién frente al riesgo de contaminacion imprevista,
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la mayoria limita dicha evaluacion a los varones que presentan
leucocitospermia. La evaluacion de la morfologia de los espermatozoides,
valorada por criterios estrictos (norma Ill de la OMS), también ayuda a
determinar si la fecundacion asistida con ICSI puede ser recomendable (Kruger
et al., 1988; Menkveld and Kruger, 1995).

c. Deteccion selectiva de enfermedades infecciosas

Mientras que algunos autores recomiendan realizar pruebas sistematicas
para las infecciones no diagnosticadas por clamydias, que pueden reducir la
probabilidad de éxito de la FIV o aumentar el riesgo de aborto espontdaneo en
los ciclos de concepcion (Rowland et al., 1985; Lunenfeld et al., 1989; Licciardi
et al, 1992), otros autores limitan dicha evaluacion a las mujeres con esterilidad
por factor tubarico o que presentan otros factores de riesgo o recomiendan un
tratamiento preliminar sistematico de los dos miembros de la pareja con un

ciclo de doxiciclina oral.

Se recomienda realizar la deteccion sistematica de infecciones por el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la hepatitis B (antigeno de
superficie del virus de la hepatitis B) y el virus de la hepatitis C (anticuerpo
frente al virus de la hepatitis C) en los dos miembros de la pareja como medida
de proteccion para el resto del personal sanitario y para los fetos que pueden
obtenerse por la FIV y frente al riesgo de contaminacion cruzada de los

embriones criopreservados almacenados.

d. Evaluacion del Gtero

Como los miomas submucosos y los polipos endometriales pueden
interferir en la implantacion o producir un efecto adverso en el resultado del
embarazo, debe evaluarse meticulosamente la cavidad uterina antes de
comenzar un ciclo de FIV. Una histerosalpingografia realizada en un momento
mas temprano durante la evaluacidn diagndstica puede ser suficiente si es

completamente normal y relativamente reciente. Si la exploracién de la cavidad
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uterina se ha realizado hace mas de 6 meses o no se ha efectuado, o si existe
algun motivo para sospechar una anomalia de la cavidad uterina, esta indicada
una ecohisterografia o una histeroscopia en consulta. Aunque algunos autores
han recomendado practicar una histeroscopia preliminar sistematica antes de
la FIV (Goldenberg et al., 1991; Dicker et al., 1992; Asma et al., 1992; Golan et
al., 1992), la ecohisterografia es mas facil de realizar y su sensibilidad y
especificidad son similares a las de la histeroscopia para la deteccion de
anomalias dentro de la cavidad uterina (Becker et al., 2002; Leone et al., 2003;
Sylvestre et al., 2003).

B.4 Pautas de estimulaciéon ovarica

La pauta de estimulacion ovarica ideal para la FIV debe tener una tasa de
cancelacion baja, reducir los costes farmacoldgicos, los riesgos y los efectos
secundarios, precisar un seguimiento limitado por comodidad practica y
optimizar las tasas de embarazo simple, pero todavia no se ha definido un
régimen de este tipo. Se han descrito numerosas pautas que varian desde la
ausencia de estimulacion (ciclos naturales), pasando por una estimulacion
minima (citrato de clomifeno) o leve (tratamiento secuencial con citrato de
clomifeno y gonadotropinas exdgenas en dosis bajas), hasta la estimulacién
intensiva (gonadotropinas exégenas en dosis altas, solas o en combinacién con
un agonista o antagonista de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH)). Cada uno tiene sus ventajas, desventajas y aplicaciones. El régimen
de estimulacién seleccionada para una mujer debe estar basado en la edad, la

respuesta a estimulaciones previas y la reserva ovarica.

a. Ciclo natural

El primer parto resultante de FIV derivé de un ovocito recogido en un ciclo
menstrual natural sin estimulacién (Steptoe and Edwards, 1978). Naturalmente,
la FIV con ciclo natural sigue siendo posible, pero las tasas de éxito por inicio
de ciclo son muy bajas en comparacién con las conseguidas en ciclos de
estimulacion ovarica (Paulson et al., 1992; Claman et al., 1993; Fahy et al.,

1995; Ng et al., 2001). Aunque la recuperacion de ovocitos y la fecundacion
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tengan éxito, los ciclos naturales generalmente producen soélo un ovocito
maduro y un unico embridon. No existe oportunidad de seleccionar o
criopreservar embriones y las tasas globales de éxito reflejan la eficiencia
relativamente baja de implantacion de un embrion dado. La FIV con ciclo
natural sigue siendo wuna opcidon para las mujeres que responden
insuficientemente a la estimulaciéon ovarica (produciendo sélo 1-2 foliculos) y
para aquéllas que padecen enfermedades en las que es preferible evitar los
riesgos asociados a la estimulacion. Las gonadotropina coridonica humana
(hCG) exdgena se administra cuando el foliculo dominante alcanza un tamafio
compatible con una madurez plena, eliminando asi la necesidad de controlar
frecuentemente las concentraciones séricas endoégenas de LH (para detectar el
pico de LH) y definiendo mejor el momento 6ptimo para la recuperacion de
ovocitos. El tratamiento adyuvante con un antagonista de la GnRH puede
ayudar a prevenir un pico prematuro de LH y mejorar los resultados
conseguidos con la FIV con ciclo natural (Leroy et al., 1994; Rongieres-
Bertrand et al., 1999).

b. Citrato de clomifeno

Puede utilizarse la estimulacion minima con citrato de clomifeno para
aumentar el numero de foliculos en desarrollo. Generalmente, citrato de
clomifeno (100 mg diarios) se ha administrado durante 5-8 dias comenzando el
dia 3 del ciclo. El farmaco induce el desarrollo de dos o mas foliculos en la
mayoria de las mujeres que presentan una ovulacion normal (Dickey et al.,
1998; Messinis et al., 1998; Ingerslev et al., 2001), aunque el nimero de évulos
generados (1-3) sélo es ligeramente superior al obtenido en ciclos sin
estimulacion y sensiblemente inferior al obtenido en ciclos con estimulacion con
gonadotropinas exdgenas (Ingerslev et al., 2001; Braningan and Estes, 2000;
MacDougall et al., 1994). Las tasas de terminacion del ciclo son algo menores
que en los ciclos naturales, y el numero de ovocitos recuperados, el numero de
embriones transferidos y las tasas de embarazo son mayores. Al igual que en
los ciclos naturales, la hCG exdégena se administra cuando el foliculo
dominante alcanza una tamafo compatible con una madurez plena, y puede

utilizarse un antagonista de la GnRH para prevenir un pico prematuro de LH
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enddgena. Los resultados de un ensayo clinico aleatorizado que comparé los
resultados del ciclo en ciclos de FIV naturales y estimulados con clomifeno
indican que el tratamiento con clomifeno no tiene efectos adversos
demostrables sobre el crecimiento y el desarrollo del endometrio (Ingerslev et
al., 2001).

c. Tratamiento secuencial con citrato de clomifeno y gonadotropinas

exogenas

El tratamiento secuencial con clomifeno (100 mg diarios durante 5 dias) y
gonadotropinas exdégenas en dosis bajas es mas eficaz para estimular el
desarrollo multifolicular que el tratamiento con clomifeno solo (Diamond et al.,
1986; Corfman et al., 1993; Dor et al., 1992). Los costes farmacoldgicos y los
requisitos de control son moderadamente mayores, pero sensiblemente
inferiores a los asociados al tratamiento de estimulacion convencional de
“protocolo largo” que incluye un tratamiento con gonadotropinas en dosis mas
altas después de la regulacion por disminucion preliminar con un agonista de la
GnRH de accion prolongada (Weigert et al., 2002; Wiliams et al, 2002).
Aunque se recuperan menos ovocitos y se dispone de menos embriones para
transferencia o criopreservacion, las tasas de embarazo alcanzadas en ciclos
de transferencia de embriones “frescos” no son considerablemente inferiores y
los riesgos de sindrome de hiperestimulacion ovarica son menores. El principal
inconveniente  del tratamiento de  estimulacion  secuencial con
clomifeno/gonadotropinas es que la capacidad reproductiva global es menor
(embarazos totales resultantes de embriones frescos y embriones congelados-
descongelados derivados de un unico ciclo de estimulacion) (Toner et al.,
1991). La adicion de un antagonista de la GnRH al tratamiento anula de
manera eficaz el pequefio riesgo de un pico prematuro de LH, pero también

aumenta los costes (Williams et al, 2002; Engel et al., 2002).
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d. Induccién de la ovulaciéon con gonadotropinas exégenas

Las gonadotropinas exdgenas se han utilizado durante mas de 40 afios
para inducir la ovulacién en las mujeres con carencia de gonadotropinas y en
las que no responden a otras formas menos complicadas de tratamiento. Estos
farmacos potentes son sumamente eficaces, pero también muy caros y tienen
riesgos considerables, tales como el embarazo multiple y sindrome de
hiperestimulacién ovarica. Por consiguiente, las gonadotropinas exégenas
deben ser utilizadas unicamente por médicos con la formacion y la experiencia

necesarias para proporcionar un tratamiento seguro y eficaz.

d.1 Preparados de gonadotropinas

Los preparados de gonadotropinas exdogenas empleados para la induccion
de la ovulaciéon son de tres variedades diferentes: formulaciones urinarias,
urinarias purificadas y recombinantes. Durante casi 30 afos, las unicas
gonadotropinas exdgenas disponibles eran las gonadotropinas menopausicas
humanas (hMG, menotropinas), un extracto preparado a partir de la orina de
mujeres posmenopausicas que contiene cantidades equivalentes (75 Ul) de
FSH y LH por ampolla o vial y que requiere inyeccidén intramuscular. Las
menotropinas urinarias también contienen cantidades pequefas pero
cuantificables y variables de hCG, en su mayor parte afiadidas
intencionadamente durante el proceso de fabricacion para proporcionar el
grado adecuado de actividad LH y algunas derivadas de otras fuentes
(Stokman et al., 1993). Los extractos de gonadotropinas relativamente sin
elaborar como las hMG tradicionales también contenian cantidades importantes
de proteinas urinarias no caracterizadas (Van de Weijer et al., 2003) que
podian ser antigénicas. Los preparados actuales de hMG estdn mucho mas
purificados que antiguamente y se pueden administrar por via subcutanea
(Gocial et al., 2000).

Hace aproximadamente 20 afios se empezaron a desarrollar preparados
urinarios mas purificados de FSH eliminando la LH de los extractos urinarios

con el uso de columnas de inmunoafinidad que contenian anticuerpos anti-
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hCG. Los preparados iniciales de FSH urinaria purificada (75 Ul) contenian
menos de 1 Ul de LH pero una cantidad considerable de otras proteinas
urinarias y tenian que seguir administrandose por via intramuscular. Los
productos mucho mas purificados que se emplean en la actualidad contienen
menos de 0,001 Ul de LH y cantidades mucho menores de proteinas urinarias,
y se pueden administrar por via subcutanea. Hace poco mas de 15 afos que
se consiguid la produccién in vitro de FSH humana recombinante mediante
genotecnologia. Los preparados de FSH recombinantes contienen isoformas
de FSH menos acidas que tienen una semivida mas corta que las procedentes
de orina humana, pero estimulan la secrecidén de estrégenos con una eficiencia
equivalente o incluso mayor (Filicori et al., 2003). Las ventajas de los
preparados de FSH recombinantes son la ausencia de proteinas urinarias, el
suministro mas constante y la menor variacion de la actividad biolégica entre un

lote y otro.

Tradicionalmente y todavia hoy dia, en virtud de su semejanza estructural
y biologica con la LH, la hCG se utiliza para simular el pico de LH a fin de
inducir la ovulacion en ciclos estimulados con gonadotropinas exégenas una
vez que el desarrollo folicular alcanza la madurez. Aunque la hCG extraida de
la orina de embarazos humanos se siguen empleando de forma generalizada,
también se dispone de una forma recombinante de hCG, obtenida mediante
técnicas semejantes a las descritas anteriormente para la FSH recombinante
(Ludwing et al., 2003). El producto se comercializ6 en EEUU en 2001 y desde
entonces ha adquirido popularidad con rapidez. Aunque se sigue discutiendo la
equivalencia de la potencia y la dosis de la hCG recombinante y de la hCG
urinaria, por el momento los estudios indican que 250 ug del producto
recombinante obtienen resultados semejantes a los conseguidos con 5.000-
10.000 Ul de hCG urinaria (Ludwing et al., 2003; Butler, 2003; McDonough,
2003; Chang et al.,, 2001; Internacional Recombinant Human Chorionic
Gonadotropin Study Group, 2001).
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Se ha desarrollado una forma recombinante de LH humana con unas
actividades fisicoquimica, inmunoldgica y bioldégica semejantes a las de la LH
hipofisaria humana (Porchet et al., 1995; le Cotonnec et al., 1998; le Cotonnect
et al., 1998; le Cotonnect et al., 1998), que fue aprobada en Europa en el afo
2000. Tras la revision de la literatura actual, se pueden sacar las siguientes
conclusiones en lo que respecta a la utilizacién de la LH en los protocolos de

estimulacién para FIV-ICSI:

1. No existe evidencia clinica basada en pruebas de que el contenido de LH
de las preparaciones disponibles para la estimulacidon ovarica afecte

negativamente el resultado de los tratamientos de FIV-ICSI.

2. Las pacientes que mas se pueden beneficiar de la utilizacion de LH son las

de grupos de edad mayor y las de bajas respuestas anteriores.

3. Es posible que un numero importante de mujeres normagonadotropas sean
suprimidas tan profundamente en protocolos con agonistas de la GnRH, que

podrian beneficiarse de la adicion de LH en su protocolo de estimulacion.

4. En las estrategias de estimulacion ovarica mas actuales, es necesario
asociar a la FSH urinaria pura o recombinante, accion LH en cantidades
diversas y con el ratio FSH/LH adecuado para cada paciente de manera

individual.

La experiencia clinica con la LH recombinante continua siendo bastante

limitada, pero parece probable que aumente en un futuro préximo.

La disponibilidad de FSH, LH y hCG recombinantes ha contribuido
significativamente a aumentar nuestros conocimientos sobre las acciones
especificas de las gonadotropinas en el desarrollo folicular y la maduracién del
ovocito (Fauser, 1997; Filicori, 1999; Levy et al., 2000). Las gonadotropinas
recombinantes confieren la capacidad de adaptar los regimenes de
estimulacién ovarica a las necesidades de cada mujer con el fin de optimizar la

calidad de los ovocitos y la fecundidad de los ciclos. Por desgracia, todavia no
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contamos con la capacidad de definir con exactitud cuales son estas

necesidades especificas.

d.2 Estimulacion con gonadotropinas exégenas después de una
regulaciéon a la baja (Down-Regulation) con un agonista de la GnRH de

accién prolongada: Protocolo largo

La introduccion de los agonistas de la GnRH de accién prolongada a
finales del decenio de 1980 revolucion¢ la estrategia de la estimulacion ovarica
en las TRA al permitir la regulacion a la baja de la secrecion de gonadotropinas
hipofisarias enddgenas y, asi, evitar un pico prematuro de LH durante la
estimulaciéon con gonadotropinas exdgenas. El tratamiento adyuvante con un
agonista de la GnRH eliminé la necesidad de mediciones frecuentes de la LH
sérica y aplaco los temores de una luteinizacion prematura, que anteriormente
habia requerido la cancelacién de aproximadamente el 20% de los ciclos de
FIV antes de la recuperacion de ovocitos (Meldrum, 1989; Edwards et al., 1996;
Janssens et al., 2000). Como menos del 2% de los ciclos se complican por un
pico prematuro de LH después de la regulacion a la baja con un agonista de la
GnRH, la estimulacién puede continuar hasta que los foliculos sean mayores y
mas maduros. Ensayos clinicos posteriores demostraron que el numero de
ovocitos producidos y las tasas de embarazo fueron significativamente mayores
en comparacion con los ciclos estimulados sélo con gonadotropinas exdégenas
(Hughes et al., 1992; Daya, 2000). Ademas, el tratamiento con agonistas de la
GnRH ofreci6 la deseada ventaja adicional de la flexibilidad en la
programacion, que permite que los programas coordinen los comienzos de los
ciclos para grupos de mujeres simplemente variando la duracion de la
supresion con agonistas de la GnRH. No resulta sorprendente que el “protocolo
largo” se convirtiera en el tratamiento de estimulacion ovarica de eleccion para
todas las formas de TRA. Su unico inconveniente es que el tratamiento con
agonistas de la GnRH en ocasiones reduce la respuesta a una estimulacion
subsiguiente con gonadotropinas y aumenta la dosis y la duracién necesarias
del tratamiento con gonadotropinas para estimular el desarrollo folicular. Los
costes combinados de las gonadotropinas adicionales y del propio agonista

aumentan el coste total del tratamiento. No obstante, debido a que los
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agonistas de la GnRH tienen mas ventajas que inconvenientes, el protocolo
largo ha seguido siendo el tratamiento de estimulacién ovarica habitual en los

ciclos de TRA durante mas de un decenio.

En el ciclo tipico, el tratamiento con agonistas de la GnRH comienza
durante la fase lutea media, aproximadamente 1 semana después de la
ovulacion, en un momento en el que las concentraciones de gonadotropinas
enddégenas se encuentran en sus valores minimos o proximas a éstos y en el
que la liberacidon aguda de gonadotropinas hipofisarias almacenadas en
respuesta al agonista, conocido como efecto de estimulacion inicial (flare-up),
es menos probable que estimule una nueva “ola” de desarrollo folicular
(Meldrum et al., 1988; Urbancsek and Witthaus, 1988). El tratamiento también
puede comenzar al inicio de la fase folicular, pero el tiempo necesario para
conseguir la regulacién por disminucion de la hipodfisis es mayor y la
prevalencia de foliculos quisticos es mas alta (Meldrum et al., 1988). La
estimulaciéon con gonadotropinas también produce mas foliculos y ovocitos
cuando el tratamiento con agonistas comienza durante la fase lutea (Urbancsek
and Witthaus, 1988; Ron-El et al., 1991), posiblemente porque la produccion de
androgenos estimulada por la LH y las concentraciones de androgenos
circulantes se suprimen con mayor eficacia durante toda la foliculogénesis
(Cedars et al., 1990). Como el numero de o6vulos producidos es mayor, el
numero de embriones disponibles también es mas alto. Por consiguiente, la
probabilidad de disponer de un numero 6ptimo de embriones para transferencia
y un numero sobrante de embriones para criopreservacion es mayor. El
tratamiento con un agonista de la GnRH puede programarse para comenzar el

dia 21 del ciclo suponiendo un ciclo normal de aproximadamente 28 dias.

Los agonistas de la GnRH de uso habitual son el acetato de leuprorelina
(administrado en inyeccion subcutanea), el acetato de nafarelina (administrado
en pulverizador nasal), acetato de buserelina (administrado en inyeccion
subcutanea o en pulverizador nasal) y triptorelina (administrada por via
subcutanea), y todos ellos parecen tener la misma eficacia (EI-Nemr et al.,
2002).
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En condiciones ideales, deberia confirmarse una supresion eficaz inducida
por el agonista de la GnRH de las concentraciones séricas de estradiol (inferior
a aproximadamente 40 pg/ml) y de la actividad folicular ovarica (la ecografia
transvaginal basal no muestra quistes foliculares de mas de 10-15 mm de

diametro) antes de comenzar la estimulacién con gonadotropinas.

La dosis inicial de gonadotropinas exdgenas utilizada para estimular el
desarrollo de los foliculos ovaricos después de la regulacion a la baja inducida
por el agonista de la GnRH debe ajustarse a las necesidades de cada muijer.
Las dosis iniciales tipicas varian entre 150 y 300 Ul de FSH diarias,
dependiendo de la edad, de los resultados de la prueba de reserva ovarica y de
la respuesta observada en ciclos previos de FIV. Puede realizarse un aumento
progresivo (comenzando con una dosis baja y aumentandola segun sea
necesario en funcion de la respuesta) o una disminucidon progresiva
(comenzando con una dosis mas alta y reduciéndola segun sea necesario en

funcién de la respuesta), pero suele preferirse esta ultima estrategia.

Persiste la preocupacion por el hecho de que el tratamiento con un
agonista de la GnRH pueda suprimir las concentraciones de LH enddgena por
debajo de los valores necesarios para el desarrollo normal de los foliculos al
menos en algunas mujeres (Filicori, 1999). Como sélo el 1% de los receptores
para la LH debe estar ocupado para una esteroidogénesis folicular normal
(Chappel and Howles, 1991), los niveles bajos de secrecion de LH después de
la regulacién a la baja con un agonista de la GnRH son suficientes para
satisfacer las necesidades en la mayoria de las mujeres estimuladas con FSHu
o FSHr solas (Balasch et al., 2001). Sin embargo, las concentraciones de LH
también podrian ser insuficientes en las mujeres que presentan una supresion
mas profunda. Los datos indican que el tratamiento combinado con LH
recombinante y FSHr puede mejorar la respuesta en mujeres que han
respondido previamente mal a la FSHr sola (Laml et al., 1999). De hecho, las
concentraciones de LH estan claramente suprimidas (menos de 1 Ul/l) en
muchas mujeres tratadas sélo con FSHr, y en esos ciclos la dosis y la duracion
de gonadotropinas necesarias son mayores y las concentraciones maximas de

estradiol son mas bajas; el numero de ovocitos y de embriones también puede
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disminuir (Fleming et al., 1996; Fleming et al., 2000). Otros datos indican que
las tasas de fecundacion, implantacién y embarazo podrian verse afectadas
negativamente cuando las concentraciones de LH son extremadamente bajas
(Westergaard et al., 2001; Gordon et al., 2001; Westergaard et al; 1996; The
Ganirelix Dose-Finding Study Group, 1998). La incidencia de embarazos
bioquimicos y abortos precoces también parece ser mas alta después de la
concepcion en ciclos de TRA en los que la LH se ha suprimido a
concentraciones excepcionalmente bajas (Westergaard et al., 2000; Esposito et
al., 2001). Los datos indican que podria haber un subgrupo de mujeres normo-
gonadotrépicas que podrian beneficiarse del tratamiento complementario con
hMG o LHr durante la estimulacion ovarica. Aunque todavia no se han
establecido criterios fiables para identificar a esas mujeres, existen buenos
motivos para prever que las investigaciones futuras definiran con el tiempo el
intervalo de concentraciones de LH que produce resultados 6ptimos (Shoham,
2002).

La respuesta a la estimulacion se controla mediante mediciones seriadas
del estradiol sérico y ecografia transvaginal de los foliculos ovaricos. La
primera concentracion sérica de estradiol suele obtenerse después de 3-5 dias
de estimulaciéon para determinar si es preciso ajustar la dosis elegida de
gonadotropinas. Posteriormente, las concentraciones séricas de estradiol y los
estudios de imagen de los ovarios se obtienen cada 1-3 dias en funcion de la
calidad de la respuesta y de la necesidad de evaluar la repercusion de posibles
ajustes de la dosis del tratamiento con gonadotropinas. La mayoria de las
mujeres requiere un total de 7-12 dias de estimulacion. En general, el objetivo
es tener al menos dos foliculos de 17-18 mm de didmetro medio, idealmente
acompafados de otros foliculos de 14-16 mm, y una concentracién sérica de
estradiol concordante con el tamafo global y la madurez de la cohorte
(aproximadamente 200 pg/ml por foliculo de 14 mm o mas). Es importante
sefalar que estos valores umbrales proporcionan unicamente una guia
aproximada, ya que las mediciones de los foliculos varian entre los
observadores y con el equipo empleado. Los numerosos analisis de estradiol

utilizados en la practica clinica también varian en sus caracteristicas de

22



Introduccion

rendimiento. Por ultimo, cada programa debe establecer empiricamente sus

propios umbrales basandose en su propia experiencia.

Generalmente también se vigila el desarrollo del endometrio durante la
estimulacion midiendo el grosor del endometrio. Aunque varios estudios han
investigado el valor prondstico del grosor y la textura ecografica del endometrio
en los ciclos de TRA, esta cuestion sigue siendo controvertida. Muchos autores
han senalado que los resultados son mejores cuando el endometrio tiene un
grosor de al menos 8-9 mm o un aspecto “trilaminar” y peores cuando el
endometrio tiene un grosor de 6-7 mm o tiene un aspecto homogéneo el dia de
la administracion de hCG (Ueno et al., 1991; Bergh et al., 1992; Oliveira et al.,
1997; Noyes et al., 1995; Dickey et al., 1992; Fanchin et al., 2000; Check etal.,
1993). Sin embargo, otros autores no han observado una correlacion clara
entre el grosor o el aspecto del endometrio y los resultados (Ueno et al., 1991;
Bergh et al., 1992; Oliveira et al., 1997; Zaidi et al., 1995; khalifa et al., 1992;
Bassil, 2001). Aunque las determinaciones del crecimiento del endometrio son
habituales, su utilidad sigue siendo dudosa. Por consiguiente, resulta dificil
justificar los cambios en los regimenes de estimulacion y la terminacion del
ciclo basandose en el grosor o el aspecto del endometrio (De Geyter et al.,
2000).

Una vez alcanzados los umbrales de respuesta deseados, se administra
hCG (5000-10.000 Ul) para inducir la maduracion folicular final. La dosis
equivalente de la forma recombinante de hCG actualmente disponible es 250
Mg (Ludwig et al., 2003; Butler, 2003). En su momento existié una controversia
importante sobre el valor prondstico de la concentracion sérica de progesterona
el dia de la administracion de la hCG. Aunque muchos estudios mostraron que
las tasas de embarazo eran mucho menores cuando la concentracion de
progesterona era superior a 0,9-1,0 ng/ml (Schoolcraft et al., 1991; Silverberg
et al., 1991; Mio et al., 1992; Fanchin et al., 1993; Harada et al., 1995; Shulman
et al., 1996), otros muchos no demostraron esta correlacion o incluso

detectaron la correlaciéon inversa (Givens et al., 1994; Bultillo et al., 1995;
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Abuzeid et al., 1996; Hofmann et al., 1996; Moffitt et al., 1997). Con el tiempo
se demostroé que las concentraciones de progesterona ligeramente elevadas a
mitad del ciclo son relativamente frecuentes en mujeres que responden bien a
la estimulacion con gonadotropinas y que constituyen un indicador de mal
prondstico so6lo en las mujeres que presentan una respuesta insuficiente
(Fanchin et al., 1997). Aunque podria ser tentador retrasar la administracion de
hCG en las mujeres con una respuesta insuficiente para dar la oportunidad a
los foliculos mas pequenos de madurar mas, esta practica no es probable que
tenga éxito y podria ser contraproducente.

d.3 Estimulaciéon secuencial con un agonista de la GnRH vy

gonadotropinas exégenas: Protocolo corto.

El protocolo corto es un régimen de estimulacion alternativo que
aprovecha la fase inicial breve agonista de la respuesta a un agonista de la
GnRH de accion prolongada y la supresion subsiguiente de la secrecion de
gonadotropinas endégenas inducida por el tratamiento a largo plazo (Padilla et
al., 1996; Garcia et al., 1990). En un protocolo corto convencional tipico se
administra acetato de leuprorelina (1,0 mg diarios) los dias 2-4 del ciclo,
continuando luego con una dosis reducida (0,5 mg diarios), y la estimulacién
con gonadotropinas (150-450 Ul diarias) comienza el dia 3 del ciclo. Los
ajustes posteriores de la dosis de estimulacidon con gonadotropinas, si son
necesarios, se basan en la respuesta, y las indicaciones para la administracion
de hCG son las mismas que en el protocolo largo. Un metaanalisis inicial de 7
ensayos clinicos que compararon los regimenes de tratamiento corto y largo
con un agonista de la GnRH mostré que los dos protocolos produjeron tasas
de cancelacion del ciclo y de embarazo similares (Hughes et al., 1992). Una
revision sistematica posterior de 22 ensayos concluyé que las tasas de
embarazo conseguidas con el protocolo largo fueron en general ligeramente
superiores a las alcanzadas con el protocolo corto (odd ratio: 1,27; IC: 1,04-
1,56) (Daya, 2000). La disminucion de la flexibilidad de programacion es un
inconveniente claro del protocolo corto, a menos que el inicio de la
menstruacion esté controlado con tratamiento preliminar con un anticonceptivo

oral. ElI régimen de tratamiento del protocolo corto también se asocia
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habitualmente a aumentos significativos de las concentraciones séricas de
progesterona y andrégenos, probablemente por un rescate tardio del cuerpo
luteo (San Roman et al., 1992; Gelety et al., 1995), lo cual puede tener efectos
adversos sobre la calidad de los ovocitos y la fecundacién, asi como sobre las
tasas de embarazo (Loumaye et al., 1989).

El protocolo “ultracorto” con un agonista de la GnRH es una variacién del
protocolo corto en el que se administra un agonista durante 3 dias para
estimular la respuesta corta pero después se suspende; el tratamiento continua
s6lo con gonadotropinas exégenas. Como cabria prever, los picos prematuros
de LH tienen mayor prevalencia que en los ciclos estimulados con protocolos
largo o corto convencionales, ya que la regulacién a la baja de la secrecion de
gonadotropinas endodgenas requiere el tratamiento con agonistas a un plazo
mas largo. El protocolo ultracorto de estimulacion con un agonista de la GnRH
produce resultados inferiores a los obtenidos con los protocolos corto y largo y

rara vez se utiliza (Ron-El et al., 1992; Tan et al., 1994).

d. 4 “Coasting”

Esta estrategia ha despertado en los ultimos tiempos, especial interés por
su eficacia y porque constituye una medida que permite continuar hasta el final
el tratamiento en pacientes con riesgo de presentar un Sindrome de
Hiperestimulacion ovarica (SHO). La palabra coasting es un anglicismo que
significa “avanzar sin esfuerzo”, proceso que fue descrito por primera vez en
1995 por Sher y cols., y que consiste en el retraso en la aplicacion de la hCG
suspendiendo la administracion de la FSH, hasta que los niveles de estradiol
desciendan a valores seguros. Los resultados (Waldenstrom et al., 1999;
Egbase et al., 1999; Fluker et al., 1999; Al-Shawaf et al., 2001) indican que la
tasa de gestaciéon se mantiene y, aunque parece disminuirse el porcentaje de

SHO grave, no lo evita en todos los casos.

Una caida de los niveles de estradiol por debajo de 3000 pg/ml puede ser,
por una parte segura pero por otra, nociva para la calidad de los ovocitos. Debe

igualmente tenerse en cuenta el porcentaje de ovocitos entre 15-17 mm en el
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momento de realizar el coasting, pues es ahi donde esta el futuro del
tratamiento, ya que se considera que éstos pueden seguir su crecimiento en
presencia de minimas cantidades de FSH, mientras que los mas grandes y los
mas pequenos sufririan atresia. Si el porcentaje de foliculos mayores de 18 mm
es muy superior al de los menores de 18 mm, posiblemente sea demasiado

tarde y se desarrollen grandes quistes con ovocitos de mala calidad.

En la mayoria de las pacientes, los niveles de estradiol siguen subiendo
durante uno o dos dias mas, y es necesario realizar controles diarios, tanto de
estradiol como ecografico, para seguir el desarrollo folicular. La duracién del
coasting mas alla de cierto umbral de tiempo también podria afectar a la

calidad de los ovocitos.

d.5 Estimulacion con gonadotropinas exégenas con adicion de un

antagonista de la GnRH

La introduccién relativamente reciente de antagonistas de la GnRH en la
practica clinica ha proporcionado otra opcidén para la estimulacién ovarica en
las TRA. A diferencia de los agonistas de accion prolongada, que primero
estimulan y luego inhiben la secrecion de gonadotropinas hipofisarias mediante
la desensibilizacion de las células gonadotréficas a la GnRH por medio de una
regulacion a la baja de los receptores, los antagonistas bloquean el receptor
para la GnRH de manera competitiva dosis-dependiente y no tienen efecto de
liberacion de gonadotropinas (Matikainen et al., 1992); la supresion de las

gonadotropinas es casi inmediata.

Los antagonistas de la GnRH ofrecen varias ventajas potenciales sobre
los agonistas. En primer lugar, la duracion del tratamiento con un antagonista
es mas corta que con un agonista. Dado que su unica finalidad es prevenir un
pico prematuro de LH enddégena y que sus efectos son inmediatos, el
tratamiento con antagonistas puede posponerse hasta un momento mas
avanzado del desarrollo folicular (después de 5-7 dias de estimulacién con
gonadotropinas), una vez que las concentraciones de estradiol se han

estabilizado, eliminando asi los sintomas de carencia de estrogenos que
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pueden aparecer en las mujeres tratadas con un agonista (Olivennes et al.,
2002). En segundo lugar, como también se eliminan los efectos supresores que
pueden ejercer los agonistas sobre la respuesta ovarica a la estimulacion con
gonadotropinas, pueden reducirse la dosis total y la duracion de la estimulacion
con gonadotropinas (Olivennes et al., 2002; Albano et al., 2000). Por la misma
razon, los protocolos de estimulacion que utilizan un antagonista pueden ser
beneficiosos para las mujeres que han mostrado una respuesta baja con un
protocolo largo convencional (Akman et al., 2001). En tercer lugar, al eliminar el
efecto corto de los agonistas, los antagonistas de la GnRH evitan el riesgo de
estimular el desarrollo de un quiste folicular. Por dultimo, el riesgo de
hiperestimulacién ovarica grave asociado al uso de antagonistas parece ser
menor que con los agonistas (Feberbaum et al., 2000; Ludwig et al., 2000;
Ludwig et al., 2001; Al-Inany and Alboulghar M., 2002).

Los antagonistas de la GnRH también tienen posibles inconvenientes.
Cuando se administran en dosis diarias pequefias, es esencial un cumplimiento
estricto del régimen de tratamiento prescrito. Los antagonistas también
suprimen la secrecion de gonadotropinas endoégenas de forma mas completa
que los agonistas. Mientras que las concentraciones bajas de LH observadas
durante el tratamiento con agonistas suelen ser suficientes para apoyar la
esteroidogénesis folicular normal cuando se utiliza FSHu o FSHr para la
estimulacion, pueden no serlo las concentraciones aun mas bajas observadas
en las mujeres tratadas con un antagonista. De hecho, las concentraciones
séricas de estradiol pueden estabilizarse o descender con el tratamiento con
antagonistas (The Ganirelix Dose-Finding Study Gropup, 1998; Olivennes et al.,
2002; de Jong et al.,, 2001). Aunque no parece afectarse el crecimiento
folicular, muchos autores prefieren afadir o reemplazar el tratamiento con una
dosis baja de hMG (75 Ul) al mismo tiempo. En tercer lugar, hay datos que
indican que las tasas de embarazo en los ciclos de tratamiento con
antagonistas pueden ser moderadamente menores en comparaciéon con los
ciclos de agonistas en el protocolo largo (Al-lnany and Aboulghar, 2002),

posiblemente porque los antagonistas de la GnRH podrian influir en la
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programacion mitética de las células implicadas en la foliculogénesis, la

formacion de blastdmeros y el desarrollo endometrial (Hernandez, 2000).

Los dos antagonistas de la GnRH disponibles para su uso clinico, ganirelix
y cetrorelix, tienen la misma potencia y la misma eficacia. En ambos casos, la
dosis eficaz para prevenir un pico prematuro de LH es de 0,25 mg diarios,
administrados por via subcutanea (The Ganirelix Dose-Finding Study Group,
1998; Albano et al.,, 1997). Tanto ganirelix como cetrorelix pueden
administrarse en una serie de dosis diarias pequefias (0,25 mg). ElI protocolo
de tratamiento puede ajustarse para comenzar el dia 5-6 de la estimulacién con
gonadotropinas (The Ganirelix Dose-Finding Study Group, 1998; Albano et al.,
1997; Diedrich et al., 1994) o adaptarse a la respuesta de la mujer,
comenzando el tratamiento cuando el foliculo dominante alcanza
aproximadamente 13-14 mm de diametro (Ludwig et al., 2002; Klipstein et al.,
2004). Los datos disponibles indican que el régimen individualizado
generalmente requiere menos dosis totales y puede producir mejores
resultados globales (Ludwig et al., 2002). Alternativamente, una dosis Unica
mayor de cetrorelix (3,0 mg) evitara de manera eficaz un pico de LH durante 96
horas. Si se administra el dia 6-7 de estimulacién, el intervalo de supresion
eficaz incluird el dia de administracién de hCG en la mayoria de las mujeres
(75%-90%); el resto podria recibir dosis diarias adicionales (0,25 mg) segun
sea preciso, finalizando el dia del tratamiento con hCG (Olivennes et al., 1998;
Olivennes et al., 2000; Olivennes et al., 2003). El régimen de tratamiento con
antagonistas en dosis unica también puede posponerse hasta que el foliculo

dominante alcance 13-14 mm de diametro (Fanchin et al., 2003).

Individualmente, los resultados de los primeros ensayos clinicos
aleatorizados que comparaban un protocolo de tratamiento fijo con
antagonistas con el protocolo largo con agonistas convencional indicaron que
los dos regimenes de estimulacion habian producido tasas de embarazo
similares (Albano et al., 2000; Olivennes et al., 2000; Borm and Mannaerts,
2000; The European Middle East Orgalutran Stydy Group, 2001; Fluker et al.,
2001). Sin embargo, un metaanalisis que combiné los datos de cinco de estos

ensayos reveld que la tasa de embarazos clinicos habia sido un 5% menor en
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los ciclos de tratamiento con antagonistas a pesar de que se transfirieron
numeros equivalentes de embriones de buena calidad (Al-Inany and Aboulghar,
2002). En general, la dosis total y la duracion de la estimulacion con
gonadotropinas necesarias, las concentraciones sericas maximas de estradiol y
el numero de foliculos y ovocitos también fueron menores en los ciclos de

antagonistas.

Dosis mas altas de gonadotropinas podrian ayudar a aumentar el numero
de foliculos y ovocitos en los ciclos de tratamiento con antagonistas (Wikland et
al., 2001). Otra estrategia consiste en el tratamiento preliminar con estradiol
micronizado oral durante la fase Iutea del ciclo antes de la estimulacion (4,0 mg
diarios desde el dia 20 del ciclo hasta el dia anterior al comienzo de la
estimulacion con gonadotropinas). El tratamiento previo con estradiol en la fase
lutea reduce el ritmo de crecimiento y la disparidad del tamafio folicular al
comienzo de la estimulacion y aumenta el numero de foliculos maduros,
ovocitos y embriones en los ciclos de tratamiento con antagonistas (Fanchin,
Salomon et al., 2003; Fanchin, Cunha-Filho et al., 2003). La mejora de la
dinamica folicular observada es similar a la obtenida con la regulacion por
disminucién con un agonista de la GnRH en el protocolo largo y podria ayudar
aumentar las tasas de éxito al mismo nivel. El aumento de rebote de las
concentraciones de FSH enddgena que sigue a la retirada del tratamiento con
estradiol podria muy probablemente presentar sinergia con las gonadotropinas
exdgenas para inducir el desarrollo multifolicular (de Ziegler et al., 1998;
Fanchin et al., 2003).

No estd clara la explicacion de las tasas de embarazo ligeramente
inferiores observadas en los ciclos de tratamiento con antagonistas. Es posible,
pero improbable, que los antagonistas de la GnRH tengan efectos adversos
sobre los ovocitos, los embriones o el endometrio (Hernandez, 2000; Ortmann
et al., 2001). Parece mas probable que los primeros resultados simplemente
reflejaran la inexperiencia y que mejoraran con el tiempo y con las futuras

mejoras del régimen de tratamiento. Muchas de las ventajas originalmente
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previstas para los antagonistas de la GnRH ya se han hecho realidad. Todavia
no esta claro si los antagonistas sustituiran finalmente a los agonistas y se
convertiran en el régimen de estimulacion habitual de las TRA, pero se han
considerado especialmente prometedores para las mujeres con poliquistosis
ovarica y para aquéllas que responden mal a la estimulacion después del
tratamiento con un agonista. Tanto los agonistas como los antagonistas pueden
suprimir las concentraciones elevadas de LH circulante, pero las cohortes de
foliculos mas pequefios observadas en los ciclo de antagonistas pueden
ayudar a reducir el riesgo de hiperestimulacidon ovarica en mujeres con
poliquistosis ovarica que tienden a presentar una respuesta alta. El uso de
antagonistas en lugar de agonistas también ofrece la oportunidad de utilizar un
agonista en lugar de hCG para inducir la maduraciéon final de los ovocitos,
reduciendo quiza asi aun mas el riesgo de sindrome de hiperestimulacion
ovarica (ltskovitz-Eldor et al., 2000). Mientras que la inyeccion de un bolo unico
de un agonista desencadena un pico fisiolégico de LH que dura menos de 24
horas, acompafiado de una elevacién aguda de la FSH, las concentraciones de
hCG permanecen elevados durante varios dias y estimulan concentraciones

claramente mas altas de estradiol y progesterona (Fauser et al., 2002).

Las pautas de tratamiento con antagonistas utilizadas actualmente
también tienen posibles inconvenientes para las mujeres con poliquistosis
ovarica. Las concentraciones de LH ténicamente elevadas permaneceran asi
hasta que comience el tratamiento con antagonistas. Por consiguiente, las
concentraciones de LH pueden aumentar de forma prematura, especialmente si
se pospone el tratamiento con antagonistas hasta que el foliculo dominante
alcance al menos 14 mm. Ademas, los datos disponibles indican que el
aumento de la exposicién a la LH durante el inicio del desarrollo folicular puede
ser perjudicial y predisponer a tasas de embarazo mas bajas (Kolibianakis,
Bourgain et al., 2002; Kolibianakis, Albano et al., 2003; Kolibinakis, Zikopoulos
et al.,, 2002; Kolibianakis, Albano, Kahn et al., 2003; Kolibianakis, Albano,
Camus et al., 2003). En teoria, el tratamiento previo con un anticonceptivo oral
podria ser bastante util al suprimir las concentraciones de LH y andrégenos

antes de que comience la estimulacion, reduciendo la exposicion durante el

30



Introduccion

inicio del desarrollo folicular y el riesgo de elevacion de la concentracion de LH
antes de que se inicie el tratamiento con antagonistas. La supresion preliminar
con anticonceptivos orales y el posterior tratamiento con antagonistas también
podria ayudar a limitar la respuesta folicular a la estimulacion con
gonadotropinas preservando la opcion de uso de un agonista para inducir la
maduracion final de los ovocitos. Un comienzo mas temprano del tratamiento

con antagonistas puede ofrecer ventajas similares.

Las mujeres con respuesta baja constituyen otro grupo en el que los
antagonistas de la GnRH podrian ser especialmente utiles debido a que el
tratamiento con antagonistas elimina los efectos supresores que los agonistas
de accion prolongada pueden tener sobre la respuesta folicular y puede
prevenir los picos prematuros de LH observados habitualmente en mujeres
estimuladas sélo con gonadotropinas (Surrey and Schoolcraft, 2000). La
experiencia inicial con el uso de antagonistas en esta poblacion especifica
indicaba que la adicidn de un antagonista al régimen de estimulacion con
gonadotropinas no reduce el numero de foliculos y de ovocitos producidos o las
tasas de fecundacion, y que podria aumentar las tasas de embarazo (Akman et
al., 2000). En un ensayo no aleatorizado de mujeres con respuesta baja
tratadas de nuevo con un protocolo largo convencional o con un régimen de
estimulaciéon con antagonistas, se observaron tasas de embarazo similares,
pero la dosis total y la duracion de la estimulacion con gonadotropinas
necesarias fueron significativamente menores en las mujeres que recibieron
tratamiento con antagonistas (Nikolettos et al., 2001). Un ensayo clinico
aleatorizado que comparo los resultados obtenidos con un protocolo corto con
un agonista de la GnRH en microdosis y un régimen de tratamiento con un
antagonista no mostré diferencias en las tasas de embarazo a pesar de que las
concentraciones maximas de estradiol eran mas bajas en las mujeres tratadas
con un antagonista (Akman et al., 2001). En otro estudio de mujeres con
respuesta baja que no consiguieron concebir con un protocolo corto
convencional, un régimen de tratamiento con un antagonista produjo un
numero mayor de embriones y transferencias y tasas de embarazo en curso

por transferencia mas altas (Fasouliotis et al., 2003). Es légico esperar que los
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resultados alcanzados con los regimenes de estimulacion alternativos en
mujeres con una respuesta previa baja seguiran siendo moderados, pero las
primeras experiencias con protocolos de antagonistas sugieren que son al
menos tan eficaces como otros regimenes de tratamiento mas complicados y

caros.

C. RECUPERACION DE OVOCITOS

La recuperacion de ovocitos suele realizarse aproximadamente 36 horas
después de la administracion de hCG. Los intervalos moderadamente mas
largos no aumentan sensiblemente el riesgo de ovulacién ni afectan de forma
negativa a la calidad de los ovocitos, las tasas de fecundacién ni los resultados
globales en ciclos con regulacién a la baja con agonistas de la GnRH (Dimitry
et al., 1991; Tan et al., 1992; Jamieson et al., 1991; Tarlatzis, 1992), pero una
recuperacion mas temprana podria dar lugar a un numero menor de ovocitos

maduros (Mansour et al., 1994).

Actualmente la técnica habitual es la aspiracion de ovocitos guiada por

ecografia transvaginal (Ditkoff et al., 1997).

El tratamiento profilactico con antibiéticos (doxiciclina 100 mg, cefoxitina 2
g), administrados por via intravenosa 30-60 minutos antes de la recuperacion
es frecuente pero controvertido debido a la baja incidencia de complicaciones
infecciosas después de la recuperacion (0,3%-0,6%) (Dicker et al., 1993;
Bennett et al., 1993). De forma alternativa puede iniciarse el tratamiento con
antibidticos orales justo después del procedimiento (tetraciclina, doxiciclina),
reservando los antibidticos intravenosos para las mujeres con un riesgo alto de

infeccion (antecedentes de enfermedad inflamatoria pélvica, endometrioma).

Los antisépticos (povidona yodada) son toxicos para los ovocitos, y

algunos datos indican que su uso podria asociarse a tasas de embarazo mas
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bajas (Van Os et al., 1992). Cuando se utilizan para preparar la vagina antes de
la recuperacion, debe realizarse a continuacion una irrigacién meticulosa con
solucion salina estéril, pero la irrigacion repetida con solucion salina sola suele

ser suficiente para limpiar la vagina.

Se utiliza un sonda ecografica vaginal (5-7 MHz) en una funda de plastico
estéril con una guia de aguja acoplada para visualizar los ovarios y alinear la
guia con los foliculos en su diametro mayor. Se utiliza una aguja desechable
del calibre 16-17 G especialmente disefada para penetrar claramente cada
foliculo y aspirar el liquido folicular y los ovocitos. Con la presion de vacio
apropiada (100-200 mm Hg), las paredes del foliculo se colapsan rapidamente
pero no obstruyen la luz de la aguja. En general, pueden aspirarse todos los
foliculos que tengan un diametro mayor de 10 mm con no mas de 1 o 2

penetraciones diferentes en cada lado.

Las complicaciones graves de la recuperacion de ovocitos son
infrecuentes. Una hemorragia vaginal limitada al punto de puncion es
relativamente frecuente (8%) y suele controlarse con un periodo breve de
compresion directa, pero en ocasiones puede requerir sutura (Bennett et al.,
1993). La hemorragia aguda del ovario y la hemorragia o los hematomas por
lesion de los vasos uterinos, ovaricos o iliacos son poco frecuentes (0,04%-
0,07%), pero pueden requerir intervencidn quirurgica (Bennett et al., 1993). La
incidencia de infecciones pélvicas postoperatorias es bastante baja incluso sin
profilaxis antibidtica (0,3%-0,6%), y casi la mitad se presenta como abscesos
tuboovaricos 1-6 semanas después de la recuperacion (Dicker et al., 1993;
Bennett et al., 1993). Las mujeres con endometriomas ovaricos y las que tienen
antecedentes de salpingitis presentan el riesgo mas alto (Padilla, 1993; Younis
et al., 1997; Tureck et al., 1993; Yaron et al., 1994). Otras complicaciones poco
frecuentes son la rotura de un quiste dermoide (Cocia et al., 1996), la
laceracién de una vena sacra (Almog et al., 2000) y la osteomielitis lumbosacra
(Almog et al., 2000).
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D. MADURACION DE_OVOCITOS

Hasta el 20%-30% de los ovocitos recuperados pueden ser inmaduros en
el momento de la recuperacion, lo cual refleja el tamafio variable de los
foliculos de la cohorte en el momento de la administracion de hCG. Es
importante efectuar una evaluacion precisa de la madurez de los ovocitos para
determinar el momento de la fecundacion, especialmente cuando se va a

realizar una ICSI.

Al igual que el pico de LH en los ciclos naturales, la hCG induce la
reanudacion de la meiosis en los ovocitos primarios previamente detenidos en
la profase | de la primera divisibn meidtica. La madurez de los ovocitos
generalmente puede valorarse por la expansion de la masa del cumulo, la
radiacion de las células de la corona, el tamafno y la cohesividad de las células
de la granulosa y la forma vy el color del ovocito. Cuando se retira la masa del
cumulo como preparacion para la ICSI puede evaluarse el ovocito en funcién
de la presencia o ausencia del primer corpusculo polar y la vesicula germinal

(membrana nuclear).

Un ovocito maduro (metafase Il) ha extruido el primer corpusculo polar y
se encuentra en la fase de reposo de la meiosis Il. Las células del cumulo
suelen estar expandidas y luteinizadas y la corona radiada muestra un patrén

de “rayos de sol”.

Los ovocitos maduros requieren una incubacion preliminar escasa y
normalmente se inseminan unas 4 horas después de la recuperacion (intervalo
2-8 horas).

E. FECUNDACION

La fecundacion puede conseguirse mediante FIV o mediante ICSI cuando
existe un factor masculino confirmado o presunto y cuando existe preocupacion

por una fecundacion deficiente o fracasada. De hecho, un factor masculino es
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actualmente el diagndstico aislado mas frecuente en las parejas que se

someten a ICSI.

E. 1 Fecundacioén in vitro (FIV)

Debe obtenerse una muestra de semen por masturbacién justo antes o
justo después de la recuperacion. Los dos métodos mas utilizados para la
preparacion de los espermatozoides antes de la fecundaciéon son la técnica del
swim-up y la centrifugacién por gradiente de densidad. A continuacion se
incuban los espermatozoides aislados en medios enriquecidos con una
concentracion alta de proteinas durante 0,5-4,0 horas para conseguir la

capacitacion.

En general, en FIV-TE cada ovocito se incuba con 50.000-100.000
espermatozoides moviles durante un periodo de 12-18 horas a 37 °C en
diéxido de carbono al 5% en aire, con una humedad relativa del 98%. La
reaccidn acrosémica, esencial para permitir a los espermatozoides penetrar en
la zona pelucida, se inicia por el contacto entre los espermatozoides y la zona.
A su vez, la penetracién del espermatozoide desencadena la reaccion cortical
con exocitosis de los granulos corticales del ooplasma y deja la zona pelucida
relativamente resistente a la penetracion por mas de un espermatozoide
(polispermia). La FIV convencional suele conseguir tasas de fecundacion de
entre el 50-70%.

La penetracidon del espermatozoide también activa el ovocito y estimula la
segunda division meidtica, provocando la separacion de las cromatides entre el
y el segundo corpusculo polar. Se evaluan los ovocitos en busca de signos de
fecundacion aproximadamente 18 horas después de la inseminacién. Un
ovocito fecundado normalmente muestra dos pronucleos diferentes, uno
derivado del ovocito y el otro derivado del espermatozoide, asi como dos
corpusculos polares en el espacio perivitelino. Deben examinarse

meticulosamente los cigotos en busca de la presencia de pronucleos
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adicionales, ya que los embriones poliploides pueden escindirse normalmente y
no ser identificados hasta fases mas avanzadas del desarrollo. La poliploidia
puede observarse en un 5%-10% de todos los embriones, pero tiene mucha
mayor prevalencia en los ovocitos inmaduros (hasta un 30%) que en los
ovocitos maduros (1%-2%) (Van Blerkom et al., 1984; Van der Ven et al.,
1985). Ademas de la polispermia, la poliploidia puede deberse a diginia por
errores en el huso meidtico o al fallo en la extrusion de un corpusculo polar,
acontecimientos que suelen asociarse a ovocitos inmaduros, envejecidos o
postmaduros (MacFadden and Langlois, 2000; McFadden and Pantzar, 1996).
El proceso de fecundacion requiere unas 24 horas y finaliza con la primera

division mitotica (escision).

E. 2 Inyeccidn intracitoplasmica de espermatozoides (ICSl)

Se desarrollaron técnicas de fecundacion asistida para evitar la necesidad
de que los espermatozoides penetren en la zona pelucida. Se han descrito
diversos métodos, pero el éxito de la ICSI ha hecho que los demas queden
obsoletos (Levran et al., 1995; Tarlatzis and Bili, 2000). Los métodos
anteriores, como la “perforacién” de la zona pelucida (“drilling”) (utilizando una
micropipeta y solucion de Tyrode acidificada o laser) (Gordon et al., 1988;
Strohmer and Feichtinger, 1992), la diseccion parcial de la zona pelucida
(apertura de la zona con una microaguja) (Malter and Cohen, 1989) y la
inseminacion o insercion subzonal (“Suzi”) (inyeccion de los espermatozoides
debajo de la zona en el espacio perivitelino) (Fishel et al., 1991), seguian
precisando que los espermatozoides interaccionaran con el ovolema y no
evitaban la fecundacion polispérmica, pero la ICSI resolvio estos problemas
(Palermo et al., 1992).

En el procedimiento de ICSI, primero se inmoviliza un Unico
espermatozoide seleccionado comprimiendo la cola con una pipeta de
inyeccion (diametro interno 5-7 ym) y posteriormente se recoge en la pipeta. Se
sujeta el ovocito, generalmente con el corpusculo polar en la posicion de las 6 o

las 12, y se penetra en la posicion de las 3. La pipeta perfora la zona pelucida y
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el oolema y se inyecta el espermatozoide directamente en el ovoplasma. La
ICSI no requiere que el espermatozoide experimente la reaccién acrosémica ni
que se fusione con la membrana del ovocito como sucede en la fecundacién
natural. En cambio, la rotura mecanica del ovoplasma y de las membranas del
espermatozoide, facilitada por la inmovilizacion del espermatozoide y la
aspiracion suave y la reinyeccién del citoplasma del ovocito, induce la
activacién del ovocito (Tesarik et al., 1994; Tesarik and Sousa, 1995; Gearon et
al., 1995; Gerris et al., 1995; Dozortsev et al.,, 1995). En la mayoria de los
casos, la ICSI consigue tasas de fecundacién similares a las observadas con la

FIV convencional en ausencia de factores masculinos (50%-70%).

Aunque algunos investigadores han comprobado que los embriones
obtenidos por ICSI pueden tener mayor probabilidad de fragmentacion o menor
probabilidad de blastulacion (Dumoulin et al., 2000; Frattarelli et al., 2000;
Griffiths et al., 2000), otros no han observado estas diferencias (Moilanen et al.,
1999; Plachot et al., 2002; Westphal et al., 2003). Las diferencias en la técnica
pueden influir en la eficiencia de la fecundacién o en el desarrollo embrionario y
podrian explicar la discrepancia (Nagy et al., 1995; Dumoilin et al., 2001).
Debido a que el segundo huso meidtico varia en posicidon y no siempre esta
situado justo debajo del primer corpusculo polar, la ICSI puede dafar el huso
meidtico aunque se evite el area adyacente al primer corpusculo polar
(Hewitson et al., 1999; Hardarson et al., 2000). Un sistema éptico polarizante
que visualice el huso meidtico podria ayudar a reducir el riesgo de lesion del
huso (Wang et al., 2001). Como preparacion para la ICSI, los espermatozoides
moviles suelen incubarse en un medio de gran viscosidad que contiene un
polimero sintético, polivinilpirrolidona (PVP), por lo que inevitablemente se
inyecta una cantidad pequefa con el espermatozoide. No obstante, no existen
indicios de que la PVP tenga efectos nocivos sobre los ovocitos o los

embriones.
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a. Indicaciones para ICSI

La indicacion principal para la ICSI es la esterilidad por factor masculino.
Los parametros umbral del semen varian entre los centros, pero suelen incluir
oligospermia intensa (<5 millones de espermatozoides/ml), astenospermia
(<5% de motilidad progresiva) o teratospermia (<4% de formas normales segun
criterios estrictos). La ICSI también esta indicada cuando se utilizan
espermatozoides recuperados mediante cirugia (debido a que el numero de
espermatozoides maduros es relativamente limitado) o cuando el plan de
tratamiento incluye el diagnostico genético preimplantacional (debido a que la
inseminacion convencional puede causar la fijacion de espermatozoides
adicionales a la zona pelucida, lo cual puede contaminar la muestra para el
diagnodstico por la reaccion en cadena de la polimerasa), asi como para las
parejas en las que la fecundacion ha fracasado o ha tenido poca eficacia con la
FIV convencional. Como protecciéon frente a posibles consecuencias de una
anomalia funcional no identificada de los espermatozoides, algunos centros
realizan la ICSI en al menos una parte de los ovocitos recuperados de mujeres
con esterilidad idiopatica (Takeuchi et al., 2000; Hershlag et al., 2002; Jaroudi
et al., 2003). La ICSI también puede producir tasas de fecundacién mas altas
para los ovocitos madurados in vitro (Barnes et al.,, 1995; Nagy et al., 1996;
Chian et al., 1999) y para los ovocitos criopreservados (Tucker et al., 1998;
Kuleshova et al., 1999) que a menudo muestran una zona pelucida endurecida
(resistencia a la digestidén por proteasas) (Schroeder et al., 1990; Manna et al.,
2001; Loutradis et al., 20001; Yuzpe et al., 2000; Seta, 2001; Gardner et al.,
2000). Se ha recomendado la ICSI como medio de reducir el riesgo de
transmision de agentes infecciosos como el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) de varones seropositivos y sus parejas seronegativas (Marina et
al., 1998; Loutradis et al., 2001). Por ultimo, se ha utilizado la “ICSI de rescate”
para fecundar ovocitos que no han podido fecundarse con FIV convencional,

pero es relativamente ineficaz en este contexto (Yuzpe et al., 2000).
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b. Fallo de fecundacion tras ICSI

El fallo completo de fecundacién tras ICSI es un suceso infrecuente (3%
de los ciclos) (Flaherty et al., 1988). La situacion mas comunmente asociada es
la microinyeccion de menos de 3 ovocitos. Otros factores menos frecuentes
son la microinyeccion en pacientes con globozooespermia, astenozoospermia y
defectos intrinsecos de los ovocitos (fallo en la activacion del ovocito), asi como
una disociacién entre los mecanismos de la activacidon ovocitaria, la
descondensacion nuclear del esperma y la formacion pronuclear. Si bien un
87% de las parejas con un fallo completo de fecundacion tras ICSI tendran una
tasa de fecundacién normal en ciclos posteriores, un subgrupo de pacientes
volvera a repetir un fallo completo de fecundacion. No disponemos de ningun
método para detectar qué parejas presentaran un nuevo fallo de fecundacion.
Las estrategias propuestas van encaminadas a mejorar tanto los ciclos de
estimulacion, para obtener un numero mayor de ovocitos, como la técnica de
ICSI.

c. Seguimiento de los embarazos y recién nacidos

Aun es controvertido si la ICSI es un procedimiento completamente
inocuo, sin secuelas para la descendencia. La critica mas generalizada es que
se trata de una técnica invasiva, en la que se obvia la seleccion natural del
espermatozoide mas apto. Sin embargo, no conocemos aun los mecanismos
de seleccion espermatica en la especie humana, ni tampoco si la ICSI altera
realmente estos mecanismos. Por otro lado, no esta claro si la utilizacion de
espermatozoides inmaduros de epididimo o testiculo, sin la suficiente impronta
genomica, tendra repercusiones a largo plazo. En algunos estudios, el
seguimiento de los nacidos detecté un ligero aumento (2%) de alteraciones
cromosdmicas, mientras que la incidencia de malformaciones congénitas
mayores (definidas como aquellas malformaciones que causan alteraciones
funcionales o precisan de correccion quirurgica) y menores no fue superior a
las encontradas en la poblacion general (De Vos et al., 1999; Tarlatzis et al.,
1988; Van Steirteghem et al., 1998). Boundelle et al. (Boundelle et al., 1994,

Boundelle et al., 1998) siguieron 2.375 gestaciones ICSI y detectaron cariotipos
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fetales anormales en el 2,6% (28 casos de 1082). El 1,7% (18 casos) fueron
alteraciones cromosomicas de novo. La tasa de malformaciones congénitas fue
similar a las encontradas en la poblacién general. De los recién nacidos vivos,
el 2,3% (46 casos de 1966) presentaron malformaciones mayores. Los
resultados de este seguimiento sefialan un ligero incremento de las
alteraciones cromosémicas de novo, lo que podria relacionarse con las
peculiares caracteristicas de los varones estériles tratados con la ICSI (Van
Steirteghem et al., 2000). La alta frecuencia de transmision de alteraciones
cromosomicas estructurales esta relacionada con las alteraciones
cromosdmicas de los varones estériles (Van Steirteghem et al., 2000). El ligero
aumento detectado en la tasa de aberraciones cromosomicas esta
probablemente relacionado con la esterilidad masculina. EI analisis
cromosomico de biopsias testiculares sehala anormalidades cromosomicas en
un 5-7% de los varones infértiles (Engel et al., 1996). Entre un 7 y un 10% de
los varones con oligospermia severa presentan delecciones en las regiones
AZFb y AZFc en el brazo largo del cromosoma Y (Girardy et al., 1997; Prior et
al., 1997). Las microdelecciones submicroscopicas del cromosoma Y son ahora
potencialmente transmisibles a la descendencia. Es aun controvertido si debe
solicitarse rutinariamente el cariotipo de los varones (o las parejas) estériles
subsidiarios de ICSI, o si deben analizarse las delecciones del cromosoma Y.
Consideramos que debe realizarse sistematicamente un cariotipo a todos los
varones con oligoazoospermia grave o azoospermia (Hargreave, 2000), asi
como en las alteraciones graves de la morfologia y de la movilidad. Algunos
autores han descrito retraso en el desarrollo mental en los nifios ICSI de un afo
de edad (Bowen et al., 1998; Speroff et al., 1999). Sin embargo, otros autores
han comunicado una baja tasa de alteraciones neurolégicas o del desarrollo
mental en nifos estudiados a los dos meses de edad, y un desarrollo
completamente normal a los dos anos (Speroff et al., 1999; Boundelle et al.,
1996).
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F. TRANSFERENCIA EMBRIONARIA

Aunque se han transferido embriones con éxito en cualquier fase del
desarrollo inicial, desde el cigoto a blastocisto, la transferencia suele realizarse
2-3 dias después de la recuperacion y la fecundacién de los ovocitos.

Los sistemas para clasificar la calidad de los embriones varian entre los
distintos programas, pero las caracteristicas morfologicas en las que se basa la
clasificacion son similares, e incluyen el numero de células, la simetria y la
forma de los blastomeros, el grado de fragmentacion citoplasmica en el espacio
perivitelino y la velocidad de divisidon. En la situacién ideal, el embridén en la fase
de division del dia 3 tiene 6-8 blastomeros de igual tamafio sin fragmentacion
citoplasmica. Los embriones de menor calidad pueden mostrar menos células,

blastémeros de tamanos diferentes o diversos grados de fragmentacion.

F.1 Técnica de transferencia

Las caracteristicas esenciales de la transferencia de embriones no han
variado significativamente desde que se describiera el procedimiento por
primera vez en 1984 (Edwards et al., 1984). Aunque es dificil estudiar la
influencia de la técnica de transferencia en los resultados, la mayoria de los
meédicos consideran que puede ser casi tan importante como la calidad del
embrion (Kovacs, 1999). La mayoria de los estudios (Mansour et al., 1990,
Englert et al., 1986; Visser et al., 1993; Lass et al., 1999; Wood et al., 2000;
Schoolcraft et al., 2001; Tomas et al., 2002) pero no todos (Tur-Kaspa et al.,
1998; Nabi et al., 1997), han observado tasas de embarazo mas altas después
de transferencias “faciles” que después de transferencias “dificiles”. Esta

medicidn es subjetiva y dificil de cuantificar, pero no necesariamente no valida.

La transferencia de embriones tiene diversas dificultades potenciales. La
mayoria de los autores coinciden en que es preferible eliminar el moco cervical
visible 0 en exceso antes de la transferencia, aunque no existen pruebas de

que un lavado cervical enérgico sea util (Lesny et al., 1998).
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Es preferible evitar, en la medida de lo posible, las contracciones uterinas
en el momento de la transferencia de los embriones. Las manipulaciones
asociadas a transferencias técnicamente dificiles o el uso de un tenaculo
cervical estimulan contracciones uterinas que pueden impulsar a los embriones
en sentido ascendente por las trompas de Falopio o en sentido descendente
hasta el cuello del utero (Lesny et al., 1999; Lesny et al., 1998).

Los catéteres de transferencia tienen disefios variados. Pueden ser
relativamente rigidos o bastante “blandos” y tener una abertura en el extremo o
en el lateral; muchos tienen también una funda externa maleable. Ningun
catéter blando ha demostrado ser superior (Wisanto et al., 1989; Englert et al.,
1986; al-Shawaf et al., 1993; Rosenlund et al., 1996).

Algunos datos indican que los mejores resultados se obtienen cuando la
punta del catéter no toca el fondo del utero y la transferencia tiene lugar a un
nivel aproximadamente 1-2 cm inferior (Waterstone et al., 1991; Yovich et al.,
1985; Coroleu et al., 2002). Las transferencias en puntos mas altos del fondo
del utero pueden aumentar el riesgo de embarazo ectdpico (Yovich et al., 1985;
Nazari et al., 1993), y las transferencias bajas pueden causar implantaciones

cervicales (Bennet et al., 1993).

La transferencia de embriones bajo guia ecografica transabdominal o
transvaginal ofrece varias ventajas potenciales sobre una técnica ciega. La
guia ayuda a facilitar la insercion de catéteres blandos, confirmar la colocacion
correcta y evitar traumatismos accidentales al endometrio del fondo del utero
(Schoolcraft et al., 2001; Woolcott and Stanger, 1997). Los ensayos clinicos
comparativos indican que las tasas de embarazo después de transferencias
bajo guia ecografica son mas altas que después de transferencias a ciegas
(Wood et al., 2000; Hurley et al., 1991; Prapas et al., 1995; Coroleu et al., 2000;
Kan et al., 1999; Lindheim et al., 1999).
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F. 2 Directrices para la transferencia de embriones

El objetivo de la FIV es optimizar las tasas de embarazo al tiempo que se
reducen al minimo los embarazos multiples, especialmente los embarazos
multiples de orden alto. La probabilidad de éxito aumenta con el numero de
embriones transferidos si bien a partir de un nimero sélo aumenta el riesgo de
embarazo multiple (Templeton and Morris, 1998; Schieve et al., 1999;

Engmann et al., 2001).

La edad materna y la calidad de los embriones son los dos factores mas
importantes que influyen en la probabilidad de implantacién de cada embrién
(Shulman et al., 1993). Cuando se dispone de embriones sobrantes de gran
calidad para criopreservacion, lo cual permite una seleccién mas discriminativa,
pueden transferirse menos embriones porque puede preverse mayor eficiencia
de implantacién (Schieve et al., 1999; Salha et al., 2000 594). Por el mismo
motivo, pueden transferirse menos blastocistos que embriones en fase de
division precoz (Schoolcraft and Gardner, 2000; Wilson et al., 2002; Patton et
al., 1999; Langley et al., 2001). La mujeres con las caracteristicas de mejor
prondstico (<35 afios, primer ciclo de FIV o ciclos previos de FIV con éxito,
embriones sobrantes de gran calidad) en las que el riesgo de embarazo
multiple es mas alto son candidatas apropiadas para la transferencia de un solo
embrion (Strandell et al.,, 2000; De Neubourg et al.,, 2004; Matikainen et al.,
2004). En conjunto, los datos disponibles indican que puede conseguirse un
equilibrio éptimo entre las tasas de embarazo y el riesgo de embarazo multiple
con una politica flexible de transferencia de embriones basada en la edad de la
madre, la calidad de los embriones y la disponibilidad de embriones sobrantes

de gran calidad.

G. APOYO DE LA FASE LUTEA

La hiperestimulacion ovarica controlada con gonadotropinas exdgenas

generalmente produce multiples cuerpos luteos que cabria suponer que
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mantengan concentraciones séricas suprafisiolégicas de estradiol y
progesterona durante la fase lutea de los ciclos de FIV. El tratamiento
concomitante con analogos de la GnRH para la prevencién de los picos
prematuros de LH y la luteinizacion suprime de manera eficaz la secrecion
endogena de LH, tal como se preveia. Por desgracia, aunque el tratamiento
con agonistas y antagonistas termine bruscamente el dia de la administracién
de hCG, no sucede asi con la supresion residual de la LH enddbgena. Las
concentraciones anormalmente bajas de LH durante la fase lutea pueden ser
insuficientes para estimular y mantener el nivel de la funcién lutea necesario
para inducir la maduracién oportuna del endometrio en preparacion para la
implantacion o para apoyar el comienzo del embarazo una vez establecido. La
secrecion enddégena de LH puede mantenerse suprimida hasta 10 dias
después de la finalizaciéon del tratamiento con un agonista de la GnRH de
accién prolongada, y la funcion lutea a menudo es insuficiente en cantidad o
duracion (Pritts and Atwood, 2002). Aunque los antagonistas tienen una accién
mucho mas corta, a menudo tienen la misma consecuencia. Las
concentraciones integradas de estradiol y progesterona son anormalmente
bajas y la duracion de la fase lutea es muy corta en los ciclos de tratamiento
con una antagonista de la GnRH, especialmente cuando se utiliza un agonista
de la GnRH en lugar de hCG para estimular las fases finales de la maduracion
de los ovocitos (Beckers et al., 2003). Como no existe forma alguna de predecir
quién puede requerir 0 no apoyo luteinico en un ciclo dado, debe

proporcionarse alguna forma de tratamiento a todas las mujeres.

Numerosos estudios clinicos han comparado las tasas de embarazo
clinico, en curso o con parto y las tasas de abortos espontaneos entre grupos
tratados con diferentes regimenes de apoyo luteinico y han obtenido resultados
variables. Se ha administrado progesterona por via oral (300-800 mg diarios),
por via vaginal en gel al 8% (90 mg diarios), en crema o comprimidos (100-600
mg diarios) y en inyeccion intramuscular (25-50 mg diarios; 17[3-
hidroxiprogesterona, 341 mg cada 3 dias). Generalmente se han administrado
dosis complementarias de hCG cada 3 dias (1.500-2.500 Ul). Cuando se

examinaron sistematicamente los datos disponibles de 30 ensayos
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aleatorizados (en todos ellos se utilizd un agonista de la GnRH) en
metaanalisis, sélo se observaron algunas diferencias significativas (Pritts and
Atwood, 2002). Los datos disponibles indican que el apoyo luteinico con
suplementos de progesterona exdgena o hCG es beneficioso en las mujeres
tratadas de forma concomitante con un analogo de la GnRH y gonadotropinas
exogenas. En teoria, la hCG podria ofrecer ventajas sobre otras formas de
apoyo luteinico, ya que estimula el cuerpo luteo; las concentraciones de
estradiol y progesterona aumentan, asi como otros factores que podrian
facilitar la implantacion. Sin embargo, en ensayos comparativos su eficacia
parece no ser superior a la de la progesterona, y varios estudios han
demostrado que los suplementos de hCG aumentan el riesgo de sindrome de
hiperestimulacion ovarica (Buvat et al., 1990; Herman et al., 1990; Claman et
al.,, 1992; Araujo et al., 1994; Mochtar et al., 1996). Por consiguiente, la
progesterona parece ser la opcion mas prudente. Las progesterona oral es
cémoda de administrar y, por tanto, interesante, pero tiene efectos secundarios
hipnéticos y sedantes y una eficacia dudosa. Las inyecciones intramusculares
son dolorosas y pueden causar reacciones locales o incluso abcesos estériles
(Tavaniotou et al., 2000) pero también producen las concentraciones séricas de
progesterona mas altas. Sin embargo, la progesterona vaginal consigue
concentraciones titulares locales mas altas (Bourgain et al., 1994; Ludwig and
Diedrich, 2001). No obstante, los resultados de un metaanalisis y de otros
ensayos aleatorizados indican que pueden conseguirse mejores resultados con
la progesterona intramuscular que con la progesterona vaginal (Damario et al.,
1999; Pritts and Atwood, 2002; Propst et al., 2001).

Los datos disponibles todavia son insuficientes para determinar la utilidad

de la adicién de estradiol al régimen de sostén con hCG o progesterona.

No se ha definido la duraciéon optima del tratamiento. A falta de esos
datos, la mayoria de los autores recomienda continuar el apoyo luteinico hasta
aproximadamente la semana 7 de gestacion (5 semanas después de la
recuperacion), que corresponde al momento del cambio normal Iuteo-

placentario.
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H. RESULTADOS DE LA FIV-ICSI

Con el fin de analizar de forma global los éxitos de la FIV se crearon
registros nacionales en los que se dan a conocer las tasas de gestacion
anuales. Las estadisticas mas populares son las americanas (SART), la

francesa (FIVNAT) y en nuestro pais las que recoge y publica la SEF.

La siguiente tabla recoge las tasas de embarazo por ciclo, por puncién y
por transferencia en ciclos con embriones FIV/ICSI (SEF 2003). El porcentaje

de embarazos por ciclo, puncion y transferencia, es superior en FIV+ICSI.

FIV ICSI FIV + ICSI TOTAL

% embarazo por ciclo 291 30 35,3 303

% embarazo por puncion 33,2 326 378 339
% embarazo por transferencia 36.8 36,1 404 36,

Las tasas de éxito de la FIV pueden expresarse de varias formas
utilizando diferentes numeradores y denominadores. Los dos numeradores mas
frecuentes son los embarazos y los partos con hijo vivo; la mayoria de los
autores consideran mas importante este ultimo. Aproximadamente el 18% de
los embarazos tiene los siguientes desenlaces: aborto espontaneo (15,5%),
aborto inducido (0,9%), mortinato (0,6%) o embarazo ectépico (0,7%). Las
tasas de embarazos o de partos con hijo vivo pueden calcularse como
porcentaje de los comienzos de ciclos, recuperaciones o transferencias. Cerca
del 15% de los ciclos se cancela antes de la recuperacion debido a una
respuesta insuficiente (11,8%) o excesiva (0,5%) a la estimulacion, una
enfermedad concurrente (0,14%) o motivos personales de la paciente (1,6%)
(Centers for Disease Control and Prevention, American Society for
Reproductive Medicine, 2003). En el afo 2000, los registros europeos de 22
paises y 569 programas indican que se realizaron 279.267 ciclos, que
representan un aumento del 8% en comparacién con 1999. De ellos, 226.937
(81,2%) fueron ciclos de FIV con ovocitos frescos no de donante (44% con
ICSI), que produjeron una tasa de embarazos clinicos por transferencia del

28,4%. Otros 45.800 (20,2%) fueron ciclos de transferencia de embriones
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congelados, con una tasa de embarazo clinico por transferencia del 16,6%. En
comparacion con 1999, la tasa de embarazos clinicos aumento en un 0,7%.
(Nyboe et al., 2004).

Las tasas de éxito varian ligeramente con el diagndstico o causa de
esterilidad. Aunque las definiciones de los diagndsticos pueden variar en los
distintos programas, las parejas con esterilidad por factor tubarico, disfuncion
ovulatoria, factor masculino o idiopatica mostraron tasas de éxito superiores a
la media. Como cabria esperar, las tasas de éxito mas bajas se observaron en
mujeres con una reserva ovarica disminuida. Las parejas con esterilidad por
factor uterino, “otras” causas o multifactorial mostraron tasas de éxito inferiores
a la media. En todos los grupos de edad, las tasas de éxito son mas altas para
las mujeres con un parto con hijo vivo previo y en las que se trata de su primer
ciclo de TRA en comparacion con las mujeres nuliparas y aquellas en las que
ha fracasado un ciclo previo de TRA (Centers for Disease Control and
Prevention, American Society for Reproductive Medicine, 2003). No obstante,
las tasas de éxito no disminuyen de forma importante hasta cuatro ciclos de
FIV intentados (Meldrum et al., 1998).

H.1 Embarazo multiple

El riesgo de embarazo multiple aumenta considerablemente en los ciclos
de TRA. En 2000, en Europa, el 26,4% de todos los partos con hijo vivo fueron
multiples; el 24,4% fueron gemelos y el 2,0% fueron ftrillizos o partos multiples

de un orden mayor (Nyboe et al., 2004).

Las tasas de éxito aumentan con el numero de embriones transferidos
hasta cierto punto por encima del cual s6lo aumenta la tasa de embarazos
multiples (Templeton and Morris, 1998; Schieve et al., 1999). El numero de
embriones correspondiente a ese umbral generalmente define el numero
maximo de embriones que deben transferirse. Segun los datos del registro
nacional de 2001 de los resultados de las TRA (Centers for Disease Control
and Prevention, American Society for Reproductive Medicine, 2003), cuando se

transfiere 1 embridn, el 99% de los partos resultantes son partos simples.
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Cuando se transfieren 2, el 66,5% son partos simples, el 32,6% son gemelos y
el 0,9% son partos multiples de orden superior (trillizos o mas). Cuando se
transfieren 3 embriones 0 mas, el 62% son partos simples, el 32% son gemelos

y el 5% son trillizos o partos multiples de orden superior.

La edad y el numero de embriones generados y disponibles para
transferencia son casi, si no tan importantes como el numero de embriones
transferidos para predecir el éxito (Templeton and Morris, 1998; Schieve et al.,
1999; Vahratian et al., 2003). Las mujeres jovenes tienden a tener tasas de

éxito y tasas de partos multiples mas altas.

Algunos autores han argumentado que el cultivo prolongado hasta la fase
de blastocisto facilita la seleccion de los embriones de mayor calidad que
tienen la mayor probabilidad de implantacion y desarrollo y, por tanto, reduce
el numero de embriones necesarios para optimizar las tasas de éxito y el riesgo
de parto multiple. Para todos los grupos de edad, la tasa de partos con hijo vivo
por transferencia para los blastocistos (dia 5 después de la fecundacion) es
mayor que para los embriones en fase de escision (dia 3 después de la
fecundacion); las diferencias varian entre el 5% y el 12% y son menores para
las mujeres menores de 35 afios y mayores para las mujeres mayores de 42
afios (Centers for Disease Control and Prevention, American Society for
Reproductive Medicine, 2003). Cuando se transfieren dos blastocistos, la
incidencia de embarazo multiple de orden superior disminuye notablemente
pero no se elimina del todo, ya que la incidencia de gemelaridad monocigota
puede aumentar después de la transferencia de blastocistos (Wright et al.,
2004) y la incidencia de gemelos no es inferior a la asociada a la transferencia
de cifras mayores de embriones en fase de escisién (Gardner et al., 2000;
Gardner et al., 2004).

Las directrices mas recientes, que recomiendan no transferir mas de dos
embriones en mujeres menores de 35 afos, y quiza 1 en las que tienen las

mejores caracteristicas prondsticas, deberian ayudar a reducir aun mas el
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riesgo de embarazos multiples de orden superior y disminuir el porcentaje de

embarazos gemelares.

Con el fin de reducir los riesgos inherentes a las gestaciones multiples, se
puede aconsejar a la pareja la conversion de la gestacion multiple en una
gestacion de orden menor (generalmente gemelar, y mas raramente unica)
mediante la reduccion embrionaria. Conlleva un riesgo de aborto que oscila
entre el 8 y el 16% (Evans et al., 1996). Independientemente de los aspectos
éticos, desde el punto de vista perinatal la evolucion general de los embarazos
gemelares es mas favorable sin embrioreduccion (Graigo, 1998), mientras que
la de los embarazos cuadruples o mayores es mejor tras la embrioreduccion.

Respecto al embarazo triple, la bibliografia es discrepante.

H.2 Riesgos de la FIV-ICSI

Ademas del riesgo de embarazo multiple, la FIV aumenta el riesgo de
embarazo ectdpico y de sindrome de hiperestimulacion ovarica. Ninguno de
ellos es frecuente, pero tampoco raro. La mejor defensa frente a ellos es
tenerlos en cuenta y conocer sus factores predisponentes y sus signos y
sintomas precoces. Las preocupaciones iniciales por una posible relacion entre
el cancer de ovario y los farmacos inductores de la ovulacion han disminuido en

gran medida, pero todavia persisten.

Embarazo ectépico

El riesgo de embarazo ectopico es al menos dos veces mayor en las
mujeres que conciben mediante TRA (Marcus and Brinsden, 1995; Braude and
Rowell, 2003). Aunque no se han definido los mecanismos responsables, las
explicaciones logicas son la migracion natural a la trompa de Falopio y la
transferencia tubarica directa accidental de los embriones. Las mujeres con
esterilidad por factor tubarico o antecedentes de embarazo ectdpico previo
tienen un riesgo mas alto, probablemente porque los embriones que migran o

son transferidos a las trompas de Falopio tienen menor probabilidad de retornar
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al utero antes de la implantacion. También es posible que exista un efecto
adverso de la elevacion de las concentraciones hormonales en los ciclos de
FIV sobre la funcion de transporte tubarico (Fernandez et al., 1991). Los
volumenes altos de medio de transferencia o una colocacion mas profunda del
catéter pueden predisponer a una transferencia tubarica accidental (Marcus
and Brinsden, 1995; Knutzen et al., 1992). Se han identificado las
transferencias técnicamente dificiles como otro factor de riesgo independiente
(Lesny et al., 1999). Los embarazos heterotdpicos, en los que se implantan uno
0 mas embriones en el utero y en la trompa de Falopio, son extremadamente
raros en los embarazos espontaneos (aproximadamente 1 de cada 10.000
embarazos) (Reece et al., 1983), pero mucho mas frecuentes en las mujeres
que conciben después de la induccion de la ovulacion o de la FIV (Braude et
al., 2003; Lemus, 2000).

Sindrome de hiperestimulacién ovarica

Basicamente, este sindrome consiste en la salida de liquido del
compartimento intravascular, que se acumula en la cavidad abdominal (y en la
pleural en los casos graves). Como consecuencia, se produce una disminucién
de la tension arterial y del flujo sanguineo renal, por lo que se reduce el
volumen total de orina producido. La hipotesis mas aceptada como
fisiopatologia de este sindrome es un aumento de la permeabilidad vascular,

probablemente mediada por el VEGF (vascular endotelial growth factor).

Clinicamente, el sindrome se caracteriza por un aumento del perimetro
abdominal, debido al aumento del tamafio de los ovarios, y al liquido
acumulado en la cavidad abdominal. Suele aparecer dolor abdominal de
intensidad variable, producido por la distensién de los ovarios, pequefas crisis
de torsion, etc. Cuando el sindrome es mas grave y se afecta el flujo sanguineo
renal, disminuye la produccion de orina, pudiendo llegar a la oligoanuria. Es

frecuente la aparicién de nauseas, vomitos o diarrea.

50



Introduccion

El diagnostico del SHO se hace fundamentalmente mediante la
anamnesis. La paciente refiere haber sido sometida a una induccion de la
ovulacion, y también tener sintomas como dolor abdominal, sensacion de
hinchazoén, dificultad respiratoria, o la produccion de una escasa cantidad de

orina.

. CALIDAD FOLICULAR

Consideramos foliculos de buena calidad aquellos cuyo ovocito es capaz
de fecundarse dando lugar a un embridon que se desarrolla con normalidad. La

calidad folicular puede evaluarse mediante diferentes parametros:

1.1 Parametros ecograficos

El tamano del foliculo y su volumen constituyen dos posibles parametros
de evaluacion de la calidad folicular. En ciclos naturales se considera el
diametro medio de los foliculos preovulatorios en unos 20 mm y este tamano se
ha relacionado con la madurez ovocitaria. En ciclos estimulados existe
controversia, ya que algunos estudios correlacionan un mayor volumen de
liquido y tamafio folicular con una mayor tasa de fecundacion, mejor calidad
embrionaria (Ectors et al.; 1997; Arnot et al.,, 1995; Dubey et al., 1995;
Wittmaach et al., 1994; Teisser et al., 2000) y mayores tasas de gestacion
(Saith et al., 1998), mientras que otros (Salha et al., 1998) no encuentran una
relacion importante entre el potencial de desarrollo del ovocito y el tamafio
folicular. Sin embargo, Wittmaack et al. (1994) observan unas tasas de
recuperacion de ovocitos, fecundacion y division significativamente menores en
los foliculos con volumen menor de 1 ml y otros autores demuestran que
foliculos con diametros mayores de 14 mm tienen una alta probabilidad de
contener ovocitos maduros (Scott et al., 1989; Teissier et al., 2000) o bien que
los ovocitos de foliculos con un diametro mayor de 16 mm y un volumen mayor
de 2 ml en el momento de la puncién tendran mayores posibilidades de

conseguir una gestacion (Andersen, 1993). No existe por tanto un acuerdo
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sobre el tamafo y volumen folicular relacionado con una mayor calidad folicular

y mejores resultados reproductivos.

La vascularizacion perifolicular también se ha relacionado con la calidad
folicular. Este parametro se mide mediante ecografia Doppler color que permite
visualizar los capilares pequefios debido a su mayor sensibilidad. Mediante
esta técnica se ha demostrado la existencia de cambios en la vascularizacién
de los foliculos durante su maduracién, incrementandose durante el periodo
periovulatorio (Campbell et al., 1993) al igual que la velocidad del flujo sistolico
(Balakier y Stronerll, 1994). Chui et al., (1997) no encontraron diferencias
significativas entre las tasas de fecundacién y los diferentes grados de
vascularizacion perifolicular, pero si existe una tendencia a obtener tasas de
fecundacion elevadas con mayor grado de vascularizacién, asi como tasas de
embarazo significativamente mayores. Ello explica que algunos autores hayan
relacionado una vascularizacién pobre con una mayor tasa de fallos en la
gestacion y con mayor porcentaje de aneuploidia (Gregory, 1998; Chui et al.,
1997). Por ello, la medicién de la vascularizacion perifolicular mediante Doppler
podria servir para anticipar la probabilidad de embarazo, incluso ante el inicio
de un ciclo determinado, permitiendo retrasar el comienzo del tratamiento hasta

un momento mas adecuado (Gregory, 1998).

.2 Parametros en células de la granulosa

Las células de la granulosa (CG) realizan una importante funcion de
sintesis produciendo un gran numero de productos de los que las hormonas
esteroideas son los mas conocidos y mejor estudiados. Los esteroides
participan en el proceso reproductivo ejerciendo su accion en tejidos distantes
tras ser transportados por el sistema cardiovascular, pero también actuan de
modo paracrino y autocrino en el foliculo donde son producidos influyendo
sobre el patrén secretor de las células tecales, la maduracion del ovocito, la
tasa de mitosis y la diferenciacion de las propias CG (Gore-Langton y
Amstrong, 1994). El control de la funcion esteroidegénica ovarica no esta

mediado Unicamente por las gonadotropinas. Diversos factores participan en su
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regulacion actuando como mediadores y ejerciendo su influencia tanto a nivel

de las CG como en el resto del foliculo incluyendo el ovocito.

La gran mayoria de las sustancias producidas por las CG tienen sus
correspondientes receptores para permitirles realizar su accién a nivel local, por
lo que las CG expresan en su membrana multiples moléculas con funciones
orientadas a producir un ovocito de buena calidad que fecunde y consiga un
embarazo. De igual manera presentan receptores para otras sustancias como
neurotransmisores (Tsafrii y Adashi, 1994), distintos antigenos de
histocompatibilidad (Fujiwara et al., 1993; Baranao et al., 1995; Dohr, 1987),
leucocitarios (Hattori et al., 1995; Bukulmez y Arici; 2000), marcadores de
células endoteliales (Antczak y Van Blerkom, 2000), antigenos de
diferenciaciéon como CD9, CD47, CD56 y CD44 (Ohta et al., 1999) y moléculas
de adhesién (Vigano et al., 1997; Vigano et al., 1998, Bukulmez y Arici, 2000;
Blaschuk y Farookhi, 1989; Canipari, 2000).

La expresion de todos estos receptores, antigenos y moléculas sobre la
superficie de las CG pueden utilizarse como marcadores de calidad folicular. El
antigeno de diferenciacion CD44s (forma estandar) se expresa en las CG
humanas, siendo dicha expresion mayor en las células del cumulo que en las
CG murales. Se ha demostrado que la expresion de CD44s en CG de foliculos
con ovocitos maduros es mayor que en foliculos con ovocitos inmaduros, de
modo que dicha molécula puede constituir un marcador de madurez ovocitaria
(Ohta et al., 1999). Otra molécula relacionada con la maduracion del ovocito es
la conexina-43, la cual se expresa en las células del cumulo y se cree que es
necesaria para el desarrollo ovocitario (Canipari, 2000). La integrina a631 es un
receptor para la laminina que se encuentra en la superficie de las CG. Produce
una disminucion de los niveles de progesterona que previene una prematura
luteinizacion del foliculo perjudicial para la adecuada maduraciéon del ovocito
(Fujiwara et al., 1997).

La muerte celular programada o apoptosis es un importante fenémeno

fisiolégico en el ovario que podemos encontrar a nivel de foliculos atrésicos, en

53



Introduccion

el epitelio durante la ovulacién asi como en el cuerpo luteo, por lo que
alteraciones en este proceso podrian conducir a diversas condiciones
patolégicas (Palumbo y Yeh, 1995). En situaciones normales existe una
regulaciéon hormonal de la apoptosis folicular que depende del desarrollo en
que se encuentre el foliculo, asi como una complicada regulacion génica en
donde intervienen los genes bax, bcl-2, bcl-x (Tilly et al., 1995), el sistema Fas
y Fas Ligando (Hakuno et al., 1996; Kim et al., 1999; De los Santos et al.,
2000), p53 (Keren-Tal et al., 1995; Kim et al., 1999) y c-myc (Jhonson et al.,
1993).

Se ha estudiado profundamente la relacién entre el porcentaje de CG que
se encuentran en apoptosis y la calidad folicular demostrandose que los
ovocitos cuyas CG tienen menor porcentaje de células apoptéticas obtienen
mejores tasas de fecundacion que los que tienen mayor porcentaje de células
en apoptosis (Nakahara et al., 1997a; Nakahara et al., 1997b). Estos autores
también relacionan un elevado porcentaje de CG en apoptosis con foliculos
vacios y peor calidad del embridon en caso de fecundarse el ovocito. En un
trabajo realizado por Oosterhuis et al. (1998) se midié apoptosis en CG de
mujeres sometidas a FIV y se encontraron diferencias significativas entre el
grupo que conseguia embarazo y el que no lo conseguia. Las pacientes con
mayor porcentaje de células apoptoticas tenian menor probabilidad de quedar
embarazadas, estableciendo estos autores un punto de corte en el 13% de CG

en apoptosis.

Nuestro grupo realizé un estudio en el que se evaluaba la apoptosis en
CG en un grupo de mujeres con posible déficit de reserva ovarica (FSH basal
elevada), encontrando un aumento significativo de dicho porcentaje en estas
mujeres respecto a un grupo control (Castilla et al., 2000). Estos resultados
sugieren que detras de la resistencia a las gonadotropinas exdgenas
observada en mujeres con déficit de reserva ovarica estaria una disminucién de
la funcionalidad de las CG por un aumento de la apoptosis y coinciden con lo
observado por otros autores que encuentran una apoptosis en CG cuatro veces
mayor en el grupo de mujeres con un elevado nivel basal de FSH, lo que indica

que dichas mujeres tendran un peor prondstico en la FIV (Seifer et al., 1996).
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.3 Parametros en liquido folicular (LF)

El liquido folicular (LF) representa un complejo compartimento funcional
en el que se integran distintas sefiales endocrinas, inmnoldgicas y mitdbgenas
que hacen que cada foliculo ovarico sea unico. La actividad de las células de la
granulosa produce distintas sustancias y factores que pueden ser valorados en
el LF estableciendo distintos parametros de calidad folicular que vamos a

analizar a continuacion.

Se han asociado altas absorbancias a 415 y 455 nm en LF con la
fecundacion “in vitro” de ovocitos y la capacidad de division embrionaria (Fisch
et al., 1990; Bayer et al., 1988). Estos autores observaron que los ovocitos que
se fecundaban procedian de foliculos con niveles significativamente mayores
de absorbancia a 455 nm comparados con aquellos que no se fecundaban,
aunque no pudieron relacionar la absorbancia a 455 nm con la divisidon
embrionaria. La referida absorbancia se debe al contenido de bilirrubina del LF,
suponiendo por tanto que la bilirrubina presente en LF puede ser un marcador

de vascularizacion y de calidad folicular.

El LF humano contiene una cantidad escasa de lipoproteinas de baja y
muy baja densidad, encontrandose la mayoria del colesterol en forma de HDL.
Ninguno de los parametros lipidicos del LF predice la capacidad de
fecundacion “in vitro” de los ovocitos asociados (Berger et al., 1987; Montero et
al.,, 1991), no teniendo tampoco relacion con la velocidad de division

embrionaria (Montero et al., 1991).

Se han descrito elevaciones significativas de distintas proteinas del LF en
los foliculos cuyos ovocitos son maduros y consiguen mayores tasas de
fecundacion y divisién (Shalgi et al., 1973; Edwards, 1974; Gonzalez, 1992).
Posiblemente el incremento de la vascularizacion y permeabilidad en foliculos

maduros es también el causante de la mayor concentracién de proteinas como
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fibrinbgeno, plasmindgeno, ceruloplasmina, fraccion C3 del complemento,

alfa1-antitripsina, alfa2-macroglobulina, beta2-microglobulina y transferrina.

Se cree que la alfa1-antitripsina aumenta en LF en momentos cercanos a
la ovulacion con la finalidad de proteger al complejo cumulo-corona-ovocito de
las enzimas proteoliticas que en ese momento actuan sobre la pared folicular
(Lavy et al., 1988). Esto podria relacionarse con la observacion de niveles
significativamente mas elevados de esta proteina en el LF de foliculos con
ovocitos maduros y que fecundan (Imoedenhe y Shaw, 1986; Nayudu et al.,
1983). En ciclos de DFM para técnicas FIV, nuestro grupo publicé las mismas
conclusiones (Molina et al., 1991), no obstante Andersen (1993) no encontré
relacion entre los niveles en LF de alfal-antitripsina y la tasa de gestacion

conseguida tras la realizacion de FIV.

Diversos autores han sugerido que la transferrina podria relacionarse con
la madurez y la calidad ovocitaria. Entman et al. (1987) encontraron que habia
niveles mayores de esta proteina en LF correspondientes a ovocitos maduros
que se fecundaban que en aquellos asociados a ovocitos inmaduros o que no
se fecundaban. Sin embargo, nosotros (Molina, 1990) no encontramos relacion
entre niveles de transferrina en LF y capacidad del ovocito para fecundarse, ni
tampoco con la velocidad de division embrionaria, al igual que ocurrié con las

concentraciones de albumina (Molina, 1990).

Nayudu et al. (1983) relacionan los niveles de fibrinbgeno en LF con la
capacidad del ovocito para implantarse. Los foliculos cuyos ovocitos se
fecundaron y dividieron presentaban niveles mas bajos de fibrinbgeno que
aquellos que no se fecundaron. Otra sustancia que se relaciona con la
capacidad de fecundacién del ovocito es la fosfatasa acida, ya que sus niveles
son significativamente mas bajos en mujeres cuyos ovocitos no se fecundaron
(Kleinman et al., 1987; Gonzalez et al., 1989; Molina, 1990).
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Se ha detectado la presencia de glicosaminoglicanos en LF humanos. Los
niveles de condroitin sulfato, dermatan sulfato y sulfato de heparina parecen
correlacionarse positivamente con el resultado de la maduracién folicular y de
la FIV (Bellin et al., 1986; Bellin et al 1987). Sin embargo, estos resultados no
concuerdan con otros autores que encuentran concentraciones bajas de
glicosaminoglicanos en foliculos maduros y altas en foliculos atrésicos
(Bushmeyer et al., 1985), sin relacionarlos con otros resultados (Franchimont e
al., 1990).

La relacion de determinados factores de crecimiento con la capacidad de
fecundacion del ovocito en programas de fecundacion “in vitro” (FIV) ha sido
estudiada ampliamente. Uno de los principales es el factor de crecimiento
insulin-like tipo | (IGF-I), el cual juega un papel clave en la fisiologia folicular, ya
que estimula la accion de la aromatasa, la produccion de inhibina por las
células de la granulosa e induce la expresion en éstas de receptores para la LH
(Carson et al.,, 1989). Nuestro grupo ha encontrado en anteriores estudios
relacion entre las concentraciones de IGF-l en LF y la capacidad de
fecundacion del ovocito, siendo dichas concentraciones significativamente mas
elevadas en los LF de foliculos cuyos ovocitos se fecundaron (Jimena et al.,
1992a; Jimena, 1993).

Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros autores
(Rabinovici et al., 1990; Suchanek et al., 1991). Sin embargo, otros encuentran
asociacion entre las concentraciones de IGF-I en LF y maduracion del ovocito,
pero no con la fecundacion del mismo (Artini et al., 1994). Incluso se ha
realizado un estudio en pacientes en tratamiento con ICSI en el que no se
encontro correlacion entre los niveles de IGF-l en LF y la gestacion tras la

microinyeccion espermatica (Hammadeh et al., 2000).

La reducciéon de IGFBP-3 es un importante mecanismo para incrementar
la biodisponibilidad de IGF libre modulando la respuesta folicular a las
gonadotrofinas. Este efecto es aun mayor en ciclos estimulados (Amato et al.,
1998). Tras estudiar las concentraciones de IGF-l y de IGFBP-3 en LF de
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foliculos dominantes de pacientes estériles sometidas a FIV, se pudo
demostrar una correlacién positiva entre la maduracion ovocitaria y los niveles
de IGF-l y negativa para IGFBP-3 lo que demuestra el papel de estos factores
de crecimiento en la calidad folicular (Nardo et al., 2001).

Otros factores de crecimiento estudiados en LF, son el factor de
crecimiento insulin-like tipo Il (IGF-Il), cuyas concentraciones son mucho
mayores en LF que las del IGF-I (Kubota et al., 1993), y que se relaciona con el
numero de ovocitos obtenidos, con la calidad ovocitaria y con la tasa de
gestacion de un programa FIV-TE (Berkane et al., 1989).

Distintas situaciones con estado nutricional subdptimo (desdrdenes
alimenticios, amenorrea inducida por el ejercicio, amenorrea hipotalamica)
estan asociadas a bajos niveles séricos de leptina. Igualmente alteraciones
como obesidad o SOP cursan con elevacion sérica y en liquido folicular de
leptina, indicando la existencia de una relativa deficiencia de ésta o una
resistencia en su funcién. La leptina podria ser un interesante enlace entre el
tejido adiposo y el sistema reproductivo, informando si las reservas energéticas
son adecuadas para una normal reproduccién (Moschos et al., 2002). Durante
la reproduccidn asistida los niveles de leptina en LF podrian ser utilizados como
valor predictivo, asi a mayor concentraciéon en LF existe una mayor resistencia
ovarica al tratamiento y menor posibilidad de embarazo (Cioffi et al., 1997;
Butzow et al., 1999).

Las concentraciones elevadas en LF del factor de necrosis tumoral-alfa
(TNF-a) y de la interleuquina-1 (IL-1) también se relacionan con foliculos cuyos
ovocitos fueron fecundados (Mendoza et al., 1999). Asimismo, la endotelina-2
se encuentra elevada en LF de foliculos cuyos ovocitos se fecundaron y
dividieron, correlacionandose los niveles de esta sustancia con los de IGF-|
(Sudik et al., 1996).
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Otro factor de crecimiento que se relaciona directamente con la calidad
folicular es el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) sintetizado por
las células de la granulosa y que puede correlacionarse con la calidad del
foliculo a través de la angiogénesis perifolicular (Gregory, 1998; Chui et al.,
1997). Sin embargo, estudios con pacientes sometidas a protocolos de DFM,
relacionan incrementos del nivel de VEGF en LF con una menor respuesta
ovarica, disminucion de la mitosis de células de la granulosa e incremento de la
apoptosis en este compartimento celular, lo cual traduciria una mala calidad de
los foliculos afectados (Quintana et al., 2001).

Hay autores que observan que altos niveles de CA-125 en LF interfieren
con la fecundaciéon e implantacion (Acien et al., 1988), pero otros no
encuentran relacién entre los niveles en LF de dicho marcador tumoral y la
fecundabilidad del ovocito (Mordel et al., 1992), al igual que los resultados
obtenidos por nuestro grupo (Jimena et al.,, 1993). Respecto a la alfa-
fetoproteina (AFP) y al antigeno carcinoembrionario (CEA) tampoco hemos
encontrado relacion entre sus niveles en LF y el resultado de la fecundacién “in

vitro” (Jimena et al., 1993).

Nayudu et al. (1983) demostraron una relacion positiva entre los niveles
de Inmunoglobulina G en LF y el resultado de la fecundacién “in vitro”. Dichos
resultados no fueron confirmados por nuestro laboratorio en el estudio
realizado por Molina et al. (1991). También existe controversia en la relaciéon
existente entre las beta-endorfinas en LF y la fecundabilidad del ovocito, ya que
Fachinetti et al. (1989) encontraron niveles mas elevados en LF de ovocitos
que se fecundaban, mientras que otros autores no observan dicha relaciéon
(Tam et al., 1988; Lovegren et al., 1991).

La proteina placentaria-A asociada al embarazo (PAPP-A) parece servir
como indice de madurez folicular pero no predice la capacidad de fecundacién
del ovocito (Sinosich, 1987).
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Tarlatzis et al. (1985) demostraron que las concentraciones de AMPc en
LF se asocian con fecundacion, divisién y viabilidad de los ovocitos humanos
“in vitro”, por lo que, para estos autores, la concentracion de dicha sustancia en
LF podria ser un marcador de madurez ovocitaria y desarrollo folicular en los
ciclos FIV. Otro posible marcador podria ser la actividad fibrinolitica del
activador del plasminégeno que se ha visto aumentada en los LF de ovocitos

que se fecundan (Milwidsky et al., 1989).

Nuestro grupo de trabajo no encontré relaciéon entre la fecundabilidad
ovocitaria y los niveles de insulina en LF (Jimena, 1993) lo que coincide con los
resultados obtenidos por otros autores (Ben-Rafael et al., 1987), aunque
contradice lo encontrado por Diamond et al. (1985), que describen mayores
niveles de insulina en LF de ovocitos no fecundados que en los que se

fecundan.

Los niveles de inhibina en LF estan relacionados con el crecimiento
folicular de modo que se elevarian en foliculos con ovocito maduro (Miller et al.,
1991). Otros autores también los relacionan positivamente con el estradiol
sérico y con el numero de foliculos y ovocitos de ciclos FIV (McLachlan et al.,
1986). Los niveles de RNA mensajero de la subunidad alfa de la inhibina se
encuentran elevados en el LF de foliculos con ovocitos maduros y que
posteriormente se fecundan (Fujiwara et al., 2000), no obstante, también
observan que niveles excesivos de dicha subunidad alfa se asocian con mala

calidad embrionaria.

Se ha descrito la presencia de activina A en LF, pero se desconoce su
relacion con la maduracion folicular y la fecundacién “in vitro” del ovocito
(Burger et al., 1988). Sin embargo, dado que en cultivos de ovocitos y células
del cumulo se observa una relacidon positiva entre los niveles de activina Ay la
calidad ovocitaria, debemos pensar que dicha sustancia debe actuar en la

maduracion ovocitaria (Lau et al., 1999). La folistina se encuentra también en
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LF, siendo sus niveles mas elevados en foliculos que contienen ovocitos en

estadios de metafase | y Il que en vesicula germinal (Fujiwara et al., 2000).

Con relaciéon a los niveles de hormonas hipofisarias en LF, se ha
demostrado un aumento significativo de los niveles de LH en los foliculos cuyos
ovocitos se fecundaban (Jimena, 1993), asi como una relacién positiva entre
dichos niveles y las tasas de fecundacion y gestacion (Imoedenhe y Sigue,
1988). Por tanto, los niveles de LH en LF son capaces de predecir la calidad
folicular, sefialando la exposicién adecuada del foliculo preovulatorio a la LH
para la reanudacion de la meiosis. La FSH en LF no diferencia los ovocitos
capaces de fecundar de aquellos que no se fecundan en ciclos estimulados con
citrato de clomifeno/hMG (Stone et al., 1988; Molina, 1990), sin embargo,
Laufer et al. (1984) encontraron en ciclos estimulados con hMG/hCG niveles de
FSH mayores en LF de ovocitos que se fecundaban que en los que no lo

hacian.

Lindner et al. (1988) refieren niveles significativamente mas elevados de
prolactina en LF correspondientes a ovocitos fecundados que en aquellos
asociados a ovocitos no fecundados, concluyendo que dicha hormona puede
ser un parametro adicional de calidad folicular en LF. Sin embargo, nuestro
grupo (Molina, 1990) no observo relacidon entre la prolactina presente en LF y el

resultado de la fecundacion “in vitro”.

Las hormonas esteroideas sexuales han sido ampliamente estudiadas
coémo parametros de evaluacion de la calidad folicular. Los niveles de estradiol
en LF reflejan la calidad global del foliculo, relacionandose su concentracion
con el numero de células de la granulosa, asi como con la madurez del
citoplasma y nucleo ovocitario (kreiner et al., 1987; Botero-Ruiz et al., 1984; Liu
et al., 1986; Entman et al., 1987; Teissier et al., 2000). Diversos autores han
estudiado los niveles de estradiol en LF de ovocitos fecundados y no
fecundados, obteniéndose niveles significativamente elevados en LF

correspondientes a ovocitos que se fecundan (Wransby et al.,, 1981;
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Imoedenhe and Sigue, 1988; Lee et al., 1987; Liu et al., 1986). Nuestro grupo
también demostré la existencia de un aumento significativo en los niveles de
estradiol en LF de foliculos cuyos ovocitos se fecundaron, relacionando dichos
niveles con el numero de células de la granulosa (Molina, 1990; Jimena, 1993).
Estos resultados coinciden con los estudios de Gregory (1998) tras cultivo de
células del cumulo durante 24 horas y valoracion de la concentracion de
estradiol en el medio, siendo ésta significativamente mayor en los ciclos que
finalizan con el embarazo de la paciente. No obstante, otros autores no han
observado esta relacion (Berger et al., 1987; Sinosich, 1987; Smith et al.,
1988).

Asi mismo, en los estudios realizados por nuestro grupo (Molina, 1990;
Jimena, 1993) se encontré una relacién entre los niveles de progesterona en
LF y la calidad folicular, siendo dichos niveles mayores en los LF cuyos
ovocitos se fecundaban tras la técnica de reproduccién asistida. Estos
resultados coinciden con los de otros autores que encuentran correlacion
positiva entre los niveles de progesterona en LF y las tasas de fecundacion. La
capacidad de la progesterona para predecir la fecundacion del ovocito puede
estar asociada con el hecho de que sus niveles en LF se relacionan con la
madurez del ovocito y con el grado de luteinizacién del foliculo (Kreiner et al.,
1987; Entman et al., 1987; Droesch et al., 1988; Botero-Ruiz et al., 1984; Liu et
al., 1986; Lee et al., 1987; Reinthaller et al., 1987; Teissier et al., 2000), con la
tasa de fecundacion (Wransby et al., 1981; Ben-rafael et al., 1987; Reinthaller
et al., 1987; Franchimont et al., 1989; Molina 1990), la tasa de divisién (Ben-
rafael et al., 1987) y la de gestacién (Basuray et al., 1988). Otros trabajos, sin
embargo, no encuentran estas relaciones (Berger et al., 1987; Sinosich, 1987;
Smith et al., 1988; Imoedenhe y Sigue, 1988).

Los androgenos, y mas concretamente la testosterona, se han utilizado
como un parametro de calidad ovocitaria encontrandose significativamente
disminuidos en los LF de foliculos cuyos ovocitos se fecundaron posteriormente

(Jimena, 1993). Estos resultados coinciden con los trabajos realizados por
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Botero-Ruiz et al. (1984) y Uehara et al. (1985), asi como con el mayor
incremento de anormalidades ovocitarias observadas en ovocitos
preovulatorios con altos niveles de andrégenos en LF (De Sutter et al., 1991).
Sin embargo, Teissier et al. (2000) no encuentran relacion entre los niveles de
testosterona y la madurez ovocitaria, a pesar de que esta hormona se
correlaciona negativamente con el crecimiento del foliculo y con las

concentraciones de estradiol y progesterona.

Hay autores que creen que los niveles de dichas hormonas esteroideas no
son predictores de la calidad folicular, pero que si lo es el cociente
progesteronal/estradiol, el cual se encuentra significativamente elevado en los
casos en que los ovocitos se fecundan (Enien et al., 1995). Por otro lado, Xia y
Younglai (2000) encuentran que el cociente estradiol/testosterona se relaciona
directamente con la morfologia y calidad del ovocito, mientras que no existe
relacion con los niveles de estradiol, progesterona y testosterona medidos
independientemente. Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Andersen (1993), el cual correlaciona el aumento de estradiol/testosterona en
LF con mayores tasas de gestacién en programas de FIV. También se ha
relacionado con el numero de células de la granulosa el foliculo, de modo que
si un foliculo contiene un numero bajo de células de la granulosa no
aromatizara suficientes androgenos, y entrara en atresia. Dicho cociente refleja
la efectividad de las células de la granulosa en la conversién de androgenos en
estradiol, de modo que las células de la granulosa con un valor
estradiol/testosterona mayor son las mas efectivas y las que pertenecen a
foliculos mas sanos. Un valor bajo indicaria cambios atrésicos en el foliculo.
Dado que los foliculos de mayor tamano son los que mas células de la
granulosa contienen, se puede deducir que los foliculos grandes tienen un nivel

estradiol/testosterona alto, y por tanto mayor tasa de fecundacion.

Respecto a la androstendiona, diversos autores observan que existen
niveles mas elevados en LF correspondientes a ovocitos no fecundados que en

aquellos asociados a ovocitos fecundados (Kobayashi et al., 1991; De Sutter et
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al., 1991; Dehennin et al., 1987). Sin embargo, también han sido publicados
resultados que no encuentran diferencias significativas en sus niveles (Liu et
al., 1986; Ben-Rafael et al., 1987; Imoedenhe y Sigue, 1988). Segun De Sutter
et al. (1991) se pueden utilizar los niveles de androstendiona en LF y la razén
androstendiona/estradiol para evaluar la probabilidad de obtener un ovocito
cromosdmicamente anormal, ya que dichas determinaciones se encontrarian

significativamente elevadas.

Niveles elevados de cortisol en LF se asocian con ovocitos que no se
fecundaron (Jimena et al., 1992b; Jimena, 1993), de modo que el cortisol
ejerceria un efecto negativo sobre el foliculo, actuando directamente sobre el
ovocito y/o alterando el proceso de maduracion de las células de la granulosa.
Estos resultados coinciden con los de Fateh et al. (1989) que observan que los
LF correspondientes a ovocitos fecundados tienen niveles de cortisol menores
que los que no se fecundan, siendo dichos niveles mayores en los LF de

ovocitos maduros que en los inmaduros.

Un estudio realizado por Harlow (1997) concluye que existe un aumento
de cortisol en LF durante la aparicién del pico de LH y que dichos niveles de
cortisol son necesarios para la completa maduracion del ovocito, asi como para
disminuir la actividad de la enzima 11-B-hidroxiesteroide dehidrogenasa (11pB-
HSD) que lo mantiene inhibido. Esta enzima puede constituir un marcador de
fecundabilidad del ovocito ya que el aumento de su actividad se relaciona con
menores tasas de fecundacion y gestacion en programas de FIV-TE (Michael et
al., 1995). Ademas se ha demostrado un mecanismo de inhibicién paracrino de
la enzima, ya que al incubar células de la granulosa con actividad negativa de
la enzima con otras con actividad positiva, estas ultimas se convierten en
células con actividad de la 11B-HSD negativa (Michael et al., 1996). La
correlacion entre 11B3-HSD y embarazo puede explicarse por la necesidad de

que exista inmunosupresion en el lugar de la implantacion (Gregory, 1998).

Los niveles de la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) y de la

proteina transportadora de cortisol (CBP) fueron medidos por Andersen et al.
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(1990) en mujeres sometidas a programas de FIV-TE, concluyendo que la
medida de estas proteinas es un buen parametro para predecir el resultado de
la FIV ya que se encuentran significativamente elevadas en las mujeres que
conseguian embarazo. Campo et al. (1989) observaron que la SHBG esta
presente en el LF, sugiriendo que pudiera jugar un papel importante en la
limitacion de la concentracidn de esteroides en el foliculo. Sin embargo, Ben-
Rafael et al. (1987), no encontraron relaciéon entre la capacidad de fecundacion

del ovocito y las concentraciones de SHBG.
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Objetivo

El uso de farmacos agonistas de la GnRH supuso una importante mejora
en la efectividad de los protocolos de estimulacién ovarica utilizados para
fecundacion in vitro, aumentando las tasas de recuperacion de ovocitos totales
y metafase Il y las tasas de embarazo, y disminuyendo la tasa de cancelacion

por pico prematuro de LH.

Los antagonistas de la GnRH han surgido como una alternativa en los
tratamientos de reproduccion asistida. Con un mecanismo de accion distinto
producen una anulacién de los picos enddgenos de LH, atribuyéndose
ventajas, como necesidad de menores dosis de gonadotropinas y menor
incidencia de sindrome de hiperestimulacion ovarica, sin cambios significativos

en las tasas de embarazo.

El objetivo principal del presente estudio es comparar los resultados
clinicos y de calidad folicular, obtenidos en los ciclos de ICSI mediante
estimulacion ovarica con el tratamiento de antagonista de la GnRH versus el

habitual de agonistas de la GnRH mediante protocolo largo.
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Material y Métodos

A. TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio clinico randomizado, realizado en la Unidad de
Reproduccion del Hospital Universitario Virgen de las Nieves, en pacientes
sometidas a inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) durante el
periodo comprendido entre Abril de 2005 y Septiembre de 2006.

A. 1 Criterios de inclusion

1. Se incluira en la muestra de estudio toda mujer de edad comprendida
entre 18 y 40 afios, con esterilidad primaria, con FSH sérica el dia 3° menor de
15 mUI/mL y que vaya realizar su primer ciclo de reproduccion asistida (ICSl),

independientemente de la indicacion.

2. Aceptar la participacion en el estudio.

Como criterios de exclusién se considera el no cumplimiento de alguno de

los anteriores criterios de inclusion.

A. 2 Consentimiento informado
Es imprescindible que la paciente otorgue libremente su consentimiento

informado antes de poder ser incluida en el estudio clinico.

A. 3 Grupos de estudio
Al final del estudio se habian incluido 274 pacientes, distinguiendo dos
subgrupos:
1. 139 pacientes que recibieron protocolo largo de Agonistas de la GnRH.

2. 135 pacientes que recibieron protocolo de Antagonistas de la GnRH.
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B. PROTOCOLOS DE ESTIMULACION

B. 1 Protocolo con agonistas de la GnRH

Se realiz6é un protocolo de “analogo largo”. Consiste en administrar desde
el dia 22 del ciclo, 0,1 mg/dia de acetato de leuprorelina (Procrin 0.5, Abbott,
Madrid, Espana) hasta el dia en que se inicia la administracion de
gonadotrofina, en el que se reduce la dosis al 50% hasta el dia de la hCG. Tras
la regla, espontanea o tras tratamiento con anticonceptivos, se procede a
comprobar la frenacién hipofisaria mediante ecografia vaginal ovarica
(ausencia de foliculos y quistes) y determinacion sérica de estradiol (<50
pg/mL). Si se confirma dicha hipofisectomia médica se comienza a administrar
300 Ul de FSH recombinante (FSHr) al dia (Gonal F, Serono, Madrid, Espafia;
o Puregdén, Organon, Barcelona, Espana) durante dos dias, y 150 Ul de FSHr
desde el 3° al 7° dia. En este dia se realiza control ecografico del desarrollo
folicular y determinacion sérica de estradiol, con el fin de ajustar nuevamente la
dosis de FSHr a cada paciente. Una vez que la respuesta folicular es adecuada
(mas de 3 foliculos ovaricos mayores de 17 mm de diametro) se procede a
desencadenar la ovulacién mediante 250 microgramos de coriogonadotrofina

alfa recombinante (r-hCG) (Ovitrelle, Serono, Madrid, Espafia).

B. 2 Protocolo con antagonistas de la GnRH

Se inicio el dia 2° del ciclo, tras una regla espontanea o provocada con
tratamiento anticonceptivo, con 300 Ul de FSHr los dias 2° y 3° del ciclo y a
partir del 4° dia del ciclo se administré 150 Ul de FSHr. El dia 6° de
estimulacién o cuando un foliculo adquiere 14 mm. de diametro se empieza la
administracién de 0.25 mg/dia de antagonista Cetrorelix (Cetrotide; Serono
Laboratorios SA, Aubonne, Switzerland) o Ganirelix (Orgalutran; Organon
Laboratorios, Oss, The Netherlands). El dia 9° se realiza control ecografico del
desarrollo folicular y determinacién sérica de estradiol con el fin de ajustar
nuevamente la dosis de FSHr a cada paciente. Una vez que la respuesta
folicular es adecuada (mas de 3 foliculos ovaricos mayores de 17 mm de

diametro) se procede a desencadenar la ovulacion mediante 250 microgramos
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de coriogonadotrofina alfa recombinante (r-hCG) (Ovitrelle, Serono, Madrid,
Espafia).

Se administro LH recombinante, a mujeres 235 afios, con FSH basal >10
mUI/mL en el dia 3° del ciclo o con una ratio FSH/LH >3/1. Este grupo lo
formaron 46 pacientes (33%) en el grupo que recibié protocolo largo de
agonistas de la GnRH y 50 pacientes (37%) en el grupo que recibioé protocolo

de antagonistas de la GnRH.

C. PUNCION FOLICULAR

La puncién folicular se realizo con adecuadas condiciones de asepsia, via
transvaginal ecoguiada y aproximadamente 36 horas después de la
administraciéon de la hCG, anticipandonos al proceso ovulatorio. Tras
abundante lavado con suero fisioldgico, realizamos una anestesia paracervical
con Mepivacaina clorhidrato diluido al 0,2% (Scandinibsa, Inibsa, Barcelona,
Espafa) y utilizando una aguja de puncion ovarica (Labotect Labor-Technik-
Gottingen, Goéttingen, Germany) puncionamos uno a uno los foliculos mayores
de 17 mm aspirando su contenido en tubos de recogida de liquido folicular
(Becton Dickinson Labware, NJ, USA) con un sistema de vacio a 150 mm de

Hg de presidn.

El contenido del foliculo aspirado se transporta rapidamente al laboratorio
de reproduccion, junto a la sala de puncion, para comprobar de inmediato la

presencia del complejo cumulo-corona-ovocito en el liquido folicular.

No se realiz6 de forma habitual profilaxis antibiética, y tan sélo en los
casos en que la puncion ofrecié mayor dificultad se administré via intravenosa
una dosis unica de 1.500 mg de cefuroxima soédica (Cefuroxima Normon EGF,
Madrid, Espafia) o de 1.000 mg de lactobionato de eritromicina (Pantomicina

Abbot, Madrid, Espafia) en pacientes alérgicas a betalactamicos.
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D. RECOGIDA DE SEMEN Y PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

El semen se obtuvo por masturbacion tras lavado de manos y de genitales
y después de abstinencia sexual previa de 3-5 dias. Una vez recogido el semen
en un recipiente estéril se mantiene a 37°C durante 30 minutos para que se
licue. Todas las manipulaciones del eyaculado se realizan dentro de una
campana de flujo laminar con instrumental estéril. Una pequefa muestra de
semen se utiliza para observar en fresco la motilidad espermatica y demas

parametros habituales del seminograma.

La recuperacion de espermatozoides moviles se llevé a cabo mediante la
técnica de swim-up (Windt et al., 1990) que describimos a continuacién. Tras
depositar la muestra del semen en un tubo de cultivo de 17x100 mm junto con
medio de cultivo Gamete (IVF Science Scandinavia, Gothenburg, Sweden), se
agita y se centrifuga a 300 g durante 7 minutos. El sobrenadante se retira con
una pipeta Pasteur y al pellet se le afiade cuidadosamente 1 ml de medio de
cultivo y se vuelve a centrifugar durante 15 segundos para depositar las
particulas mas groseras que pudieran haberse desprendido del pellet. A
continuacion se coloca en la incubadora con objeto de que los
espermatozoides moviles migren al medio de cultivo. A los 20-30 minutos se
recogen mediante una pipeta parte del sobrenadante, pasandolo a un tubo de
cultivo de 12x75 mm en el que permanece hasta la realizacion de la técnica de
fecundacion “in vitro”. Una gota de esta preparacién se observa al microscopio
para contabilizar los espermatozoides moéviles utilizando una camara de

Neubauer.

E. LABORATORIO DE FECUNDACION “IN VITRO”: AISLAMIENTO DE
OVOCITOS Y REALIZACION DE TECNICAS DE FECUNDACION “IN VITRO”

(FIV-ICSI)

Una vez que los liquidos foliculares (LF) llegan al laboratorio, se inicia la

busqueda e identificacion del ovocito. Para ello se depositan en una placa de
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Petri de 100x15 mm y bajo vision estereomicroscopica se observan para
localizar el complejo cumulo-corona-ovocito. ldentificado éste, mediante una
pipeta Pasteur se coloca en una nueva placa de Petri de 35x10 mm en el
interior de unas gotas de medio de cultivo IVF Vitrolife (IVF Science
Scandinavia, Gothenburg, Sweden) previamente gasificado y calentado a 37°C,
para eliminar los restos de LF.

Tras el aislamiento de los ovocitos, éstos se depositan en una placa de 4
pocillos (2-3 ovocitos por pocillo) junto a 0,7 ml de medio de cultivo IVF Vitrolife

por pocillo.

La realizacién de ICSI obliga a eliminar el cumulo y la corona radiada del
ovocito. Para decumular se sumerge el complejo cumulo-corona-ovocito en una
solucion con 80 Ul/mL de hialuronidasa (HYASE, IVF Science Scandinavia,
Gothenburg, Sweden) en medio de cultivo Gamete (IVF Science Scandinavia,
Gothenburg, Sweden) durante 10-20 segundos aspirando varias veces el
complejo mediante pipeta Pasteur. La actuacién sobre la corona radiada se
realiza mecanicamente haciendo pasar al ovocito varias veces por una pipeta
Pasteur afilada con un diametro adecuado. Una vez aislado el ovocito de sus
envolturas se procede a la realizacion de la microinseminacion en los ovocitos
maduros en metafase |l caracterizados por la presencia del primer corpusculo
polar, el cual sirve como depdsito del material cromosémico extra que es
expulsado del ovocito después de la telofase de la primera division meibtica
(Veeck, 1986). Esta estructura es la primera indicacion de que el proceso de

maduraciéon se ha completado.

La placa de microinseminacion utilizada fue una placa de Petri hidrofoba
en la cual se colocan los ovocitos en microgotas. A continuacion se afaden
varias microgotas con suspension de Polivinil-pirrolidona (PVP) (ICSI, IVF
Science Scandinavia, Gothenburg, Sweden) y a estas microgotas de PVP se
afiaden 1-3 ul de la suspension de espermatozoides recuperados mediante
swim-up con el objeto de frenar a los espermatozoides, permitir la fractura del
flagelo y su captura. Una vez lista la placa se cubren todas las gotas con aceite
mineral (Ovoil; IVF Science Scandinavia, Gothenburg, Sweden) previamente

equilibrado con medio de cultivo, gasificado y atemperado a 37°C.
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Para realizar la microinseminacion utilizamos un microscopio invertido
(Eclipse TE-200, Nikon, Tokyo, Japdn) con pletina termostatizada y un equipo
de micromanipulaciéon (Narishige, Tokyo, Japdén). En dicho microscopio se
coloca la placa de microinseminacion y se realiza ésta con micropipetas
comerciales (Humagen, Charlottesville, VA, USA). Tras la microinseminacion
se cultivan los ovocitos microinyectados que no sufrieron degeneracion en

medio de cultivo IVF-Scandinavia a 37°C en atmosfera 5% de CO..

Aproximadamente a las 17-18 horas tras la realizacion de las técnicas FIV
o ICSI observamos en el microscopio invertido el ovocito con el objeto de
comprobar si se ha producido su fecundacion (presencia de dos pronucleos). A
continuacion se incuban los ovocitos fecundados en medio de cultivo IVF
Vitrolife durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se clasifican los embriones
segun su calidad siguiendo la clasificacion de Plachot et al. (1987). Se
consider6 embriones de buena calidad aquellos que presentan blastomeros
iguales y ausencia de restos citoplasmaticos (tipo 1), y los que presentaron
blastobmeros iguales y presencia de algunos restos citoplasmaticos (tipo Il) que

se encontraban en cuatro células o mas a las 48 horas de la puncién folicular.

La transferencia de embriones a utero se realizé6 a las 48 horas de la
puncion folicular mediante catéter de transferencia embrionaria (Labotect
Labor-Technik-Goéttingen, Gottingen, Germany). En ningun caso se transfirieron
mas de tres embriones. El resto de embriones no transferidos se dejaron en
medios de cultivo secuenciales (Vitrolife, Science Scandinavia, Gothenburg,
Sweden) hasta el dia 5° desde la puncion, para posibilitar su desarrollo hasta el

estadio de blastocisto.

F. AISLAMIENTO DE LiQUIDO FOLICULAR

Todos los LF utilizados, con objeto de determinar parametros de calidad
folicular, fueron claros sin ningun signo de contaminacion sanguinea
macroscopica, correspondiendo cada una de las muestras a un pool de

liguidos de cada paciente. Se centrifugd (400g) en el laboratorio durante 10
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minutos, con el objetivo de decantar el sobrenadante eliminando el contenido

celular. Los liquidos foliculares fueron congelados a —-80 ° C hasta la

determinacién hormonal.

G. VARIABLES A ESTUDIAR

8.

9.

. Dias de estimulacion con FSHr

. Dosis total de FSHr

. Nivel sérico de estradiol el dia que se administra hCG

. Numero total de foliculos mayores de 17 mm el dia de la hCG
. Numero de ciclos cancelados

. Ciclos con coasting

. Numero de ovocitos recuperados

% de ovocitos en metafase I

% ovocitos fecundados/ovocitos microinyectados

10. % de embriones >4 células

11. Numero de embriones tipo | y Il

12. Numero de embriones transferidos

13. Tasa de gestacion

14. % de embarazos multiples

15. Niveles de hormonas esteroideas (estradiol, progesterona, testosterona y

prolactina) en liquido folicular

16. Niveles de hormonas proteicas (FSH y LH) en liquido folicular
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H. CALIDAD FOLICULAR

El estudio de calidad folicular se realizé6 evaluando hormonas esteroideas

y proteicas en LF.

H.1 DETERMINACION DE HORMONAS ESTEROIDEAS.

Los niveles de estradiol séricos durante el desarrollo folicular y los de
estradiol, progesterona y testosterona en LF se determinaron mediante Kkits

comerciales (Roche/Hitachi modular E-170 system, Madrid, Espana).

H. 2 DETERMINACION DE HORMONAS PROTEICAS.

La medida de FSH, LH y Prolactina en LF se realiz6 mediante kits

comerciales (Roche/Hitachi modular E-170 system, Madrid, Espana).

. METODOS ESTADISTICOS

El analisis estadistico de los datos obtenidos en este estudio se realizd
mediante los paquetes estadisticos STATISTICA for Windows 5.1 (StatSoft,
Tulsa, USA), MedCalc 1.0 (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium) y SPSS,

dandose los siguientes pasos:

I. 1 Analisis descriptivo

Las pacientes incluidas en el estudio se clasificaron en base al protocolo
de estimulacion seguido (Agonistas o Antagonistas). Se realiz6 un analisis
descriptivo de cada una de las variables objeto de estudio en cada grupo. Para
la descripcion de las variables cualitativas se utilizdé la frecuencia absoluta y
relativa (porcentaje) y de las variables cuantitativas: media, desviacion

estandar, minimo, maximo y numero de casos.
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l. 2 Estudio de normalidad de las variables

Para comprobar si las variables cuantitativas seguian una distribucion
normal se utilizd el test de Shapiro-Wilk, rechazandose la hipdtesis de
normalidad por debajo de una p<0,005. Al considerar todas las pacientes
juntas, se comprob6 que todas las variables cuantitativas analizadas siguieron
una distribucion normal, excepto los niveles de estradiol en suero y liquido

folicular, los cuales lo hicieron tras transformacion logaritmica.

1.3 Comparacion de la distribucion de variables cualitativas
La comparacion de variables cualitativas se realiz6 mediante el test de

X2,y en caso de no cumplirse las condiciones de validez el test de Fisher.

.4 Comparaciéon de medias

Para la comparacion de medias entre los grupos de pacientes
establecidos se realizé en primer lugar el test de Levenne para comprobar la
homogeneidad de las varianzas. Si dicho test resultaba significativo se
realizaba el test de Welch, y si el test de Levenne resultaba no significativo se

calculaba la t de Student clasica.
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Resultados

INDICACION DEL TRATAMIENTO (Tabla I)

La tabla | nos muestra la homogeneidad en cuanto a la indicacién del
tratamiento entre las 139 pacientes que recibieron el protocolo con agonistas
de la GnRH, y las 135 pacientes que recibieron el protocolo con antagonistas de
la GnRH.
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Tabla I: Indicacion del tratamiento.

Factor masculino

Factor tubarico

SOP

Endometriosis

EOD

Mixta

Otra causa

N.S.

86

81
(58,2%)

10
(7,1%)

4
(2,8%)

1
(0,7%)

30
(21,6%)

8
(5,7%)

5
(3,6%)

65
(48,1%)

17
(12,6%)

5
(3,7%)

5
(3,7%)

36
(26,7%)

4
(3,0%)

3
(2,2%)



Resultados

VARIABLES CLINICAS Y DE ESTIMULACION DE LOS CICLOS DE
DESARROLLO FOLICULAR MULTIPLE EN PACIENTES QUE RECIBIERON
PROTOCOLO CON AGONISTAS DE LA GnRH COMPARADAS CON LOS
CICLOS DE DESARROLLO FOLICULAR MULTIPLE EN PACIENTES QUE
RECIBIERON PROTOCOLO CON ANTAGONISTAS (tabla II)

La tabla Il nos muestra la homogeneidad de edad entre las 139 pacientes
que recibieron el protocolo con agonistas de la GnRH, y las 135 pacientes que

recibieron el protocolo con antagonistas de la GnRH.

Se comparan distintas variables clinicas y resultados tras ser sometidas

todas ellas a desarrollo folicular multiple (DFM) con FSHr.

El tiempo de duracion de la estimulacion ovarica en los ciclos no
cancelados es menor en el grupo de las pacientes que recibieron protocolo de

antagonistas, siendo esta diferencia estadisticamente significativa.

No hay diferencia en cuanto al numero de foliculos mayores de 17 mm el

dia de la administracion de hCG.

El nivel de estradiol sérico el dia de la administracion de hCG alcanza
mayores niveles en el grupo que recibid el protocolo con agonistas, aunque sin

llegar a la significacion estadistica.

La dosis total de FSHr y LHr empleada hasta el dia de la administracién de
la hCG, asi como la dosis de FSHr administrada los tres primeros dias es similar

en ambos grupos.
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Tabla II: Variables clinicas y de estimulacion de los ciclos de DFM con protocolo

de agonista largo y antagonista.

Edad (arios)

Dias estimulacién
(ciclos no cancelados)

N° foliculos >17 mm
(ciclos no cancelados)

Dosis total FSHr (Ul)
(ciclos no cancelados)

Estradiol sérico
(dia hCG) pg/mL
(ciclos no cancelados)

LHr ampollas

Dosis tres primeros dias (FSHr)

*p<0,001

88

33,2 + 4,1
(18-40)

11,4 +22
(5-18)

6,4 +3,1
(1-16)

2619,4 + 1278,4
(800 - 6900)

2497,7 +1731,0
(459 — 6929)

12,6 + 6,8
(2-31)
n=46

743,6 + 201,5
(450-1350)

32,6 +3,8
(22-40)

10,0+23*
(4-16)

6,2+3,3
(1-16)

2402,5 + 1548,4
(850 - 6300)

1468,2 + 1540,5
(417 = 6830)

11,0 + 6,8
(2-32)
n=50

774,4 + 196,5
(450-1450)



Resultados

VARIABLES DE LABORATORIO DE LOS CICLOS DE DESARROLLO
FOLICULAR MULTIPLE EN PACIENTES QUE RECIBIERON PROTOCOLO
CON AGONISTAS COMPARADAS CON LAS PACIENTES QUE
RECIBIERON PROTOCOLO CON ANTAGONISTAS (Tabla Ill)

No encontramos diferencias en el numero de ovocitos por puncién, ni en el
porcentaje de ovocitos en metafase Il, ni en el porcentaje de ovocitos
fecundados entre pacientes que recibieron protocolo con agonistas y pacientes

que recibieron protocolo con antagonistas.

Existe un mayor porcentaje de fallo de fecundacion total en el grupo que
recibié protocolo con antagonistas sin alcanzar diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo, la calidad y el grado de division embrionaria no
presentan diferencias entre ambos grupos, y consecuentemente el numero de
pacientes con transferencia embrionaria tras puncién folicular y el numero de
embriones transferidos es también comparable entre pacientes de ambos

grupos.

El porcentaje de desarrollo embrionario hasta blastocisto de los embriones

no transferidos tampoco presenta diferencias entre los dos grupos de pacientes.
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Tabla Ill: Variables de laboratorio de los ciclos de DFM.

N° ciclos puncionados

N° ciclos con transferencia

N° ovocitos por puncién

% ovocitos metafase Il

% ovocitos fecundados/ ovocitos
microinyectados

Tasa de punciones con fallo
total de fecundacién

(tipo 1)

% emb calidad
(tipo 1I)

% emb >4 células

% transferencia tras puncion

N° embriones por transferencia

% embriones no transferidos con
desarrollo hasta blastocisto

N.S.

90

118

72, 7%
(101/139)

8,9+49
(1-32)

78,3+ 23,0
(20-100)

69,0 + 32,7
(0-100)

14,4%
(17/118)

29,2%
(73/250)

10,8%
(27/250)

74,7%
(186/250)

85,6%
(101/118)

2,1+1,0
(1-3)

14,7%
(5/34)

111

63,0%
(85/135)

8,2+4,1
(1-19)

77,2+ 23,6
(20-100)

65,0 + 36,5
(0-100)

23,4%
(26/111)

35,9%
(83/231)

9,1%
(21/231)

72,7%
(168/231)

76,6%
(85/111)

2,0+ 1,1
(1-3)

14,3%
(6/42)



Resultados

INDICACION DEL TRATAMIENTO. COMPARACION ENTRE AMBOS
PROTOCOLOS DE ESTIMULACION Y RESULTADO FINAL (EMBARAZO O
NO) (tabla IV)

La tabla IV nos muestra la homogeneidad en cuanto a la indicacion del
tratamiento entre las pacientes que recibieron el protocolo con agonistas de la
GnRH, y quedaron embarazas y las pacientes que recibieron el protocolo con
antagonistas de la GnRH. y quedaron embarazadas. Asi mismo también existe
homogeidad en la indicacidn del tratamiento entre las pacientes que recibieron

un protocolo u otro y que no quedaron embarazas.
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Resultados

Tabla IV: Indicacion del tratamiento. Comparacion entre ambos protocolos de
estimulacion y resultado final (embarazo o no).

Factor masculino 23 58 13 52
(69,7%) (64,7 %) (68,4%) (44,8%)
. . 10 3 14
Factor tubarico 0 (9,4%) (15,8%) (12,1%)
2 2 5
SoP 6,1% 1.9% 0 4,3%
(6,1%) (1,9%) (4,3%)
.. 1 5
Endometriosis 0 (0,9%) 0 (4,3%)
EOD 8 22 2 34
24,2%) (20,7%) (10,5%) (29,3%)
(

. 8 4
Mixta 0 (7,5%) 0 (3,4%)
Otra causa 0 5 1 2

(4,7%) (5,2%) (1,7%)
N.S.
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Resultados

VARIABLES CLINICAS Y DE ESTIMULACION DE LOS CICLOS DE DFM
CON PROTOCOLO DE AGONISTA LARGO Y ANTAGONISTA.
COMPARACION ENTRE AMBOS PROTOCOLOS DE ESTIMULACION Y
RESULTADO FINAL (EMBARAZO O NO) (tabla V)

La tabla V nos muestra la homogeneidad de edad entre las pacientes que
recibieron el protocolo con agonistas de la GnRH, y quedaron embarazas y las
pacientes que recibieron el protocolo con antagonistas de la GnRH. y quedaron
embarazadas asi como la homogeneidad de las pacientes que no quedaron
embarazadas tras recibir un protocolo u otro. Se comparan distintas variables
clinicas y resultados tras ser sometidas todas ellas a desarrollo folicular multiple
(DFM) con FSHr.

El tiempo de duracion de la estimulacion ovarica en los ciclos no
cancelados es menor en el grupo de las pacientes que recibieron protocolo de
antagonistas y no quedaron embarazadas en comparacién con las pacientes
que recibieron protocolo de agonistas y no quedaron embarazadas, siendo esta

diferencia estadisticamente significativa.

No hay diferencia en cuanto al numero de foliculos mayores de 17 mm el

dia de la administracion de hCG.

El nivel de estradiol sérico el dia de la administracion de hCG alcanza
mayores niveles en el grupo que recibidé el protocolo con agonistas y que
guedaron o0 no embarazas en comparacion con el grupo que recibio el protocolo

con antagonistas, aunque sin llegar a la significacion estadistica.

La dosis total de FSHr y LHr empleada hasta el dia de la administracién de
la hCG, asi como la dosis de FSHr administrada los tres primeros dias es similar

en ambos grupos.
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Resultados

Tabla V: Variables clinicas y de estimulacion de los ciclos de DFM con protocolo
de agonista largo y antagonista. Comparacion entre ambos protocolos de
estimulacion y resultado final (embarazo o no).

Edad (arios)

Dias estimulacion
(ciclos no cancelados)

N° foliculos >17 mm
(ciclos no cancelados)

Dosis total FSHr (Ul)
(ciclos no cancelados)

Estradiol sérico
(dia hCG) pg/mL
(ciclos no cancelados)

Dosis tres primeros

dias (FSHr)

*p<0,001 agonistas,

94

322+4,3 33,5+ 4,0 31,8 + 3,0 32,8 +3,9
(18-40) (18-40) (25-38) (22-40)
11,3+ 1,6 11,4 +2,6 10,6 + 1,8 9,9+23*
(8-14) (5-18) (8 -14) (4-16)
75+24 6,1+ 3,3 7,3+ 3,1 6,0 +3,3
(3-14) (1-16) (1-16) (1-16)
24789 + 26635+ 5005, 9357 24453+
1060,9 1341,1 1000 - 3900) 1620,1
(800 - 4950) | (962 - 6900) (850 - 6300)
3342,3 + 2808,2 + 1397,0 + 14744 +
1733,5 1731,8 1028,4 1621,2

(794 —6356) | (459—6929) @ (812-3205) @ (417-6830)

689,1 + 196,0 760,7+ 201,1 694,1+ 1412 786,8 + 201,3
(450-1125) (450-1350) | (450-1050) (450-1450)

no gestaciones vs antagonistas, no gestaciones



Resultados

VARIABLES DE LABORATORIO DE LOS CICLOS DE DFM. COMPARACION
ENTRE AMBOS PROTOCOLOS DE ESTIMULACION Y RESULTADO FINAL
(EMBARAZO O NO) (tabla Vi)

No encontramos diferencias en el numero de ovocitos por puncion, ni en el
porcentaje de ovocitos en metafase Il, ni en el porcentaje de ovocitos
fecundados entre pacientes que recibieron protocolo con agonistas y quedaron
embarazas y pacientes que recibieron protocolo con antagonistas y quedaron
embarazas asi como tampoco encontramos diferencias entre las pacientes que

no quedaron embarazadas y recibieron uno u otro protocolo.

La calidad y el grado de division embrionaria no presentan diferencias
entre los diferentes grupos, y consecuentemente el niumero de embriones

transferidos es también comparable entre pacientes de los diferentes grupos.

El porcentaje de desarrollo embrionario hasta blastocisto de los embriones
no transferidos tampoco presenta diferencias entre los diferentes grupos de

pacientes.
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Resultados

Tabla VI: Variables de laboratorio de los ciclos de DFM. Comparacién entre

ambos protocolos de estimulacion y resultado final (embarazo o no).

N° ovocitos por puncién

% ovocitos metafase Il

% ovocitos fecundados/
ovocitos microinyectados

(tipo 1)
% emb calidad

(tipo 1)

% emb >4 células

N° embriones por
transferencia

% embriones no transferidos
con desarrollo hasta
blastocisto

N.S.

96

9,0+ 39
(1-16)

79,0 + 20,5
(30-100)

77,6 + 25,8
(20 -100)

35,6%
(32/90)

13,3%
(12/90)

85,6%
(77/90)

2,4+1,0
(0-3)

27,3%
(3/11)

89+ 53
(1-32)

78,1 + 24,3
(20-100)

65,4 + 35,6
(0-100)

25,6%
(41/160)

9,4%
(15/160)

66,9%
(107/160)

2,0+ 1,0
(0-3)

8,0%
(2/25)

94+29
(6-17)

86,7 + 22,1
(25-100)

84,8 + 20,8
(42 ~100)

40,3%
(25/62)

4,8%
(3/62)

79,0%
(49/62)

2,6 +0,9
(0-3)

27,8%
(5/18)

79+43
(1-19)

74,8+ 24,0
(20-100)

60,8 + 37,8
(0-100)

33,7%
(57/169)

10,1%
(17/169)

69,2%
(117/169)

1,9+1,2
(0-3)

3,0%
(1/33)



Resultados

VARIABLES DE EMBARAZO DE LOS CICLOS DE DESARROLLO
FOLICULAR MULTIPLE EN PACIENTES QUE RECIBIERON PROTOCOLO
CON AGONISTAS COMPARADAS CON LAS PACIENTES QUE
RECIBIERON PROTOCOLO CON ANTAGONISTAS (Tabla VII)

Al analizar el porcentaje de embarazo entre los dos grupos estudiados
observamos que al considerarlo por ciclo es inferior en el grupo de las pacientes
que recibieron protocolo con antagonistas respecto a las pacientes que
recibieron protocolo con agonistas. Cuando el calculo se realiza sobre los ciclos
con puncion o con transferencia embrionaria, la tasa de embarazo del protocolo
con antagonistas sigue siendo inferior a la de las pacientes que recibieron
protocolo con agonistas, aunque asciende progresivamente. En ningun caso

estas diferencias alcanzaron la significacién estadistica.

Tampoco puede apreciarse diferencias significativas respecto a la tasa de

implantacion embrionaria entre ambos grupos de pacientes.

La tasa de embarazo multiple y el porcentaje de los embarazos finalizados
en aborto es mayor entre las pacientes que recibieron protocolo con

antagonistas sin alcanzar significacion estadistica.
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Resultados

Tabla VIl: Variables de embarazo de los ciclos de DFM.

% gestacion por ciclo

% gestacion por puncion

% gestacion por transferencia

Tasa de implantacién global

% embarazos multiples

% abortos

N.S.

98

23,7%
(33/139)

27,9%
(33/118)

32,7%
(33/101)

28,4%

27,2%
(9/33)

3,0%
(1/33)

14,1%
(19/135)

17,1%
(19/111)

22,3%
(19/85)

23,4%

42.1%
(8/19)

15,8%
(3/19)



Resultados

EFECTOS ADVERSOS DE LA ESTIMULACION DE LOS CICLOS DE
DESARROLLO FOLICULAR MULTIPLE EN PACIENTES QUE RECIBIERON
PROTOCOLO CON AGONISTAS COMPARADAS CON LAS PACIENTES
QUE RECIBIERON PROTOCOLO CON ANTAGONISTAS (Tabla VIiI)

Las pacientes sometidas a desarrollo folicular multiple mediante protocolo
con agonistas para técnicas FIV presentan una tasa de cancelacion similar a las
pacientes sometidas a desarrollo folicular multiple mediante protocolo con

antagonistas.

La realizacion de maniobras de coasting se realiza con mayor frecuencia
en el grupo de pacientes que recibieron protocolo con agonistas aunque sin

alcanzar significacion estadistica.

Cuando analizamos la frecuencia de la aparicidon de embarazos multiples,
uno de los principales efectos adversos del tratamiento con gonadotrofinas en el
desarrollo folicular multiple, se comprueba que no existen diferencias
significativas entre ambos protocolos, pero es mas prevalente en el grupo de
pacientes que recibieron protocolo con antagonistas, obteniéndose en este
grupo 6 gestaciones gemelares y 2 triples vs. 9 gemelares y ninguna gestacion

triple en el grupo que recibid protocolo de agonistas.
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Resultados

Tabla VIII: Efectos adversos de la estimulacion de los ciclos de DFM en
pacientes que recibieron protocolo con agonistas comparadas con las pacientes
que recibieron protocolo con antagonistas.

15,1% 17,7%

Ciclos cancelados (21/139) (24/135)
. 14,4% 4,5%

% Coasting (17/118) (5/111)

% embarazos multiples ?97/53/3 ?5/;9/())

N.S.
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Resultados

VARIABLES CLINICAS, DE LABORATORIO Y RESULTADOS DE LAS
PACIENTES QUE RECIBIERON PROTOCOLO DE AGONISTA LARGO
COMPARADAS CON LAS PACIENTES QUE RECIBIERON PROTOCOLO DE
ANTAGONISTA Y CUYOS LiQUIDOS FOLICULARES CLAROS FUERON
ANALIZADOS (Tabla IX)

En esta tabla comparamos los datos clinicos de las pacientes tratadas con
protocolo de agonista largo y los datos de las pacientes que tratamos con
protocolo de antagonistas, asi como de los ciclos de DFM realizados en ellas y

cuyos liquidos foliculares claros fueron analizados.

No existen diferencias significativas entre ambos grupos en cuanto a la
edad.

Los dias de duracién de la estimulacién ovarica y dosis total de FSHr
durante el protocolo de DFM y hasta la administracion de hCG no son diferentes

entre las pacientes de ambos grupos.

Los niveles de estradiol sérico el dia de la administracion de hCG tampoco

presentan diferencias entre ambos grupos.

No existe ningun caso de coasting en el grupo de pacientes que recibieron

protocolo con antagonistas.
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Tabla IX: Variables clinicas y de estimulacion de los ciclos de pacientes
tratadas con agonistas y antagonistas y cuyos liquidos foliculares claros
fueron analizados.

Liquido folicular claro (LFC) 53 38
- 33,0+4,8 32,4 +3,6
Edad (afios) (18 ~40) (22 739)
. . . 11,6 + 2,1 10,8 + 1,8
Dias de estimulacién (7-18) (8-14)

Dosis total FSHr (Ul)

2546,9 + 1304,4
(1137 - 6900)

2612,8 + 22233
(1000 -4650)

Estradiol sérico 2371 + 2053 1830 + 1391
(dia de hCG) pg/ml (459 - 6356) (489 — 6136)
o : 13,2%

% Coasting (7/53) 0

N.S.
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Resultados

NIVELES DE HORMONAS ESTEROIDEAS EN LiQUIDO FOLICULAR DE
CICLOS DE DESARROLLO FOLICULAR MULTIPLE. COMPARACION
ENTRE PROTOCOLO CON AGONISTA LARGO Y ANTAGONISTA (Tabla X)

Al realizar el estudio comparativo entre los niveles de hormonas
esteroideas en liquido folicular de foliculos con ovocito maduro procedentes de
pacientes sometidas a DFM con protocolo de agonista largo para ICSI y en
liquido folicular de foliculos con ovocito maduro procedentes de pacientes
sometidas igualmente a DFM para ICSI con protocolo de antagonista, no se

encuentran diferencias significativas en ninguna de las hormonas evaluadas.

Estradiol, progesterona, testosterona, ofrecen unos niveles en liquido
folicular muy semejantes en ambos grupos de pacientes. Igualmente, los
rangos de valores maximos y minimos para cada hormona también son

similares entre ambos grupos de pacientes.
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Resultados

Tabla X: Niveles de hormonas esteroideas en liquido folicular de ciclos de DFM.
Comparacion entre protocolo con agonista largo y antagonista.

Estradiol
pg/mL

Progesterona
ng/mL

Testosterona
ng/mL

N.S.

104

554.763 + 326.778
(76.200 — 1.431.200)

12.992 + 4.622
(1.424 -28.040)

52+15
(1,8-12,4)

445.357 + 245.010
(5.496 — 1.462.000)

12.502 + 4.927
(816-22.124)

51+ 1,1
(2,6-8,9)



Resultados

NIVELES DE HORMONAS ESTEROIDEAS EN LiQUIDO FOLICULAR DE
CICLOS DE DFM. COMPARACION ENTRE AMBOS PROTOCOLOS DE
ESTIMULACION Y RESULTADO FINAL (EMBARAZO O NO) (tabla XI)

Al realizar el estudio comparativo entre los niveles de hormonas
esteroideas en liquido folicular de foliculos con ovocito maduro procedentes de
pacientes sometidas a DFM con protocolo de agonista largo para ICSI y que
quedaron embarazas y en liquido folicular de foliculos con ovocito maduro
procedentes de pacientes sometidas igualmente a DFM para ICSI con protocolo
de antagonista y que quedaron embarazadas, no se encuentran diferencias
significativas en ninguna de las hormonas evaluadas. Tampoco se encuentran
diferencias estadisticamente significativas si comparamos ambos protocolos de

estimulacién en las pacientes que no quedaron embarazadas.

Estradiol, progesterona, testosterona, ofrecen unos niveles en liquido
folicular muy semejantes en los diferentes grupos de pacientes. Igualmente, los
rangos de valores maximos y minimos para cada hormona también son

similares en los diferentes grupos de pacientes.
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Estradiol

pg/mL

Resultados

Tabla XI: Niveles de hormonas esteroideas en liquido folicular de ciclos de DFM.
Comparacion entre ambos protocolos de estimulacion y resultado final
(embarazo o no).

Progesterona

ng/mL

Testosterona

ng/mL

106

N.S.

494.334 £ 299.552 | 577.629 * 337.566
(95240 - 1181600) | (76200 - 1431200)

13.517 + 4.620 12.794 + 4,671
(2700-21180) (1424-28040)
5,0+ 1,0 52+17
(3,8-7,6) (1,8 - 12,4)

431.960 £ 208.392
(289520 -446520)

11.591 + 5.351
(4612- 19280)

42+1.2
(2,6 -5,3)

438.466 + 263.403
(5496 - 1462000)

12.573 + 5.200
(816- 22124)

54+1,0
(3,9-89)



Resultados

NIVELES DE HORMONAS PROTEICAS EN LiQUIDO FOLICULAR DE
CICLOS DE DESARROLLO FOLICULAR MULTIPLE. COMPARACION
ENTRE AGONISTAS Y ANTAGONISTAS (Tabla XiII)

Tampoco encontramos diferencias significativas al comparar los niveles
de distintas hormonas proteicas en el liquido folicular de foliculos con ovocito
maduro procedentes de pacientes sometidas a DFM con protocolo de agonista

largo y pacientes sometidas a DFM para ICSI con protocolo de antagonistas.

FSH y LH presentan en ambos grupos de pacientes niveles en LF
comparables, tanto en sus valores medios como en los rangos de maximos y

minimos.
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Resultados

Tabla XII: Niveles de hormonas proteicas en liquido folicular de ciclos de DFM.

Comparacion entre agonistas y antagonistas.

FSH
mUl/mL

LH
mUl/mL

PRL
ng/mL

N.S.

108

4,4 +3,6
(0,5-15,1)

0,2+0,2
(0,1-1,6)

55,9 + 25,9
(22,5-144,8)

3,7+24
(0,8 -10,3)

0,5+0,5
(0,1-2,1)

44,4 + 150
(22,5-93,5)



Resultados

NIVELES DE HORMONAS PROTEICAS EN LiQUIDO FOLICULAR DE
CICLOS DE DFM. COMPARACION ENTRE AMBOS PROTOCOLOS DE
ESTIMULACION Y RESULTADO FINAL (EMBARAZO O NO) (tabla XiiI)

No encontramos diferencias significativas al comparar los niveles de
distintas hormonas proteicas en el liquido folicular de foliculos con ovocito
maduro procedentes de pacientes sometidas a DFM con protocolo de agonista
largo y que quedaron embarazadas y pacientes sometidas a DFM para ICSI
con protocolo de antagonistas y que quedaron embarazas. Tampoco
encontramos diferencias estadisticamente significativas al comparar los grupos
de pacientes que no quedaron embarazadas y que recibieron uno u otro

protocolo de estimulacién.

FSH y LH presentan en los diferentes grupos de pacientes niveles en LF
comparables, tanto en sus valores medios como en los rangos de maximos y

minimos.
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Resultados

Tabla XllI: Niveles de hormonas proteicas en liquido folicular de ciclos de DFM.
Comparacion entre ambos protocolos de estimulacion y resultado final
(embarazo o no).

FSH
mUl/mL

LH
mUl/mL

PRL
ng/mL

N.S.

110

57+55
(1,5-14,5)

0,2+0,1
(0,1-0,5)

53,0 £ 29,1
(29,0-136,4)

4,034
(0,5 15,1)

0,2+0,2
(0,1-1,6)

57,1+ 24,8
(22,5-144,8)

2,8+1,9
(1,1— 6,6)

0,8+0,4
(0,2-1,5)

43,9 + 15,1
(25,2-70,4)

40+£2,6
(0,8—10,3)

0,4 0,4
(0,1-2,1)

44,9 + 152
(22,5-93,5)
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Discusioén

La esterilidad se define como la incapacidad para concebir tras un afo de
relaciones sexuales sin uso de anticoncepcion. Afecta aproximadamente a un
15-20% de las parejas en edad feértil (Vanrell, 1999), estimandose que en
Espafna afecta a unas 600.000 parejas. La introduccion de las técnicas de
reproduccion asistida ha aumentado las posibilidades de tratamiento efectivo,
convirtiéndose en una opcién fundamental para las parejas estériles. Se define
como reproduccion asistida al empleo de tecnologia altamente especializada
que sustituye al contacto sexual para que la fecundacion ocurra. No esta
indicada en todos los casos de esterilidad, ni constituye la solucion a todos los
problemas de la misma, pero permite la obtencibn de embarazo en casos
considerados previamente como intratables, y sus indicaciones y aceptacion
son cada vez mayores, por lo que se utiliza con mayor frecuencia. Su empleo ha
permitido profundizar en el conocimiento de fenémenos naturales como la
foliculogénesis, ovulacion, fecundacioén, funcion del cuerpo luteo, implantacion,

etc, y mejorar los métodos tradicionales de tratamiento (Speroff et al., 2000).

Para llevar a cabo las técnicas de reproduccion asistida de FIV o ICSI es
necesario el uso de un tratamiento de estimulacién de la ovulacion en la mujer
que consiga un desarrollo folicular multiple que permita la obtencion de un
mayor numero de ovocitos en estadios madurativos apropiados para ser
fecundados. Dichos protocolos de estimulacion presentaron desde su inicio
picos prematuros de LH, los cuales provocaban la “luteinizacion” prematura,
conduciendo a la cancelacién 6 fracaso de los ciclos de tratamiento de
reproduccion asistida. Hasta un 25% de los ciclos se cancelaban antes del

proceso de la recuperacion ovocitaria por este motivo (Loumaye et al., 1990).

A mediados de los 80 se desarrollaron protocolos de estimulacion de la
ovulacion que evitaban este inconveniente. Se basaban en el trabajo pionero
de Fleming et al. (1982) utilizando agonistas de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) para inducir la insensibilizacion de las células
gonadotropas (Porter et al., 1984; Fleming et al., 1985). El régimen ha tenido

mucho éxito y se ha convertido en el tratamiento estandar para la mayoria de
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los ciclos de reproduccidn asistida (Hughes et al., 1992). Aunque muy efectivo,
el tratamiento con agonistas de GnRH sin embargo tiene varios inconvenientes.

En primer lugar, debe administrarse con antelacion a la estimulacién para
evitar la fase de “flare-up” que puede durar desde unos pocos dias a una
semana; segundo, cuando la desensibilizacién se obtiene las concentraciones
de estradiol en suero son muy bajas y los sintomas menopausicos frecuentes;y
tercero, si no se usa una preparacion depot, el agonista de la GnRH debe

administrarse diariamente durante 2-4 semanas.

Lo anterior, ha llevado al desarrollo de nuevos farmacos que no presenten
dichos inconvenientes, utilizandose los antagonistas de la GnRH. Estos
proporcionan una inmediata supresion de la secrecion de LH, por lo que se
administran unos dias antes de la administracion de la gonadotrofina corionica
humana (hCG) (Frydman et al.,, 1992; Reismann et al., 2000; Huirne and
Lambalk, 2001). Ademas, la dosis acumulativa de gonadotrofinas y la incidencia
del sindrome de la hiperestimulacién ovarica se reduce cuando se comparan
ciclos con antagonistas con ciclos de agonistas de la GnRH (Albano et al.,2000;
Borm and Mannaerts, 2000; Chililik and Acosta, 2001; Felderbaum and Diedrich,
2002; Howles, 2002).

Existen actualmente dos antagonistas de GnRH, cetrorelix (Cetrotide;
Serono Laboratorios SA, Aubonne, Switzerland) y ganirelix (Orgalutran;
Organon Laboratorios, Oss, The Netherlands), habiéndose comprobado que son
efectivos y seguros, estando disponibles para uso clinico en varios paises,
incluyendo la Unién Europea y USA (Albano et al., 2000; Borm and Mannaerts,
2000; Felberbaum et al., 2000; Olivennes et al., 2000; European and Middle
East Orgalutran Study Group, 2001; Fluker et al., 2001; Ludwing et al., 2001).

Tras los primeros estudios Fase | y Il, que demuestran la eficacia y la
seguridad de los antagonistas de la GnRH empleados para la prevencion del
pico de LH, surgen los primeros trabajos fase Il que intentan comparar la

eficacia entre los dos protocolos: agonistas y antagonistas. Los primeros fueron
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los de Albano y Olivenness en el 2000. Siguen los tres grandes estudios
multicéntricos: el primero que fue el Europeo de Mannaerts y Borm (2000), el
segundo, el norteamericano de Fluker (2001) y el tercero, el de Europa/Oriente

medio de Felberbaum y cols. en el 2001.

En estos estudios ademas de corroborar su seguridad y eficacia, se
demuestra que con los antagonistas se requieren menos dosis de
gonadotropinas, menos dias de estimulacién y existe menos riesgo de
hiperestimulacion. Los resultados medios en cuanto a la duracion del
tratamiento fueron de 3 semanas menos con antagonista, con una media de 1,5
dias menos de estimulacion, y 300 Ul menos de FSH empleadas (European
Orgalutran Study Group, 2000). A pesar de mostrar menor numero de ovocitos
y embriones, las tasas de gestacidn e implantacion, aunque ligeramente
inferiores, no muestran diferencias estadisticamente significativas. Los niveles
de estradiol fueron significativamente inferiores, con la aparicion de menos
foliculos pequenos. Hay que recalcar, que si seguimos su cronologia los
porcentajes de embarazo fueron mejorando en el tiempo, y que dentro del
estudio europeo, que fue el que registré tasas mas bajas, si consideramos los
grupos con experiencia previa en el manejo de antagonistas la tasa de
embarazo fue mayor con los antagonistas (24% frente a 23,6%); no ocurrié lo
mismo con los centros sin experiencia en los que esta tasa fue sensiblemente
superior con los agonistas (27% frente al 16%). Esto explicaria las diferencias
encontradas, asi como la necesidad de pasar por una curva de aprendizaje. Por
otra parte la rigidez en el dia de inicio y en las pautas de inhibicién y
estimulacién en este tipo de estudios fase lll podrian ser los responsables de

esta tendencia a la baja para los antagonistas.

Con posterioridad aparecen dos metaanalisis, que pretenden a través de la
agrupacion de trabajos con una similar metodologia y un correcto desarrollo,
constatar los dos puntos mas debatidos de los antagonistas que son
basicamente la tasa de embarazos y la seguridad en cuanto a riesgo de
hiperestimulacion ovarica. Uno de ellos (Al-lnany and Alboulgar., 2002),
encargado por la prestigiosa libreria Cochrane, analiza conjuntamente estos 5

estudios en fase Il que hemos mencionado y aprecia diferencias ya
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significativas en la tasa de embarazos a favor de los agonistas, no encontrando
menor tasa de hiperestimulacién ovarica con los antagonistas. En este estudio,
el poder estadistico estaba dominado por los tres estudios multicéntricos que
empleaban ganirelix, y concretamente por el europeo que es el que mas casos
aporta (399 casos), que fue el primero y el de resultados mas desfavorables
para los antagonistas.

El segundo metaanalisis es publicado por Ludwing (Ludwing et al., 2001)
estudiando por separado los ciclos realizados con ganirelix y cetrorelix. En
principio, cuando calcula la ODS ratio para las tasas de embarazo entre
agonistas y antagonistas, el resultado no es significativo, pero vuelve a mostrar
una tendencia a favor de los agonistas. Sin embargo, al analizar por separado
los dos antagonistas que existen comercializados, con cetrorelix se obtiene una
OR no significativa, mientras que con ganirelix, si se obtiene una relacion
claramente desfavorable (0,76). Respecto al posible papel protector de los
antagonistas en el desarrollo del sindrome de hiperestimulacion ovarica, los
hallazgos vuelven a ser similares. En conjunto los antagonistas demuestran una

tendencia no significativa a disminuir este sindrome.

Como vemos, los resultados son controvertidos, ya que los trabajos no son
realmente homogéneos para poder ser comparados. Unos emplean como
agonista leuprolide, otros tryptorelina y otros buserelina, y por otro lado unos
estimulan solo con FSH-r (los tres grandes multicéntricos junto con ganirelix),
otros con HMG y otros con pautas combinadas. Con estas diferencias

metodoldgicas es imposible sacar conclusiones solidas.

Estos estudios y discusiones que siguieron tras su publicacion han sido
revisados (Olivennes et al., 2002) y se concluyd que era necesario realizar mas
estudios controlados aleatorizados antes de poder establecer unas conclusiones

validas.

Entre los factores que pueden estar implicados en las variaciones
comentadas se encuentran: diferente calidad folicular o variaciones en la

receptividad endometrial. Se ha descrito que la receptividad endometrial y la
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implantacion se encuentran alteradas, sobre todo en los ciclos donde la
hiperestimulacion ovarica consigue elevadas concentraciones de estradiol y
progesterona (Burns et al., 1994). La elevacion prematura de los niveles de
progesterona el dia de la administracion de hCG observada en algunas
pacientes sometidas a desarrollo folicular multiple es un punto de discusion
pues mientras algunos autores lo relacionan con reduccién de la tasa de
gestacion (Silveberg et al., 1994), hay quienes no encuentran diferencias
significativas (Hoffman et al., 1996) y otros hablan de que, al contrario, la
prematura luteinizacién con elevacion de progesterona en suero podria ser un
parametro de éxito en un ciclo de desarrollo folicular multiple con fecundacion
“in vitro” y posterior transferencia embrionaria (Doldi et al., 1999). Venetis et al.
(2007) han realizado recientemente una revision sistematica y metaanalisis
que incluye 12 estudios concluyendo que no existe una relacion
estadisticamente significativa entre la elevacion de progesterona y las tasas de

embarazo.

Respecto a la calidad folicular, comentar que para que tenga lugar un
adecuado desarrollo folicular y esteroidogénesis, es necesaria la presencia de
distintos esteroides, péptidos, polipéptidos y factores de crecimiento que medien
o potencien la accion de las gonadotropinas a nivel folicular. Nuestro grupo
demostré la importancia en la calidad folicular tras desarrollo folicular multiple de
los niveles intrafoliculares de hormonas esteroideas (Jimena et al,. 1992a),
cortisol (Jimena et al., 1992b), CA125 (Jimena et al, 1993) e insulina y factor de
crecimiento insulin-like (IGF-I) (Jimena et al., 1992a). Son escasos los estudios
que han analizado la calidad folicular de los foliculos obtenidos con ambos
regimenes de estimulacion de la ovulacion. Se ha sugerido que pacientes
estimuladas con antagonistas presentan niveles de esteroides y factores de
crecimiento distintos a las estimuladas con agonistas (Garcia-Velasco et al.,
2001). Por otro lado, las células de la granulosa procedentes de pacientes
estimuladas con antagonistas difieren funcionalmente de las que provienen de
foliculos estimulados con agonistas (Minaretzis et al., 1995), no estando claro si
la calidad folicular que se obtiene con estos protocolos de estimulacidon es

similar o diferente.
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Por todo ello, el objetivo de nuestro estudio fue comparar los resultados
clinicos y de calidad folicular, obtenidos en los ciclos de ICSI mediante
estimulacion ovarica con el tratamiento de antagonista de la GnRH (cetrorelix o
ganirelix) versus el habitual de agonistas de la GnRH (acetato de leuprorelina)
mediante protocolo largo. El estudio de distintos parametros clinicos y de
laboratorio de FIV, y el analisis del liquido folicular, nos va a aportar nuevos

datos que ayuden al tratamiento de la esterilidad.

A. ASPECTOS CLINICOS

En primer lugar, coincidiendo con lo descrito en la literatura (Albano et al.,
2000; European Orgalutran Study Group, 2000; European-Middle East
Orgalutran Study Group, 2001; Fluker et al., 2001; Olivennes et al., 2000)
hemos observado una menor duracion de la estimulacion con FSHr en el grupo
de pacientes que recibieron el protocolo de antagonistas de la GnRH (tabla 1),
con una diferencia estadisticamente significativa; observamos menores dosis
de FSHr total administrada en el grupo de los antagonistas, sin llegar a ser esta

diferencia estadisticamente significativa.

Aunque sin llegar a la significacion estadistica, hemos observado niveles
séricos de estradiol el dia de la administracién de la hCG mas elevados en el
grupo de pacientes que recibieron el protocolo largo con agonistas de la GnRH,
coincidiendo igualmente con lo descrito hasta ahora en la literatura (Albano et
al., 2000; European Orgalutran Study Group, 2000; European-Middle East
Orgalutran Study Group, 2001; Fluker et al., 2001; Olivennes et al., 2000;
Ludwing et al., 2000; Al-lnany and Aboulghar, 2002). Los antagonistas de la
GnRH parecen inducir un patrén de crecimiento folicular y maduraciéon ovocitaria
diferente. Estudios previos (Albano et al., 2000; Ludwing et al., 2000; The
European Orgalutran Study Group et al., 2000) sugieren que los antagonistas
dan lugar a un patrén diferente de crecimiento folicular, con menos foliculos
pequeios en comparacion con los agonistas y por tanto un menor nivel de

estradiol, aunque sin llegar esto a afectar el desarrollo folicular.
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En lo que respecta al objetivo principal del uso de antagonistas, que es
evitar la aparicion de un pico prematuro de LH, nuestro estudio viene a apoyar
lo que otros muchos ya han aportado (Al-lnany and Aboulghar, 2002), y es la
falta de diferencias en cuanto a la capacidad de prevencion del pico prematuro
de LH entre los antagonistas y los agonistas de la GnRH, ya que no se llegé a

cancelar ningun ciclo por este motivo en ninguno de los dos grupos.

B. CALIDAD EMBRIONARIA Y TASAS DE GESTACION

No encontramos diferencias entre las pacientes que recibieron protocolo
largo con agonistas de la GnRH y las pacientes que recibieron antagonistas de
la GnRH al analizar el numero de foliculos > 17 mm., de ovocitos recuperados y
de metafases [l en ambos grupos de pacientes. Tampoco encontramos
diferencias al analizar la calidad de los embriones obtenidos y su velocidad de
division (tabla 1ll), coincidiendo con lo descrito en la literatura (Albano et al.,
2000; European Orgalutran Study Group, 2000; European-Middle East
Orgalutran Study Group, 2001; Fluker et al., 2001; Olivennes et al., 2000).
Después de transferir un numero similar de embriones en ambos grupos, el
porcentaje de embriones no transferidos que alcanzaron un desarrollo hasta
blastocisto fue también equivalente. Todo esto nos hace pensar que los ovocitos
conseguidos tras DFM en pacientes que reciben protocolo largo con agonistas
de la GnRH y que se fecundan, son de buena calidad y tienen un potencial de
desarrollo comparable al de pacientes que reciben protocolo con antagonistas
de la GnRH.

Esta idea es reforzada por el hecho de no existir diferencias significativas
al comparar las tasas de gestacion entre ambos grupos (tabla VII) coincidiendo
con los hallazgos de otros autores (Albano et al., 2000; European Orgalutran
Study Group, 2000; European-Middle East Orgalutran Study Group, 2001;
Fluker et al., 2001; Olivennes et al., 2000). Tampoco encontramos diferencias
significativas en la tasa de implantacion ni en el porcentaje de embarazos

multiples entre ambos grupos (tabla VII).
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No obstante, en general existe una tendencia a una menor tasa de
embarazos en las pacientes que reciben protocolo con antagonistas, descrita ya
en estudios previos (Albano et al., 2000; European Orgalutran Study Group,
2000; European-Middle East Orgalutran Study Group, 2001; Fluker et al., 2001;
Olivennes et al., 2000). Se ha responsabilizado esta leve disminucion de la tasa
de embarazos a efectos indeseables directos del antagonista sobre tejidos
extrahipofisarios como el foliculo, el ovocito, las trompas o el endometrio. Estos
potenciales efectos solo se han demostrado in vitro y con dosis altas de
antagonista. Kol y col. (1999) demostraron que la disminucién de la tasa de
implantacion tras una dosis alta de ganirelix en un protocolo de dosis multiple,
que fue descrito en ciclos en fresco (The ganirelix dose-finding study group,
1998), no se observaba en ciclos de criopreservacion. Esto también demuestra
que, en caso de haber algun efecto, no parece afectar a la supervivencia ni al

potencial desarrollo de ovocitos y embriones.

En programas de donacion de ovocitos, los resultados obtenidos con
embriones provenientes de ciclos de antagonista son similares a los obtenidos
cuando los ovocitos provienen de ciclos de agonista (Bodri et al, 2006). El hecho
de que embriones que se han obtenido tras el uso de antagonistas de la GnRH
durante la estimulacién, al ser trasferidos a endometrios formados mediante
terapia hormonal sustitutiva no modifiquen las tasas de gestacion en receptoras
de ovocitos, debe hacernos pensar que quiza, en el resto de las pacientes, las
alteraciones séricas que este tipo de farmacos produce o el farmaco por si
mismo actuan de forma deletérea sobre el endometrio y ésta sea la causa de la
menor tasa de gestacion existente. Los estudios publicados hasta ahora
muestran resultados contradictorios. Asi Kolibianakis y colaboradores (2002) en
un estudio prospectivo encuentran un mayor grado de madurez histoldgica
endometrial en el momento de la puncién ovarica cuanto mas tarde se anade el
antagonista durante el protocolo de hiperestimulacién ovarica controlada. Por el
contrario Saadat y colaboradores (2004) no encuentran diferencia alguna en la
madurez endometrial en el momento de la puncidn ovarica entre dos grupos de

donantes en cuya hiperestimulacion ovarica controlada se usaron agonistas o
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antagonistas de la GnRh. Deben plantearse nuevos estudios de receptividad

endometrial que aclaren la influencia del antagonista sobre el endometrio.

C. CALIDAD FOLICULAR

Por todas las razones analizadas anteriormente hemos considerado
importante estudiar la calidad folicular mediante el analisis de distintas
hormonas esteroideas y proteicas en LF en pacientes que recibieron el
protocolo largo de agonistas de la GnRH y compararla con sus
correspondientes variables en pacientes que recibieron el protocolo con

antagonistas de la GnRH.

Debido a que no se obtuvieron liquidos foliculares adecuados para el
analisis hormonal en todas las pacientes, analizamos si las variables clinicas
eran homogéneas entre las pacientes de ambos protocolos en las que
obtuvimos liquidos foliculares adecuados para el estudio hormonal, obteniendo
que no existen diferencias estadisticamente significativas en cuanto al tiempo
de estimulacioén, dosis de FSHr total administrada ni en los niveles de estradiol
sérico de las pacientes que recibieron protocolo largo de agonistas de la GnRH
y cuyos liquidos fueron analizados, comparadas con las que recibieron
protocolo de antagonistas de la GnRH y cuyos liquidos foliculares fueron

analizados (tabla IX).

C.1 Estradiol

Como hemos comentado anteriormente, se ha descrito una estrecha
relacion entre composicién del liquido folicular y la calidad folicular (Molina,
1990; Jimena, 1993). Dentro de las hormonas esteroideas fundamentales en la
fisiologia folicular se encuentra el estradiol. Resultados obtenidos previamente
por distintos autores (Thibault, 1977; Entman et al., 1987; Lee et al., 1987,
Wransby et al., 1981; Fishel et al., 1983; Imoedenhe y Sigue, 1988; Liu et al.,
1986; Tarlatzis et al., 1993; Suchanek et al., 1994; Driancourt y Thuel, 1998;

Teissier et al., 2000) entre los que nos encontramos (Molina, 1990; Montero et
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al., 1990; Jimena, 1993) han determinado la capacidad de los niveles de
estradiol para predecir la madurez y fecundabilidad del ovocito correspondiente.
Hay incluso otros autores que relacionan la capacidad de sintesis de estradiol
por las células del cumulo cultivadas con el resultado de las técnicas de
reproduccion asistida, siendo la concentracion de estradiol significativamente

mayor en los casos en los que se consigue embarazo (Gregory, 1998).

No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas, en los
niveles de estradiol en LF de foliculos con ovocitos maduros procedentes de
mujeres que recibieron protocolo de antagonistas de la GnRH en comparacion
con las que recibieron el protocolo largo de agonistas de la GnRH, resultado
que coincide con el descrito por Fornaro et al. (2007). Tampoco hemos hallado
diferencias en el analisis de dicho liquido entre pacientes que quedaron
gestantes versus no embarazadas. Garcia-Velasco et al. (2001) encontré
valores séricos y foliculares de estradiol significativamente mas bajos en el
grupo tratado con antagonistas sugiriendo un posible papel directo de estos
farmacos en la produccién de estradiol en el ovario, aunque sin llegar a afectar
el desarrollo folicular. Ese estudio admite limitaciones; en primer lugar, es un
estudio observacional, no randomizado, a diferencia de nuestro estudio que es
randomizado y tiene una mayor potencia (el doble de casos) y en segundo
lugar, utiliza dos regimenes diferentes de estimulacion con FSH en ambos
grupos; el grupo de antagonistas de la GnRH recibié inicialmente menos dosis,
lo cual, como sefala Blumenfeld (2002), se puede relacionar con la
concentracion de estradiol folicular y podria condicionar la diferencia en
concentracion de estradiol en liquido folicular hallada en dicho trabajo lo que
puede explicar la discrepancia con nuestros resultados. Por otra parte, al
analizar el resto de resultados obtenidos por Garcia-Velasco et al. (2001)
observamos como éstos son superponibles, excepto en el numero de ovocitos
recuperados en el grupo tratado con analogos de la GnRH donde dicho numero
duplica llamativamente al que nosotros obtenemos, existiendo una gran
disparidad con el valor de la misma variable en el grupo de antagonistas de la
GnRH. Son las variables estradiol sérico y folicular del estudio de Garcia-
Velasco et al. (2001) las que difieren sustancialmente de nuestros resultados y

permiten a dichos autores encontrar diferencias significativas. Esto,
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probablemente ocurrié porque el grupo de pacientes del estudio de Garcia-
Velasco no tenia las mismas caracteristicas basales que nuestra cohorte.
Probablemente el pool de liquido folicular obtenido tras una estimulacion que ha
desarrollado de media 16 ovocitos tenga concentraciones de estradiol sérico y

folicular mayores que si el numero de ovocitos es menor.

C.2 Progesterona

Nuestros resultados indican que los niveles de progesterona de foliculos
con ovocitos maduros tras DFM en mujeres que recibieron protocolo largo de
agonistas de la GnRH son similares a los observados en mujeres que recibieron

protocolo de antagonistas de la GnRH en iguales circunstancias.

Se ha descrito una relacion directa entre los niveles de progesterona en
LF, la madurez del ovocito correspondiente (Kreiner et al., 1987; Entman et al.,
1987; Droesh et al., 1988; Botero-Ruiz et al., 1984; Liu et al., 1986; Lee et al.,
1987; Reinthaller et al., 1987; Stone et al., 1988; Inaudi et al., 1995; Andreani et
al., 1997; Teissier et al., 2000) y la fecundacion de éste (Molina, 1990; Montero
et al., 1990; Jimena, 1993; Wransby et al., 1981; Fishel et al., 1983; Ben-rafael
et al., 1987; Reinthaller et al., 1987; Franchimont et al., 1989; Mendoza et al.,
1999; Teissier et al., 2000). Incluso hay autores que han descrito una relacién
entre dichas concentraciones y la tasa de divisibn embrionaria (Ben-rafael et al.,

1987) o la tasa de gestacion (Basuray et al., 1988).

Como vemos, la produccion de progesterona se encuentra directamente
relacionada con el estado funcional del ovocito, siendo sus concentraciones un
factor predictivo importante del desarrollo folicular, maduracién ovocitaria, y por
tanto, de calidad folicular (Hsu y Hsueh, 1997).

La comentada disminucion de LH a nivel sérico que provocan los
antagonistas podria traducirse en unos niveles inferiores de progesterona a
nivel folicular en pacientes tratadas con estos farmacos, circunstancia que
nuestro estudio demuestra que no ocurre al igual que otros autores, como
Minaretzis et al. (1995a), que observaron niveles de progesterona en liquido
folicular similares en ambos grupos, sugiriendo que la administracion in vivo de

agonistas de la GnRH y antagonistas de la GnRH parece tener efectos similares
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sobre la produccién de progesterona. La normalidad de su concentracion en
foliculos con ovocitos maduros de mujeres que recibieron protocolo largo de
agonistas de la GnRH asi como las que recibieron protocolo de antagonistas de

la GnRH, indica que estos foliculos tiene una calidad similar.

En una reciente revision Cochrane publicada (Mochtar et al, 2007), la
adicion de LH a los protocolos de estimulacion no ha demostrado aumentar la
tasa de embarazo en FIV/ICSI. Esta conclusién se repite al analizar
especificamente el subgrupo en el que la estimulacion se realizd con
antagonistas de la GnRH, lo cual parece sugerir que la mencionada disminucion
de LH no modifica negativamente las tasas de embarazo.

Al igual que nosotros Velasco et al. (2001) tampoco aprecia diferencias
significativas en los niveles de progesterona segun la pauta administrada, si
bien refiere menores niveles de progesterona en las pacientes que recibieron
protocolo de antagonistas de la GnRH en comparacién con las pacientes que
recibieron protocolo de agonistas de la GnRH. Este resultado apoyaba un
estudio previo que sugeria un mejor desarrollo de los ovocitos que provenian de
foliculos con altos niveles de progesterona (Mendoza et al., 1999). Sin embargo
nuestros resultados no apoyan esta sugerencia al no encontrar diferencias en
los niveles de progesterona en liquido folicular entre las pacientes que

recibieron ambos protocolos y quedaron embarazadas.

C.3 Testosterona

Unos niveles bajos de testosterona en LF se han asociado con una
correcta maduracién (Driancourt y Thuel, 1998; Teissier et al., 2000) y
fecundabilidad ovocitaria (Jimena, 1993; Botero-Ruiz et al., 1984; Uehara et al.,
1985; Teissier et al., 2000). Previamente otros estudios publicados describen
niveles de testosterona en LF disminuidos en ciclos estimulados en
comparacién con ciclos naturales (Enien et al., 1995). También se han
relacionado niveles elevados de testosterona en LF con el incremento de

anomalias ovocitarias (De Sutter et al., 1991; Uehara et al., 1985).

Nuestros resultados indican que los niveles de testosterona de foliculos

con ovocitos maduros tras DFM en mujeres que recibieron protocolo largo de
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agonistas de la GnRH son similares a los observados en mujeres que recibieron
protocolo de antagonistas de la GnRH en iguales circunstancias, lo que coincide
con lo descrito anteriormente en la literatura (Garcia-Velasco et al., 2001).
Igualmente no encontramos diferencias en los niveles de testosterona entre las
pacientes que quedaron embarazadas y las pacientes que no quedaron

embarazadas.

C.4 Hormonas hipofisarias

Con relacion a los niveles de hormonas hipofisarias en LF, se ha
demostrado un aumento significativo de los niveles de LH en los foliculos cuyos
ovocitos se fecundaban (Jimena, 1993), asi como una relacién positiva entre
dichos niveles y las tasas de fecundacién y gestaciéon (Imoedenhe y Sigue,
1988). Por tanto, los niveles de LH en LF serian capaces de predecir la calidad
folicular, sefalando la exposicién adecuada del foliculo preovulatorio a la LH

para la reanudacion de la meiosis.

La FSH en LF no diferencia los ovocitos capaces de fecundar de aquellos
que no se fecundan en ciclos estimulados con citrato de clomifeno/hMG (Stone
et al.,, 1988; Molina, 1990), sin embargo, Laufer et al. (1984) encontraron en
ciclos estimulados con hMG/hCG niveles de FSH mayores en LF de ovocitos

que se fecundaban que en los que no lo hacian.

Lindner et al. (1988) refieren niveles significativamente mas elevados de
Prolactina en LF correspondientes a ovocitos fecundados que en aquellos
asociados a ovocitos no fecundados, concluyendo que dicha hormona puede
ser un parametro adicional de calidad folicular en LF. Sin embargo, nuestro
grupo (Molina, 1990) no observo relacion entre la prolactina presente en LF y el

resultado de la fecundacion in vitro.

Como vemos existen grandes discrepancias sobre el valor de los niveles

de hormonas hipofisarias y la calidad ovocitaria o la posibilidad de gestacién.

Nuestros resultados indican que los niveles de hormonas hipofisarias de
foliculos con ovocitos maduros tras DFM en mujeres que recibieron el protocolo
largo con agonistas de la GnRH son similares a los observados en mujeres que

recibieron el protocolo con antagonistas en iguales circunstancias. Tampoco
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encontramos diferencias en los niveles de hormonas hipofisarias entre las
pacientes que quedaron embarazadas vy las pacientes que no quedaron

embarazadas en ambos protocolos.

Segun lo estudiado hasta ahora pensamos que el ambiente endocrino de
los foliculos que llegan a madurar tras DFM en mujeres que reciben protocolo
largo de agonistas de la GnRH asi como las que reciben protocolo de

antagonistas de la GnRH es similar.
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Conclusiones

1. Los antagonistas de la GnRH son eficaces para prevenir picos de LH y

mantienen tasas adecuadas de gestacion.

2. Su tolerancia y aceptabilidad es buena, con menos dias de estimulacion.
El periodo total de estimulacion es mas corto que con el protocolo largo de
agonistas de la GnRH, lo que hace que el procedimiento sea mas facil de

aceptar por las pacientes.

3. Los embriones obtenidos en ambos grupos parecen de similar calidad,
tanto en su desarrollo “in vitro” como en su capacidad para conseguir

gestaciones.

4. El ambiente hormonal de los foliculos obtenidos tras DFM mediante
protocolo de antagonistas de la GnRH es similar al existente tras protocolo
largo de agonistas de la GnRH, no alterandose la calidad ovocitaria y por tanto,

la calidad embrionaria.

5. Creemos por tanto que es necesario plantear estudios de receptividad
endometrial que aclaren si la tendencia a una menor tasa de embarazo en las
pacientes que reciben protocolo de antagonistas se debe a una posible

influencia negativa del antagonista sobre el endometrio.
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APENDICE I: HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

1. Objetivo.

Comparar la efectividad de un tratamiento de estimulacién ovarica controlada
mediante el uso de agonistas de la GnRH con la efectividad de un tratamiento
con antagonistas de la GnRH, cuando ambos son aplicados en el primer ciclo

de microinseminacion.

2. Metodologia empleada.

Los pacientes se asignaran aleatoriamente a un grupo de control o a un grupo
experimental. En el grupo de experimental se llevara a cabo el tratamiento con
antagonistas, mientras que en el de control se hara con agonistas.

Se incluira en el estudio toda mujer menor de 40 anos que tenga una FSH
sérica el dia 3° menor de 15 mUI/mL y vaya a realizar su primer ciclo de

microinseminacion, independientemente de la indicacion.

3. Tratamiento que puede serle administrado, haciendo referencia al placebo, si

procede.

Protocolo con agonistas de la GnRH

En el grupo de control se realizara un protocolo de “analogo largo”. Este
consiste en administrar desde el dia 22 del ciclo 0,1 mg/dia de analogo de la
GnRH (Procrin 0.5, Abbott, Madrid Espafa) hasta el dia en que se inicia la
administracion de gonadotrofina, en el que se reduce la dosis al 50% hasta el
dia de la hCG. Tras 10-14 dias de administracion del agonista se procede a
comprobar la frenacién hipofisaria mediante ecografia vaginal ovarica (ausencia
de foliculos y quistes) y determinacion sérica de estradiol (<50 pg/mL). Si se
confirma dicha hipofisectomia médica se comienza a administrar 300 Ul de FSH
recombinante (FSHr) al dia (Gonal F, Serono, Madrid, Espafa; o Puregon,
Organodn, Barcelona, Espana) durante dos dias, y 150 Ul de FSHr desde el 3° al
7° dia. En este dia se realiza control ecografico del desarrollo folicular y
determinacién sérica de estradiol con el fin de ajustar nuevamente la dosis de

FSHr a cada paciente. Una vez que la respuesta folicular es adecuada (mas de
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3 foliculos ovaricos mayores de 18 mm de diametro) se procede a
desencadenar la ovulacion mediante 250 microgramos de coriogonadotrofina

alfa recombinante (r-hCG) (Ovitrelle, Serono, Madrid, Espafia).

Protocolo con antagonistas de la GnRH

En el grupo experimental, se inicia el dia 2° del ciclo con 300 Ul de FSHr
(Gonal F, Serono, Madrid, Espafa; o Puregdn, Organdn, Barcelona, Espafia), el
3° dia del ciclo se administra igual dosis y a partir del 4° dia del ciclo se
administra 150 Ul de FSHr. A partir del dia 6° se administra 0.25 mg/dia de
antagonista Cetrorelix (Cetrotide; Serono Laboratorios SA, Aubonne,
Switzerland) o ganirelix (Orgalutran; Organon Laboratorios, Oss, The
Netherlands). El dia 9° se realiza control ecografico del desarrollo folicular y
determinacion sérica de estradiol con el fin de ajustar nuevamente la dosis de
FSHr a cada paciente. Una vez que la respuesta folicular es adecuada (mas de
3 foliculos ovaricos mayores de 18 mm de diametro) se procede a
desencadenar la ovulacién mediante 250 microgramos de coriogonadotrofina

alfa recombinante (r-hCG) (Ovitrelle, Serono, Madrid, Espafia).

4. Beneficios esperados para él o la sociedad.

Mediante este estudio clinico se pretende comprobar si la efectividad del
tratamiento con antagonistas es similar a la del tratamiento mediante agonistas,
utilizado de forma generalizada en la actualidad. En caso de verificarse tal
circunstancia, es decir, si el tratamiento con antagonistas fuese igual de efectivo
que el de agonistas, la practica clinica habitual deberia ser modificada a favor
del primero, dado que el tratamiento con antagonistas no presenta algunos de
los inconvenientes propios del tratamiento con agonistas como puede ser la
mayor duracion del tratamiento, el mayor riesgo de sindrome de
hiperestimulacién ovarica, y la aparicion de sintomas de deprivacion

estrogénica.
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5. Incomodidades y riesgos derivados del estudio (numero de visitas, pruebas
complementarias a que se sometera).

La participacién en el estudio clinico no supone ninguna incomodidad adicional.
En caso de que el paciente sea asignado al grupo experimental la duracién del
tratamiento sera menor al igual que los sintomas de deprivacion estrogénica. En
caso de que el paciente sea asignado al grupo de control se le aplicara el

protocolo agonista largo de uso generalizado.

6. Posibles acontecimientos adversos.

No se conoce la posibilidad de acontecimientos adversos por la utilizacion del
tratamiento con antagonistas, distintos a los inherentes a la FIV. Ademas la
literatura indica un menor riesgo de sindrome de hiperestimulacion ovarica en

los tratamientos con antagonistas.

7. Tratamientos alternativos disponibles.

Los dos tratamientos existentes son justamente los que se estan comparando
en este ensayo, el tratamiento con agonista largo y el tratamiento con
antagonistas. La informacion bibliografica indica una mayor efectividad del
tratamiento agonista largo, no obstante consideramos que dicha conclusién
incorpora el sesgo de la practica habitual consistente en aplicar el tratamiento
con antagonistas a partir del segundo ciclo de tratamiento cuando ha fracasado

el tratamiento con agonistas.

8. Personas que tendran acceso a los datos del voluntario y forma en que se
mantendra la confidencialidad.

La participacion en este estudio clinico no supone la aportacién de informacion
adicional respecto a ninguna condicidn del paciente. Los datos manejados seran
los habituales de todo paciente sometido a tratamiento en la Unidad de
Reproduccion Humana, por lo que la proteccion de los mismos quedara
garantizada del mismo modo que aquellos pacientes que no participen en el
ensayo. El unico dato adicional sera la asignacion aleatoria de cada paciente a
un grupo (control o experimental) de los participantes en el ensayo, dicha
asignacion se realizara de forma andénima y sin ninguna relacion con los datos

personales de los pacientes.
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9. Modo de compensacion economica y tratamiento en caso de dafo o lesion
por su participacion en el ensayo, tal como consta en la Ley del Medicamento.

Los riesgos por dafos o y perjuicios derivados de la participacion en este
ensayo seran cubiertos mediante la concertacion de un seguro de
responsabilidad civil segun los términos establecidos en la Ley del Medicamento
y en el RD 561/1993 sobre requisitos para la realizacion de ensayos clinicos con
medicamentos, mediante el cual quedaran cubiertos por completo las

responsabilidades del investigador, sus colaboradores y el titular del hospital.

10. Investigador responsable del ensayo y de informar al sujeto y contestar a
sus dudas y preguntas, y modo de contactar con él en caso de urgencia.

El investigador responsable del ensayo sera el doctor D. Luis Martinez Navarro,
responsable de la Unidad de Reproduccion Humana del Hospital Universitario
Virgen de las Nieves. Los pacientes participantes es el ensayo podran ser
igualmente atendidos por el resto del equipo investigador perteneciente a dicha
Unidad, los doctores D. Jose Antonio Castilla Alcala, D. Juan Fontes Jiménez y

D. Vicente Maldonado Ezequiel.

11. La participacién en este estudio clinico es totalmente voluntaria, ademas el
paciente tendra la posibilidad de retirarse del estudio en cualquier momento, sin
que por ello se altere la relacion médico-enfermo ni se produzca perjuicio en su

tratamiento.
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