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I ntroduccion

1. O Introduccion

El desarrollo cientifico y tecnolégico es un producto genuino de la
naturaleza humana. El hombre con una inteligencia superior a resto de los
habitantes del planeta, se ha visto obliga a descubrir y aventurarse mas ala de los
limites que percibe a través de sus sentidos. Este espiritu aventurero es e que

movilizaa hombre a descubrir los misterios de su propia existencia.

La ciencia nace con e hombre como una herramienta insustituible para

descubrir y poner en el conocimiento de todos, la maravilla de nuestra natural eza.

El hombre es probablemente el Gnico ser con conciencia de poseer una
existencia que se inicia en un momento determinado y que esta limitada por la
muerte. Los seres humanos son probablemente los Unicos con capacidad de

entender que su existencia esta ligada a su pasado y a su futuro.

Desde que P. Steptoe y R. Edwards en 1978, lograron e primer embarazo
con técnicas de fecundacion in vitro y transferencia de embriones a Utero
(FIVITE), la comunidad cientifica vio la posibilidad de intervenir efectivamente
en e proceso reproductivo humano. Miles de pargjas infértiles que hasta ese
entonces se veian imposibilitadas para tener hijos, recurrieron a estos
procedimientos como un camino real y eficiente hacia la paternidad. Una vez més,

la ciencia ponia una nuevatecnologia al servicio de la humanidad.

A continuacion se revisaran algunos aspectos del proceso reproductivo

humano y de latecnologia reproductiva actual.

La esterilidad es una patologia que afecta a 15 — 20 % de las pargjas que
viven en los paises desarrollados. La tendencia, en estos paises, a retrasar la edad

de la primera gestacion ha provocado una disminucion de las tasas de fertilidad.
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I ntroduccion

La Organizacion Mundia de la Salud estima que en e mundo hay unos 80
millones de parejas con problemas de fertilidad que les impiden tener los hijos que
desean. Para estas parejas el hecho de no conseguirlo puede generarles frustracion,

desesperanzay desilusion.

Las causas de esterilidad son complgjas y, generamente, son una
combinacién de factores que afectan a ambos miembros de las pargjas. Podemos
mencionar que un 25 % es de origen masculino, un 25 % corresponde a un factor
tubo-peritoneal, 25 % a disfuncién ovérica, 5 % a factor cervical, 10 % a
anormalidades anatdmicas y endocrinolégicasy un 10 % es de origen desconocido
(Speroff., 2000).

La induccién de la ovulacion es una de las areas de mayor éxito en la
medicina reproductiva. Los avances recientes en lainduccion de la ovulacion tiene
como resultado una variedad de medicamentos y técnicas que son disponibles para
restaurar los ciclos ovulatorios en las mujeres con irregularidad menstrua o
amenorrea. La eleccion de la técnica de estimulacion ovarica, sin embargo,
depende de las circunstancias individuales de cada mujer en particular y la
seleccion apropiada de pacientes es importante para obtener éxito (The ESHRE
Capri Workshop Group, 1995; American Society For Reprodutive Medicine,
1998).

1. 1 Hormonas Gonadotr opicas

L as gonadotropinas hipofisarias, 1a hormona luteinizante (Lutropina - LH) y
la hormona foliculo estimulante (Folitropina - FSH), son esencides para la
regulacion de la funcién gonadal y reproductora de los seres humanos, los

primates subhumanos y otras especies de mamiferos.

En el ovario la hormona luteinizante es esencia para la ovulacion porque
causa la ruptura del foliculo preovulatorio y la liberacion del ovocito; ademés
actUaen las células de lateca parala regulacion de las concentraciones de las
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I ntroduccion

hormonas esteroideas. La hormona foliculo estimulante actla sobre las células de

la granulosa para promover el desarrollo de las células germinales.

Las células responsables de la sintesis y secrecion de la LH y FSH se
denominan gonadotropos, los cuales se localizan en la hipdfisis anterior y
representan €l 7 — 15 % del total de células de la hipdfisis anterior (Childs et al.,
1983).

La hormona luteinizante es un heterodimero con un peso molecular
aproximado de 29.400 dalton, esta compuesta de dos subunidades denominadas
alpha (o) y beta (B). La subunidad o también se denomina subunidad hormonal
glucoproteica “comun”; porque la hormona luteinizante, hormona foliculo
estimulante, hormona estimulante de tiroides (TSH) y la hormona gonadotropina
corionica humana (hCG) comparten la misma estructura polipeptidica e
indistinguible inmunologicamente. La subunidad o esta compuesta por 92
aminoécidos con un peso molecular de 14.600 dalton. La subunidad  contiene
112 — 114 aminoacidos, con seis puentes disulfuro alcanzando un peso molecular
de 14.800 daton. La subunidad B es Unica para cada hormona y confiere

especificidad biol 6gica e inmunol ogica.

La estructura bioguimica de la hormona foliculo estimulante se corresponde
como un dimero glucoproteico formado por dos subunidades proteinicas unidas
por enlaces no covalentes (o y ). La molécula ademés contiene, cuatro cadenas
glucidicas unidas por una asparangina; dos de ellas se unen a la subunidad o y
otras dos a la subunidad B (Chappel 1995; Thotakura et a., 1995). La molécula
glucosilada posee un tamario total de 35.000 — 45.000 dalton.

En los seres humanos las subunidades de la LH y FSH son codificadas en
genes separados y localizados en diferentes cromosomas; €l gen correspondiente a
la subunidades o esta localizada en el cromosoma 6p21.1-23 y € gen de la
subunidad  de la LH humana esta presente en un grupo de genes de LH / hCG-3
en e cromosoma 19g13.3 (Naylor et al., 1983).

13



I ntroduccion

Jameson et al., 1988; Baenziger et al., 1995 demostraron que la subunidad 3

delaFSH es codificada por un solo gen localizado en el cromosoma 11p13.

La hormona luteinizante es una glicoproteina con menor contenido de acido
sidlico que la hormona foliculo estimulante, por lo cua presenta una répida
liberacién de la circulacion sanguinea; lo cual es reflgjado por su vida media de
eliminacion e inmunorreactividad de 30 minutos comparada con los 149 minutos

de vida media de la hormona folicul o estimulante.

La expresion de las gonadotropinas (Fig. 1) estd modulada por factores
hipotaldmicos (principamente por la hormona liberadora de gonadotropinas —
GnRH), por factores intrahipofisarios (especialmente por los péptidos, la activina
y lafolistating) y por laretroalimentacion gonadal (esteroidesy péptidos).

> Hipotdamo
GnRH
— Hipofisis Activina
Folistatina
Estrogenos \ -
LH I nhibina
Progesterona .
Folistatina
Testosterona FT"
" Gonads |

Figura 1.- Eje hipotdlamo — hipdfisis — gonadas. representacion esquemédtica  de los
factores hipotaldmicos, peptidicos y esteroideos que regulan la biosintesis y la

secrecion de las gonadotropinas.
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I ntroduccion

Hayflick et al., 1989 observaron que €l hipotdlamo controla la expresion de
las gonadotropinas mediante la GnRH, un decapéptido confinado por un gen

localizado en € brazo corto del cromosoma 8.

Schwanzel — Fukuda et a., 1989 documentaron en los primates la
localizacion de la mayor parte de las neuronas que sintetizan hormona liberadora
de gonadotropinas, estén en el nucleo arqueado del hipotalamo mediobasal y otras
en €l area predpticadel hipotdlamo anterior.

En 1978 Knobil et a., demostraron por primera vez que es necesario un
patron pulsédtil de liberacion de GnRH, para aumentar la expresion de
gonadotropinas; observando que la exposicion continua a la GnRH suprime la

funcién de los gonadétropos.

La frecuencia de los pulsos de la hormona liberadora de gonadotropinas
difiere a través del ciclo reproductivo femenino; en la fase folicular temprana se
producen cada 94 minutos, en la fase folicular tardia se presentan cada 71 minutos

y en lafase |Utea tardia son cada 216 minutos (Filicori et al.,1986).

Wildt et al., 1981 observaron que la disminucion de la frecuencia de pulsos
de GnRH favorece la secrecién de la hormona luteinizante y que el aumento de la
frecuencia de pulsos estimula la secrecién de la hormona foliculo estimulante.Las
variaciones observadas en la pulsatilidad de la hormona liberadora de
gonadotropinas se producen principalmente a través de la modulacion del patron
pulsatil “intrinseco” por laretroalimentacion de |os esteroides gonadal es.

En la fase IUtea se presenta un aumento de los niveles plasméticos de
progesterona, causando una disminucion de la GnRH, por 1o que se presenta un
aumento de la secrecion de FSH en la fase |Utea tardia del ciclo menstrua
(Haisenleder et al., 1991).
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I ntroduccion

Karlaet a., 1992 relacionaron a neuropéptido Y (NPY) con laliberacion de
las gonadotropinas. Lopez et al.,1991; Rawlings et a., 1996 demostraron que la
gaaninay el péptido activador de la adenilciclasa intervienen en la liberacion de
las gonadotropinas.

También se ha observado que los neurotransmisores mas importantes en la
regulacion de la liberacion de la hormona luteinizante son la epinefrina (E) y la
norepinefrina (NE); el efecto estimulante o inhibidor de |as catecolaminas depende
completamente del medio esteroideo.

Estudios in vitro han demostrado que la NE es un supresor de la liberacion
de GnRH en las ratas ovariectomizadas, mientras que estimula la liberacion de
GnRH y LH en las ratas ovariectomizadas tratadas con estrogenos y progesterona
(Taponeco et al., 1998).

Existen dos sistemas de retroalimentacion gonadal que modulan la

biosintesis y secrecion de las gonadotropinas:

1.- Sistema de esteroides gonadales.

2.- Sistema activina— inhibina— folistatina.

El sistema de esteroides gonadales incluye a los estrogenos, la progesterona
y alos andrégenos. Gharib et al., 1987 observd que los estrogenos producen una
retroalimentacion negativa en el hipotdlamo, mediante el aumento de la secrecion

de la hormona liberadora de gonadotropinas.

También se ha demostrado que los estrogenos producen una
retroalimentacion positiva en la mitad del ciclo menstrual, caracterizado por €l

aumento de la secrecion de la hormona | utei nizante.

Young et a., 1976 observaron que es necesario un estradiol (E;) sérico de

mas de 200 pg./ml. sostenido por més de 50 horas para producir una
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I ntroduccion

retroalimentacion positiva. Este nivel estrogénico solo se observa cuando el

foliculo alcanza un didmetro mayor a 15 mm. (Cahill et al., 1998).

L os efectos de |a progesterona (P,) sobre la secrecion de gonadotropinas alin
no es bien definiday es posible que dependan de |a estimul acién estrogénica.

Van Vugt et a., 1984 demostraron que la progesterona produce un aumento
en la sintesis de p-endorfinas del hipotalamo; lo cua produce una disminucién de

lafrecuencia de pulsos de GnRH.

Los andrégenos también gercen sus efectos a nivel del hipotdamo y la
hipéfisis. Wierman et al., 1990; Gharib et al., 1990 demostraron los efectos de los
androgenos sobre la hipéfisis; incrementando la biosintesis de la hormona foliculo
estimulante. Urban et al., 1988 documentaron que los androgenos tienen un efecto

inhibitorio sobre €l hipotalamo.

En e sistema activina — inhibina — folistatina ha sido demostrado (Vale et
al., 1986; Mason et a., 1985) que lainhibinay la activina son péptidos formados
por una subunidad o y dos subunidades B homdlogas inhibina A (afa) 0 la
inhibina B (afs). La activina esta compuesta por homodimeros o heterodimeros
de las subunidades 3 que forman la activina A (BaBa), la activina AB (BaPs) O la
activina B (BsPs). La folistatina es un péptido altamente glucosilado; la cua no

esta rel acionada estructural mente con lainhibina ni con la activina.

La inhibina se considera € péptido més importante, porque presenta una
accion supresora sobre los gonadotropos. Los niveles séricos de la inhibina estan
ampliamente regulados durante € ciclo menstrual; durante la fase folicular son
bajo, 10 que se correlaciona con e aumento de FSH; durante la fase luteinica
aumentan de forma aguda y disminuye durante la transicion luteinica — folicular,

momento en el cual aumentalaFSH (Lenton et al., 1991).
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Demura et al., 1993 describieron que la activina estimula la funcién de los
gonaddtropos; y que los niveles séricos de activina son relativamente bajos y

permanecen estables durante el ciclo reproductivo.

También ha sido documentado (Arisawa et al., 1990; Hsueh et a., 1987) que
la activina incrementa la actividad mitégena de las células de la granulosa 'y en €l

ovocito; en fase de vesicula germinal, interviene en €l reinicio de lameiosis.

Khoury et a., 1995; Kettel et al., 1996 demostraron que la acciéon de la
folistatina consiste en suprimir de forma menos marcada la secrecion de la
hormona foliculo estimulante y ademas demostraron que los niveles séricos de
folistatina son estables a través del ciclo menstrual, o que sugiere que la
folistatina no desempefia un papel significativo en la regulacion de las

gonadotropinas.

Ademés ha sido observado que la folistatina exdgena inhibe € reinicio de la

meiosis en lavesiculagerminal (Hsueh et al., 1987).

1. 2 Ciclo Menstrual Humano

El comienzo de la pubertad depende de una serie complgja de
acontecimientos que se desarrollan en el interior del encéfalo y parece requerir la
participacion interactiva de circuitos neuronales y redes gliales asi como de
sefial es endocrino — metabdlicas periféricas. La progresion del desarrollo pubera y

la maduracion en las nifias esta caracterizada por la menarquia.

La menarguia se define como el primer periodo menstrual en las nifias; el
cua se presenta entre los 9 afios y los 16 afos con una media de los 12,5 anos. El
inicio de la menarquia esta intimamente relacionado con €l logro de un porcentagje
de grasa corporal; por o tanto la nutricién es el factor fundamental en el momento
de la maduracién sexua (Zacharias et al., 1969; Maclure et al., 1991; Frish et al.,
1974).
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I ntroduccion

Recientemente se ha identificado a la leptina y a factor de crecimiento
parecido a la insulina 1 (IGF-1) en € aporte de sefiales periféricas para la

maduracion del ge reproductivoy el inicio de lamenarquia (Hesse et al., 1994).

Venturoli et al., 1992 observaron que durante los primeros meses y hasta un
ano después de la menarquia; € ge hipotalamo — hipdfisis — ovario (H-H-O) no
esta completamente sincronizado; por |o que se presentan ciclos anovulatorios con

duracionesirregulares.

El intervalo de los periodos menstruales es muy variable, considerando
patol 6gico variaciones de méas o menos de 7 dias respecto a un intervalo medio de

28 dias durante | os afios reproductivos.

El ciclo menstrual tiene la mision de preparar €l organismo para conseguir
un embarazo con éxito; preparar €l cuerpo paralareproduccion. El ciclo menstrual
puede ser dividido en cuatro fases funcionales:

o Unafase folicular (Subdividida en temprana, intermediay tardia).
o Unafase ovulatoria (Transicion folicular — [uteinica).
o Unafase luteinica (Subdividida en temprana, intermediay tardia).
o Unafase menstrual (Transicion luteinica—folicular).
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I ntroduccion

1. 2. 1 Fase Folicular

La primera mitad del ciclo ovarico se denomina fase folicular y se
caracteriza por un aumento progresivo en las concentraciones circulantes de
estradiol y de inhibina B por el foliculo de Graaf en desarrollo. Sin embargo, la
foliculogénesis comienza en la fase luteinica tardia del ciclo precedente,
desencadenada por €l aumento de la FSH aproximadamente 2 dias antes del inicio

de la menstruacion.

Los primeros cambios en € desarrollo folicular, cuando los foliculos
primordiales abandonan su estado inactivo y restablecen su desarrollo, son
independientes de la estimulacion con gonadotropinas, mientras que en las dltimas
fases de la evolucion del foliculo, durante la etapa antral, el sistema se vuelve
extraordinariamente sensible y dependiente de las gonadotropinas.

De forma ciclica, muchos foliculos abandonan su fase de reposo y entran en
la fase de desarrollo independiente de gonadotropinas, todos con potencia de
desarrollar su maduracion. Sin embargo, generalmente, un solo foliculo logra la
evolucion definitiva en cada ciclo y se produce un solo ovocito fertilizable. Este
sistema ciclico puede dividirse en tres interval os que se denominan reclutamiento,

seleccion y dominancia.

El reclutamiento es un término utilizado para indicar €l proceso por el cual
un foliculo sale de la poblacion latente para comenzar un patrén caracteristico de
crecimiento y desarrollo.

El reclutamiento comienza al final de la fase [Gtea del ciclo anterior; debido
a la disminucién de las concentraciones de estradiol y progesterona por la
involucién del cuerpo |Uteo; 1o que produce, por efecto de retroalimentacion, una
accion estimuladora del ge hipotdlamo — hipéfisis — ovario y una elevacion

transitoria de las gonadotropinas.
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I ntroduccion

La seleccion es la culminacion de la etapa de reclutamiento y durante este
periodo la cohorte folicular en maduracion se reduce a un nimero equivalente al
de la cuota ovulatoria especifica para la especie. Esta época crucial marca el punto
en e que un foliculo crea un ambiente donde solo & puede madurar
adecuadamente y alcanzar la ovulacion. Este proceso resulta de dos acciones
estrogénicas (Fritz et al., 1982).

1.- Lainteraccion de los estrogenos — FSH dentro del foliculo.

2.- El efecto de los estrogenos sobre la secrecion hipofisaria de FSH.

Los estrogenos influyen, por un lado, positivamente sobre la accion del
foliculo en vias de maduracion, pero tienen un efecto de retroalimentacion
negativa sobre la hipofisis. La caida de los niveles de FSH provoca disminucion
de la actividad de la aromatasa y limita la produccién de estrégenos en los
foliculos menos maduros; creando un microambiente androgénico e induciendo la

atresiairreversible del foliculo.

El foliculo dominante escapa de la supresién de la FSH debido a que
presenta mayor nimero de receptores de FSH ya que la tasa de proliferacion de
células de la granulosa es superior y en € laaccion de la FSH es mayor por la alta
concentracion de estrégenos dentro del propio foliculo o por la accion de péptidos
locales (Suzuki et a., 1998).

Ladominancia serefiere a estado del foliculo destinado a ovular. El foliculo
seleccionado pasa a ser dominante aproximadamente 1 semana antes de la
ovulacion (Goodman et al., 1983).

Lafase folicular del ciclo menstrual es muy variable, dura aproximadamente

13 diasy esta destinada ala génesis de un foliculo preovulatorio.
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El regulador clave del crecimiento folicular y la esteroidogénesis es la
hormona foliculo estimulante (FSH). Al mismo tiempo, la hormona luteinizante
(LH) estimula la produccién de andrégenos por las células de la teca. La enzima
P450 aromatasa de las células de la granulosa emplean a los andrégenos como
sustrato para la produccion de estradiol, favoreciendo € desarrollo folicular
inducido por laFSH (Fig. 2).
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Figura 2.- Representacion esguematica de lainteraccion H-H-O en el control del ciclo
menstrual. La liberacién pulsétil de LH y FSH, mediada por la GnRH hipotalamica,
funciona parainducir la esteroidogénesis de las células de latecay de la granulosa del
ovario y lamaduracion folicular. La célula de lateca esta dotada de receptores LH, los
cuales median las enzimas esteroidogénicas P450 inducidas por laLH y la sintesis de
androgenos. La célula de la granulosa multifuncional posee la capacidad de generar

receptores para LH mediados por FSH.

22



I ntroduccion

Hiller et a., 1995 documentaron que diversos factores autocrinos y
paracrinos de origen ovérico modulan los efectos de las gonadotropinas en las
células diana; consiguiendo una esteroidogénesis y una diferenciacién dptimas de
las células de la granul osa durante el ciclo menstrual.

1. 2. 2 Fase Ovulatoria

La ovulacion es el evento fundamental del ciclo ovarico y la culminacién de

los procesos de desarrollo folicular.

Esta fase se caracteriza por un aumento en las concentraciones de estradiol
(24 a 36 horas antes de la ovulacion); la cual produce una retroalimentacion
positiva en la glandula hipdfisis, estimulando la secrecién de la hormona
luteinizante ( Pauerstein et al., 1978; Fritz et a., 1992).

Usualmente la ovulacion ocurre entre 10 a 12 horas después del pico de LH
(World Health Organization Task Force Investigators, 1998).

El pico de la hormona |uteinizante se asocia con |0s siguientes eventos:

1.- Lareanudacion de la meiosis en €l ovocito, a través de la inhibicion
del factor inhibidor de lameiosis (OMI).

2.- Laluteinizacion de las células de la granul osa.

3.- Estimulacién de la actividad proteoliticay sintesis de prostaglandinas

esenciales paralaroturadel foliculo.

1. 2. 3Fase Luteinica

Se considera fase luteinica a la segunda mitad del ciclo ovérico; la cua se
caracteriza por un aumento en las concentraciones séricas de progesterona y de
inhibina A.
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Posterior ala ovulaciéon, € foliculo dominante se reorganiza para convertirse
en el cuerpo lUteo. Esta glandula endocrina es la mayor fuente de hormonas
esteroides sexuales secretadas por € ovario durante la fase postovulatoria del
ciclo. El regulador clave de la esteroidogénesis es la hormona |uteini zante.

Esta eslafase més constante del ciclo ovéarico, con una duracion aproximada
de 14 dias, las variaciones por debgjo de 11 dias o por encima de 17 dias se
consideran patol6gicas. Por lo tanto, € cuerpo lUteo involuciona espontaneamente
y esremplazado por el cuerpo albicans.

En estafaseiniciael reclutamiento folicular del siguiente ciclo.
1. 2. 4 Fase Menstrual

También se le denomina transicion luteinico — folicular; usualmente la fase
menstrual dura aproximadamente de 4 a 6 dias. Esta fase representa una secuencia
de cambios dindmicos que comprenden la terminacion de la funcion luteinica y
una elevacion de la hormona foliculo estimulante, que a su vez estimula la
produccion de inhibina B (Roseff et al., 1989; Welt et al., 1997; Hall et al., 1992).

1. 3 Foliculogénesis

Para e desarrollo normal y la esteroidogénesis se requiere una secuencia

definida de cambios hormonal es.

Lainiciacion del crecimiento folicular puede ocurrir independientemente de
la estimulacion de las gonadotropinas (Halpin et al.,1986). No obstante, a menos
gue sean rescatados por € pico folicular temprano de la hormona foliculo
estimulante (FSH) estos foliculos tempranos se volveran rgpidamente atrésicos
(Vermesh et al., 1987).
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Brown en 1978 demostraron que €l foliculo inicia su desarrollo solo cuando
los valores circulantes de FSH exceden un determinado umbral. Ademas, €
nimero de foliculos que maduran depende del periodo de tiempo en que los
valores de la hormona foliculo estimulante se mantengan por encima de dicho

umbral.

Armstrong et al., 1979 observaron que las gonadotropinas (FSH y LH) son
necesarias para la biosintesis de estrégenos foliculares. Esta hipétesis se ha
denominado “ Teoria de las dos células y las dos gonadotropinas’ (Fig. 3).

En los foliculos humanos a sido documentado que las células de la granulosa
solo tiene receptores para la hormona foliculo estimulante y que las células de la

teca solo posee para la hormona luteinizante (Kobayashi et al., 1990).
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Figura 3.- Hipdtesis de las dos células y las dos gonadotropinas acerca de la

sintesis folicular de estrégenos.

25



I ntroduccion

La hormona luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH) desempefian
papel es diferentes pero igualmente importantes en el desarrollo folicular. La FSH
es importante para la maduracion temprana de las células de la granulosa, incluso
para e desarrollo de receptores de LH; la hormona luteinizante, que actla
inicialmente sobre las células de la teca, promueve la produccion de androgenos a
estrogenos. Ademds, aunque solo se requiere FSH para la foliculogénesis
temprana, |a esteroidogénesis ovéarica completa depende de la LH (Shoham et al.,
1993; Schoot et a., 1992). Westergaard et a en un estudio publicado en e 2000
observaron concentraciones de estradiol mas elevadas en pacientes con niveles

periovulatorios de LH mayor a3 miU./ml.

También se ha demostrado que pequefios pero sostenidos incrementos de la
LH periférica son necesarios y suficientes para provocar € crecimiento y €l
desarrollo de los foliculos antrales menores hasta €l estadio preovulatorio (Ricards
et a., 1980; 1982).

Estudios clinicos y bésicos revisados por Chappel y Howles (1991) sugieren
gue la LH durante la fase folicular juega un papel menor, hasta en el desarrollo
folicular.

Erickson et al., 1979 documentaron que las células de la granulosa
desarrollan receptores parala LH en lafase folicular mediay tardia; por 1o que, en

estasfasesla LH junto con la FSH sostienen el desarrollo folicular.

Aunque es esencial cierta cantidad de LH para la sintesis de estradiol y €l
desarrollo folicular normal, hay estudios publicados que indican que los foliculos
en desarrollo tienen necesidades finitas de LH. Por encima de este umbral, el

desarrollo normal se interrumpe y desemboca en atresia (Hillier et al., 1994).

Diversos estudios han demostrado que las elevaciones de |las concentraciones

sericas de LH durante lafase folicular del ciclo de estimulacion ovérica pueden

26



I ntroduccion

disminuir la calidad de los ovocitos y reducir e indice de fecundacion y la
viabilidad de los embriones (Daya et al., 1995).

La modulacion fisioldgica de la foliculogénesis en ciclos espontédneos e
inducidos con hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es probablemente
relacionada con la accion de la LH sobre los foliculos antrales mayores. Los
foliculos que alcanzan un diametro de 10 — 12 mm., tienen receptores para LH; en
este estadio la FSH y LH son iguamente efectivas para soportar y fomentar la

funcion de las células de la granulosa (Filicori., 2003).

Filicori et a., 1999; 2002 demostraron que la secrecion de estrégenos y
crecimiento folicular continda aumentando, aln cuando la FSH es suspendida y
reemplaza por la administracién de hormona luteinizante recombinante (LH-r) o
bajas dosis de gonadotropina coriénica humana (hCG). Esto sugiere que €l
desarrollo de foliculos mayores estimulados con LH es parcial o completamente

independiente de la FSH.

Se ha documentado que la presenciade LH en lafase folicular tardia megjora
la maduracion folicular del ovocito y e desarrollo embrionario (Commenges —
Ducoset al., 2002).

El Ganirelix Dose — Finding Study Group en 1998 documento bajos indices
de implantacién y embarazo en mujeres con una gran supresion de LH obtenida

por atas dosis de antagonistas.

Filicori et a., 2002 observaron que la administracion de hormona
luteinizante en los métodos de induccion de ovulacion durante la fase folicular
tardia parece reducir € nimero de foliculos pegquefios (menor a 10 mm. de

didmetro) que son encontrados justo antes de la maduracién final del ovocito.

En un estudio publicado por Goldfarb et a., 2003 documentaron que
Crow et al., 1909 describieron por primera vez lafuncion de la glandula pituitaria

en laregulacion de las gonadas. En la década de los 30 seinicié lainduccién de la
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ovulacion en seres humanos con extractos de origen animal; no logrando tener

éxito debido probablemente a reacciones inmunol égicas a los extractos.

Durante los 60 Gemzell et al., utilizaron extractos de glandula pituitaria de
humanos para la induccion de la ovulacion en mujeres con diagndstico de
amenorrea hipotalamica. A fines de la década de los afios 80 fue prohibida la
utilizacion de estos extractos, por relacionarse con varios casos de la enfermedad
de Creutzfaldt — Jacob.

Ademés, desde 1960 en los métodos de induccidn de ovulacion se utilizaban
cantidades iguales de FSH y LH (75 UI. / 75 Ul.), en forma de gonadotropinas

menopausi cas humanas (hMG).

La gonadotropina menopausica humana, también conocida como
menotropina; son un extracto de gonadotropinas urinarias de mujeres
menopausicas con escasa actividad especifica; € primer embarazo con este
producto fue en 1962.

Stokmman., 1993; Giudice et a., 2001 observaron que las menotropinas
contienen una combinacion fija de actividad de FSH y LH. Sin embargo, la
actividad luteinizante de las menotropinas es una combinacion de la hormona
luteinizante y la hormona gonadotropina coriénica en proporciones variables; 10

gue contribuye ala variabilidad entre un lote y otro.

La actividad de la hormona foliculo estimulante en las menoctropinas es
cuantificada mediante un bioensayo in vivo o prueba de Steelman Pohley. Este
método se utiliza desde 1953 y consiste en aplicar una muestra de cada lote del
producto en 150 ratas (estimulandolas durante tres dias), para posteriormente
observar la ganancia de peso de los 6rganos diana; presentando una variabilidad
de hasta un 20 %.

Giudice et a., 1994; Kauffman et a., 1999 documentaron que las

menotropinas constituyen € 2 % de las proteinas contenidas en cada vial y €l
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98 % corresponden a diversas proteinas contaminantes (neurotoxina derivada de
los eosindfilos, la proteina | transportadora del factor necrotizante tumoral,
inmunoglobulinas, proteina de Tam — Horsfall y la uroquinasa); que pueden ser
bi ol 6gicamente activas.

Li et al., 1993; Harika et al., 1994 describieron reacciones anafilécticas
ocasionales debidas a las impurezas (proteinas) presentes en las gonadotropinas

menopausi cas humanas.

En las menotropinas la vida media de laLH es mucho més corta que lade la
FSH (Yen et al., 1968; 1970); considerando que la FSH exdgena esta presente
hasta 24 horas después de su administracion, la hormona luteinizante ya ha sido
completamente eliminada al mismo tiempo. Las gonadotropinas menopausicas
humanas fueron la Unica fuente de hormona luteinizante exdgena para las mujeres

con hipogonadismo hipogonadotrdfico.

Gordon et al., 2001 documentaron gue las gonadotropinas menopausicas
humanas (relacion FSH 75 Ul. / LH 75 Ul. por ampula) son necesarias para

incrementar el indice de implantacion.

Durante 1990 la tecnologia de DNA recombinante permite la introduccién
de gonadotropina recombinante (hormona foliculo estimulante) para uso clinico en
infertilidad; la cua tiene una vida media similar a la hormona
nativa (Schoot et a.,1994).

La FSH-r es producida por células de mamiferos (células de ovario de
hamster chino) manipuladas con técnicas de ingenieria genética 'y en las que se
han integrado de forma estable los genes que codifican las subunidades o y 3 de
laFSH.

La actividad especifica de la hormona foliculo estimulante recombinante
(FSH-r) esde 13.700 Ul./mg. de proteina; con una purezadel 99,9 %. Por lo que
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5,5 microgramos de proteina son equivalentes a 75 Ul., con una variabilidad
del 1 %.

La primera aplicacion de gonadotropinas recombinante (FSH-r) en seres
humanos fue en 1991; consiguiéndose el primer embarazo 1993.

Shoham et a., 1993; Schoot et a., 1994 observaron que e periodo de
semieliminacion de la FSH-r se puede estimar en 40 horas, con un intervalo de
12 — 70 horas. Ademas, la aplicacién diaria conduce a un estado constante después
de cuatro dosis.

La biodisponibilidad absoluta de la hormona foliculo estimulante
inmunorreactiva posterior a la medicacion subcutdnea de FSH-r es de
75—80 % (Mannaerts et al., 1996).

L as gonadotropinas recombinantes ha supuesto un gran avance en la calidad
de los farmacos empleados en reproduccion humana. Daya et al., 1999 publicaron
un metanalisis, donde observaron un resultado estadisticamente significativo con
mayores indices de embarazo en los estudios que emplearon FSH recombinante

frente alos que emplearon gonadotropinas urinarias.

Ng et al., 2001 documentaron en un estudio aleatorizado la comparacion de
los ciclos de ICSI estimulados con FSH-r y hMG; no demostrando diferencia
estadisticamente significativa en el porcentaje de ovocitos metafase |1 recuperados
(86.9 % con hMG; 87.4 % con FSH-r) o en calidad de embriones.

Goldfarb et al., 2003 compararon las menotropinas en ciclos de reproduccion
asistida (ICSI) con la FSH-r; demostrando un indice de implantacién del 14 % en
el grupo de hMG y del 25 % para e grupo estimulado con FSH-r; ademéas
documentaron un indice de embarazo del 50 % para € grupo de FSH-r y
del 36,2 % en el grupo de hMG.
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También se ha observado que en |os ciclos estimulados con FSH-r presentan
mayor indice de ovocitos recuperados (Out et al., 1995; Bergh et al., 1997).

Dayaet al., 2001; Silverberg et al., 2002 publicaron un estudio de la eficacia
clinica de la FSH-r; observando que los ciclos estimulados con FSH-r son
clinicamente mas econdmicos y efectivos en comparacion con hMG; ademéas
documentaron que en mujeres estimuladas con preparados recombinantes, se
necesitan menor nimero de ciclos de reproduccién asistida para conseguir un
embarazo.

La hormona luteinizante recombinante (LH-r) ha sido utilizada desde 1993
para estudios clinicos, formando una nueva opcion de tratamiento y su primer uso
fue para la induccion de la ovulacion en mujeres con hipogonadismo
hipogonadotrofico (Grupo | anovulatorias de laOMS; Agrawal et al., 1997).

En 1996 Kousta et a publicaron el primer embarazo conseguido en una

paciente con sindrome de Kallman, que se medico con FSH-ry LH-r.

La LH-r posee una actividad especifica de 20.000 Ul./mg. de proteinay una
pureza del 99,9 %. Por lo que 3,4 microgramos de proteina son equivaentes
a75Ul.

L a biodisponibilidad absoluta posterior a la medicacion subcutanea de LH-r
es del 50 — 60 % de la dosis inyectada; también a sido documentado que las
concentraciones séricas maximas se alcanzan en las 5 horas siguientes a la
medicacion subcutanea y que la semivida de eliminacién es de 18 horas (Le
Cotonnec et al., 1998*).

Aungue la FSH es la principal hormona responsable de la estimulacion del
crecimiento folicular, se necesita cierta cantidad de LH para conseguir una
esteroidogénesis folicular adecuada y desarrollar la capacidad del foliculo para

ovular y luteinizarse cuando sea expuesto ala hormona gonadotropina corionica
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(Couzinet et a., 1988; Shoham et al., 1991; Schoot et al., 1992; 1994; Balasch et
al., 1995; Fox et d., 1997).

La LH también es requerida para una sintesis adecuada de estrogenos
(Karnitis et al., 1994; Mannaerts et al., 1991). Fleming et al., 1996; Lloyd et al.,
1997 demostraron que los niveles de estradiol, la maduracion y fertilizacion del
ovocito mejoran cuando las concentraciones basales de LH son mayores a
05 — 1 UL/

También ha sido observado que las concentraciones periovulatorias de LH
menor a 3 mlU./ml. afectan los indices de fertilizacion, ademas de ser asociadas
con un aumento del indice de pérdidas tempranas de embarazo. Lo anterior sugiere
que un umbral de LH de 3 mlU./ml. es requerido para proveer una maduracion y
fertilizacion Optima del ovocito; ademés de un eficaz desarrollo
embrionario (Esposito et al., 2001).

Lisi et al., 2001 describieron que Hull et al., 1994 documentaron que la
hormona foliculo estimulante recombinante no facilita la esteroidogénesis
necesaria hasta en los foliculos mayores y cuando agregaban dosis bajas de
hormona Iuteinizante recombinante obtuvieron una secrecion adecuada de
estradiol valorada por la secrecion del moco cervical, grosor endometria y

embarazo.

Zelinski — Wooten et a., 1995 documentaron en primates hembras a las que
administraron de manera prolongada un antagonista de GnRH para suprimir la
LH, que la LH-r redujo la duracién del tratamiento con FSH-r para alcanzar el
desarrollo folicular preovulatorio y aumentd en cuatro veces las concentraciones

séricas preovulatorias de estradiol.

La LH-r también ha sido utilizada con éxito (Chandrasekher et al., 1994)

parainducir la maduracion final del ovocito, imitando el pico de LH enddgeno.
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En un estudio publicado por The European Recombinant Human LH Study
Group en 1998 se demostro que la dosis diariade 75 Ul. de LH-r fue efectiva para
alcanzar una apropiada secrecion de estradiol y un éptimo desarrollo folicular en
lamayoria de las pacientes con hipogonadismo hipogonadotrofico.

Tesarik et a., 2002 observaron €l efecto de laLH exdgena (hMG) durante la
estimulacion ovarica en mujeres jévenes con agonistas de GnRH; documentando
gue la actividad de la LH exdgena beneficia a las mujeres con una profunda
desensibilizacion de la hipéfisis (LH menor a1 1U./1.); mejorando la calidad de los

ovocitos.

Ludwig et al., 2003 documentaron resultados preliminares sobre el beneficio
de suplementacién de hormona luteinizante en los ciclos de estimulacién ovérica
para FIV; observando una reduccion en € numero de dias y dosis total de
administracion de gonadotropinas, en el grupo de LH.

También se ha observado que la utilizacion de LH-r en mujeres mayores de
38 afios mejora e numero de ovocitos metafase 11, la calidad de embriones, el

indice de implantacion y embarazo (Gémez et a., 2003).

En mujeres estimuladas con protocolo largo de agonista de la GnRH y FSH-r
gue presentan pobre respuesta sobre el dia 8 de estimulacién, pueden beneficiarse
con la administracion diaria de 150 Ul. de LH-r, iniciando e dia 8 de
estimulacion (Alviggi et al., 2003).

Marrs et al., en un estudio multicéntrico, aeatorizado publicado en € 2003
sobre la eficacia clinica de la LH-r, documentaron que la medicacion de LH-r en
los protocolos de estimulacion ovérica en mujeres igual 0 mayores a 35 afios,

mejoran €l indice de implantacién y embarazo.

Ahora es posible revisar y estudiar la accién precisade laFSH y LH en €l

crecimiento y desarrollo folicular.
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Los andlogos de la hormona liberadora de gonadotropinas (aGnRH) fueron
introducidos a finales de la década de los 80, como un método para lograr la
desensibilizacién de la hipofisis e impedir una luteinizacion prematura (Fauser et
al., 1999); ademas por que los niveles altos de LH en sangre presentan un efecto
negativo sobre la calidad de los ovocitos y los embriones con consiguiente

impacto en los indices de gestacion (Stanger et al., 1985; Loumaye., 1990).

El efecto de regulacion negativa del agonista de la GnRH, serelacionacon la
frecuencia de administracion y con el tiempo prolongado durante e cua el

agonista ocupa |l os receptores de GnRH.

Hughes et al., 1992 publicaron un metanalisis, donde demostraron que los
indices de embarazo aumentaron desde la introduccion de los agonistas de GnRH;
por lamayor posibilidad de recuperar ovocitos.

Gelety et a., 1995 documentaron el efecto estimulante inicial de los
agonistas de GnRH (“flare up”); la magnitud de esta respuesta depende de en que

momento del ciclo se administre el agonista.

Existen diferentes pautas de tratamiento que utilizan agonistas de GnRH
para la estimulacion ovérica controlada en los ciclos de reproduccién asistida

(FIV-TE/ICSI), denominados protocolo largo, protocolo corto y ultracorto.

El protocolo largo es todavia el més frecuentemente utilizado en las clinicas
de reproduccion asistida por su comodidad para programar €l ciclo de tratamiento.
Este protocolo consiste en utilizar el agonista de GnRH desde la fase |Utea media
(21 dia ciclo) del ciclo precedente. Las gonadotropinas se inician en € segundo o
tercer dia del ciclo menstrual, previa ecografia vaginal para descartar la presencia
de quistes funcionales y analitica (estradiol) para valorar € grado de
desensibilizacion de la hipdfisis. Al cuarto dia de estimulacion se solicita

ecografiavagina y estradiol; ajustando la dosis de gonadotropinas segun la
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respuesta ovarica, posteriormente se monitoriza (ecografia y estradiol) cada
48 — 72 horas.

La administraciéon del agonista de GnRH y gonadotropinas continta hasta
gue se obtiene un foliculo igual 0 mayor a 18 mm. y dos o més foliculos 16 mm.,
momento en el cual se administra la gonadotropina coriénica humana (hCG). La
recuperacion del ovocito se programa 35 — 36 horas después de la aplicacion de la

hormona gonadotropina corionica (Fig. 4).
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Figura 4.- Esgquematizacion de la estimulacion ovérica controlada, protocolo largo de

agonista de GnRH (Extraida del Atlas de Reproduccion Asistidadel Dr. Herrero).

El protocolo corto se emplea sobre todo en pacientes con antecedentes de
baja respuesta debido a una edad avanzada o0 a ciclos previos de FIV-TE
cancelados. En este protocolo se aprovecha el efecto estimulante (“flare up”) del
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agonista de GnRH, facilitando el reclutamiento folicular y disminuyendo la dosis

total de gonadotropinas necesarias.

El inicio del agonista de GnRH es en la fase folicular temprana (1% dia
ciclo); las gonadotropinas se empiezan a segundo o tercer dia ciclo; aumentando
el efecto “flare up” del agonista. La desensibilizacion de la hipofisis se presenta al

cuarto o quinto dia de tratamiento.

La administracion del agonista de GnRH y gonadotropinas continlia hasta la
administracion de la gonadotropina corionica humana (hCG).; la recuperacion del

ovocito se programa 35 — 36 horas después (Fig. 5).
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Figura 5.- Esgquematizacion de la estimulacién ovarica controlada, protocolo corto de

agonista de GnRH (Extraida del Atlas de Reproduccion Asistidadel Dr. Herrero).
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El protocolo ultracorto consiste en la administracion del agonista de GnRH
de forma subcutanea o intranasal concomitantemente con las gonadotropinas; 10s

agonistas solo se administran por tres dias.

En 1972 se sintetizo €l primer antagonista de GnRH, tras la sustitucion de
multiples aminoacidos de la molécula original; mas de diez aflos han sido

necesarios paralaincorporacion en el campo de la reproduccién humana.

El mecanismo de accién de los antagonistas es por medio un bloqueo
competitivo de los receptores para la GnRH (Diedrich et al., 1994), e cua es
inmediato y no va acompanado del efecto estimulante hipofisario inicia (“flare
up”) gue se observa en los agonistas de GnRH; lo cual conlleva a una disminucion

de laduracion en los dias de tratamiento (Hall., 1993).

Behre et al., 1992; Felberbaum et al., 2000 observaron que e efecto
inhibitorio de los antagonistas es més marcado sobre la secrecion de la hormona

|uteinizante en comparacion con la secrecion de la hormona folicul o estimulante.

Se ha documentado la eficacia del antagonista de la GhRH en prevenir los
picos prematuros de LH durante los ciclos de estimulacion ovérica en FIV-TE
(Diedrich et al., 1994; Albano et al., 1996; Felberbaum et al., 2000; Olivennes et
al., 2000).

Albano et al., 1997; Olivennes et al., 1995 documentaron que en los ciclos
de estimulacion ovérica con antagonistas de la GnRH para FIV-TE hay una
reduccion de hasta un 40 % en e numero de ampollas de gonadotropinas

utilizadas.

También ha sido demostrado que € uso de antagonista de la GnRH
disminuye e nimero de dias de estimulacion; ademas de presentar menor riesgo
del sindrome de hiperestimulacion ovérica (Albano et al., 2000).
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De las diferentes pautas de tratamiento con antagonistas de GnRH en los
ciclos de FIV-TE son dos las mas utilizadas; €l protocolo de dosis Unica y el

protocolo de dosis mltiples.

El protocolo de dosis Unica consiste en la administracion de una dosis de
5 mg. del antagonista en la fase folicular tardia o cuando las concentraciones de
estradiol plasmético oscilan entre 150 — 200 pg./ml. con un foliculo igual o mayor
a 14 mm. de diametro. Una segunda dosis podria ser administrada dos dias
después s la hormona gonadotropina corionica no ha sido administrada en ese

periodo de tiempo (Olivennes et a., 1994).

Las ventgjas de la dosis Unica es que suprime € pico de LH sin una completa

supresion de la secrecién de gonadotropinas endégenas.

En & protocolo de dosis mlltiples Rongieres — Bertrand et al., 1999; The
European Orgalutran Study Group 2000 observaron que la dosis efectiva es de

0,25 mg. por dia; iniciando €l sexto o séptimo dia de estimulacion ovérica (Fig. 6).

Estimulacion oviriva, prot com antugonistas
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Figura 6.- Esquematizacion de la estimulacion ovérica controlada, protocolo de

antagonista de GnRH (Extraida del Atlas de Reproduccion Asistidadel Dr. Herrero).
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Este protocolo permite una supresion de la secrecion de LH y ademés puede
inducir una disminucién de los niveles de estradiol plasmético cuando se utilizan

preparados de gonadotropinas que no contienen actividad de LH.

Diedrich et al., 1994 demostraron que el uso de antagonista de GnRH esta
especialmente indicado en aquellos tratamientos en los que se necesita que la
secrecion de gonadotropinas sea inhibida de forma potente y rapida; por lo que
uno de sus mayores indicaciones en clinica sera en los ciclos de reproduccion
asistida.

Marci et a., 2002 publicaron un estudio prospectivo, multicéntrico de la
evaluacion de la eficacia clinica del protocolo de dosis multiples de antagonistas
de la GnRH en comparacién con el protocolo largo de agonista de la GnRH en
mujeres con baja respuesta, documentando que el uso del antagonista permite
mayores indices de embarazo (15 % antagonista contra 5 % agonista) con menor
dosis de gonadotropinas. Ademas observaron menor nimero de ciclos cancelados
en € grupo de antagonistas (5 %) en comparacion con € grupo de
agonista (20 %).

The European Orgalutran Study Group 2000 comparé la eficaciay seguridad
del antagonista de GnRH (ganirelix) frente a un protocolo largo de agonista de
GnRH (buserelina); un total de 730 pacientes fueron aeatorizadas en una
proporcion de 2:1 (ganirelix:buserelina). Observando que la media de dias de
medicacion con andlogos de GnRH fue de 5 dias con €l antagonista frente a 26

dias en el grupo de buserelina.

También documentd una disminucion en la dosis total de FSH-r usada 'y en
la duracion de tratamiento cuando se empled e antagonista. El indice de
implantacion y de embarazo fue menor en e grupo tratado con antagonista,
aunque estos indices fueron mayores cuando se utilizé los embriones que se

habian criopreservado tras €l ensayo clinico.
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En este estudio se presentd e sindrome de hiperestimulacion ovarica en un
2,4 % de las mujeres tratadas con antagonista de GnRH y en un 5,9 % en las

mujeres tratadas con el agonista.

Garcia - Velasco et al., 2001 publicaron un estudio comparativo de los
efectos del agonistay antagonista sobre |a esteroidogénesis ovarica; demostrando
gue los antagonistas gercen una accion negativa sobre la esteroidogénesis
ovarica. También documenté que el crecimiento folicular, € indice de maduracion

y fertilizacién del ovocito son parecidos en ambos grupos de tratamiento.

1. 4 Técnicas de Reproduccion Asistida

Se Ilaman técnicas de reproduccion asistida a cualquier manipulacion de
cualquier entidad del ciclo reproductivo humano (células de la linea germinal,
gametos, cigoto o embrion) cuyo destino es la reproduccion por métodos no

naturales.

L as técnicas de reproduccion asistida més utilizadas en cuanto a nUmero de
procedimientos realizados en los centros de infertilidad son la inseminacion
artificial (IA), € coito dirigido (CD) y lafertilizacion in vitro (FIV).

Hoy en dia es habitual la utilizacién de estimulantes ovaricos en mujeres
normo — ovuladoras con la finalidad de asegurar € reclutamiento y seleccion de
foliculos, asi como la ovulacion en el ciclo. No obstante es prioritario evitar
cualquier efecto indeseable, especialmente embarazo multiple y €l sindrome de

hiperestimulacion ovérica (SHO).

La inseminacién artificial (1A) se define como el depdsito de forma no
natural de espermatozoides previamente capacitados en el tracto reproductor de la

muijer, con el objeto de conseguir una gestacion (Fig. 7).
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Figura 7.- Esquematizacion del proceso de inseminacion intrauterina (Extraida del

Atlas de Reproduccion Asistida del Dr. Herrero).

El primer embarazo logrado con esta técnica fue en Londres en 1870 (John
Hunter), en un varén con hipospadias. A mediados del siglo XI1X, Marion Sims
observando un embarazo tras la realizacién de seis ciclos de inseminacion

artificial intracervical en mujeres con test post coital negativo.

Los adelantos técnicos en la preparacion del semen, han conducido a un
descenso significativo en los efectos secundarios que conllevalatécnica, asi como
aun incremento en la calidad de seleccion espermética. Ademas, nuevos métodos
de prediccion y deteccion de la ovulacion han mejorado la aplicabilidad del
procedimiento, haciendo de esta terapia una opciéon de primera linea entre las
técnicas de reproduccién asistida para pargjas infértiles con a menos una trompa
normal.

41



I ntroduccion

Con respecto a tratamiento de induccién de la ovulacion, los preparados
gonadotropicos proporcionan mejores resultados que e clomifeno. Balasch et al.,
1994 publicaron un estudio comparativo entre €l clomifeno y la hormona foliculo
estimulante (FSH) “purd’ en ciclos de inseminacion intrauterina (11U),
demostrando un indice de embarazo significativamente mayor en el grupo tratado
mediante FSH / 11U 13 % (12 de 94 pacientes) que en e grupo tratado con
clomifeno / 11U 4 % (4 de 98 pacientes). Ademaés, observd un mayor nimero de
ciclos monofoliculares 92 % en el grupo tratado con FSH / 11U contraun 75 % en

el grupo tratado con clomifeno / 11U.

Romeu et al., 1997 observaron en una serie de 761 ciclos ovulatorios
inducidos con FSH ultra - pura de acuerdo a una “pauta lenta’” (step up) a bajas
dosis, confirmo la idoneidad de este tratamiento y los excelentes indices de

embarazo que se obtienen.

Para aquellas pacientes que no han podido concebir en tres o seis ciclos
ovulatorios con terapia de gonadotropinas, las técnicas de reproduccion asistida
son una alternativa viable. Inicialmente sometemos a la paciente a inseminaciones
artificiales durante cuatro ciclos utilizando una pauta lenta ascendente de
gonadotropinas y si ho hay gestacion utilizaremos la fertilizacion in vitro con

transferencia de embriones para intentar resolver la esterilidad existente.

El termino tecnologia de reproduccion asistida (TRA) engloba a todas las
técnicas que incluyen recuperacion directa de ovocitos del ovario.

1. FIV-TE.- Fertilizacion in vitro: consiste en la extraccion de ovocitos,
fertilizacion en el laboratorio y transferencia transcervical de

embriones al Utero.

2. GIFT.- Transferencia intrafalopiana de gametos. Método mediante €l
cual serealizalaextraccion del ovocito y espermatozoides; los cuales

son transferidos en las trompas de Falopio.
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3. ZIFT.- Transferencia intrafalopiana de cigoto: Este procedimiento
consiste en la recuperacion y fertilizacion del ovocito, posterior ala

fertilizacion serealizalatransferencia en las tropas de Falopio.

4. TET.- Transferencia de embrién a las trompas de Falopio: Consiste

en latransferenciadel embridn en division en las trompas de Falopio.

5. ICSI.- Inyeccidn intracitoplasmética de un solo espermatozoide:
Posterior a la recuperacion del ovocito la fertilizacion se logra
mediante lainyeccion del espermatozoide en el ovocito.

La fertilizacion in vitro con transferencia de embriones (FIV-TE), fue
desarrollada inicialmente como tratamiento de la mujer con infertilidad secundaria
por factor tubarico. Durante los Ultimos afios su indicacién se ha ampliado para €l
tratamiento de otras patologias de la mujer, como la endometriosis, e factor
cervical y la controvertida infertilidad de origen desconocido. Por otro lado, cada
vez son mas frecuentes en las clinicas de esterilidad, la causa masculina como

indicacién de una inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides (ICSl).

La obtencién del ovocito de un ciclo natural, permitié a Edwardsy Steptoe
en 1978 documentar &l primer embarazo humano conseguido por FIV-TE.

La fecundacion in vitro (FIV) ha transformado la medicina de la
reproduccién, de manera que casi todo e mundo obtiene descendencia de una
forma u otra. Los mejores protocolos de estimulacion ovérica, la cuidadosa
transferencia de embriones y el avance en las técnicas de desarrollo embrionario

extracorporal han conseguido mejorar |os resultados clinicos.

Las técnicas de reproduccion asistida (FIV/ICSI) requieren de una
estimulacion ovérica con gonadotropinas, solas 0 asociadas a analogos de la
GnRH, con €l objetivo de incrementar el nimero de ovocitos recuperados y de
este modo aumentar las posibilidades de éxito tras el tratamiento. El nUmero de

embriones transferidos por ciclo sigue siendo, en general, bastante elevado con
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objeto de compensar e pobre indice de implantacion que se obtiene por embrion
transferido (Edwards et al. 1996). Pero a pesar de la incuestionable eficacia del
desarrollo folicular multiple, estos protocolos no estan exentos de ciertos riesgos

entre |os que destacan:

1.- Sindrome de hiperestimul acion ovarica.

2.- Embarazo mitiple.

El desarrollo del sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO), es una
reconocida complicacion iatrogénica a uso de gonadotropinas para inducir €l
desarrollo folicular mudltiple (Golan et al., 1988; Forman et al., 1990).
Afortunadamente, la prevalencia reportada es baja, y oscilaentre el 1 —5 % de los

ciclos estimulados.

Este sindrome consiste en una respuesta suprafisiologica del ovario a estos
f&rmacos y se caracteriza por un aumento de la permeabilidad capilar con
deplecion de liquidos y proteinas del espacio intravascular a tercer espacio, que
conduce a la hemoconcentracion y la ascitis. Parece ser que el desencadenante
final seria la hormona gonadotropina coriénica (hCG), tanto exdgena, como

enddgena.

La génesis de la ascitis no esta clara. El pronunciado aumento de la
produccion ovarica de estrégenos puede ser el factor primario, que induciria un
aumento de la permeabilidad de los capilares ovéricos y peritoneales con paso de
liquido ala cavidad abdominal. La pérdida de liquido también se relaciona con la
masa, el volumen y la superficie de los ovarios. Ademas se han sugerido muchos
mediadores que pueden estar involucrados en la patogénesis del sindrome, de los
cuales los mas ampliamente aceptados son el sistema renina — angiotensina del
ovario (Pellicer et al., 1988) y el factor de crecimiento del endotelio vascular
(Leeetal., 1997).



I ntroduccion

No hay una clasificacion internacional utilizada oficialmente por organismos
competentes. Tradicionamente se ha venido utilizando la clasificacién de Rabau
et a., 1967, modificada luego por Schenker y Weinstein (Tabla 1).

Sin embargo, esta clasificacion ha sido criticada en su categoria leve, donde
préacticamente puede incluirse a todas las pacientes que es sometida a tratamiento

con gonadotropinas.

SHO leve: Ovarios 5 - 7 cm. de didmetro, aumento de estrégenos y
progesterona, sin sintomas clinicos.

SHO moderada: Ovarios 8 - 12 cm. de didmetro con aumento de estrégenos
y progesterona, ademés de distension abdomina y/o
nauseas y vomitos y/o diarrea.

SHO grave: Ovarios mayores de 12 cm de diametro. Caracteristicas de la
moderada més. Hemoconcentracién y/o trastornos de la
coagulacién y/o oliguria.

Tabla 1.- Grados de hiperestimulacién ovarica, seglin Rabau et al., 1967.

Recientemente, Golan et al.1989 han propuesto una variante donde las tres
categorias clasicas de Rabau (leve, moderada y grave), han sido subdivididas en
cinco grados (Tabla 2).
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SHO Leve |Gradol: distension abdominal y molestia.

Grado 2: similar a grado 1 méas nauseas, y/o vomitos,
y/o diarrea. Ovarios engrosadosde 5 a 12 cm.

SHO Grado 3: similar a SHO leve, pero evidencia ecografica

Moderada de ascitis.

SHO Grave | Grado 4: similar a SHO moderada, y evidencia clinica
de ascitis y/o hidrotérax o dificultad para
respirar.

Grado 5: todo lo anterior, mas cambio en la volemia,

hemoconcentracion y aumento viscosidad
sanguinea, anomalias de coagulacién y
disminucién en la perfusién y funcion renal.

Tabla 2.- Clasificacion revisada del SHO, segin Golan et al., 1989.

Dahl et al., 1994 describieron dos tipos de SHO en funcién del momento de
aparicion de los signos clinicos: el SHO precoz gque se inicia 3 a 10 dias tras la
administracion de la hCG y el SHO tardio que se inicia 12 a 17 dias tras la
administracion de la hCG. Este ultimo estéa més relacionado con la aparicion del

embarazo.

Este sindrome se resuelve gradualmente con el paso del tiempo; en la mujer
no embarazada, € sindrome puede durar aproximadamente siete dias. En una
paciente embarazada cuyos ovarios vuelven a ser estimulados por la hCG

endogena, el sindrome se puede prolongar hasta diez a veinte dias.

El sindrome de hiperestimulacion ovarica no aparece a menos que se
administre lahCG suficiente parala ovulacion. Por lo tanto, en los Ultimos afios la
atencion se ha concentrado en el control de la estimulacion ovérica; dado que el
sindrome de hiperestimulacion ovérica es una patologia iatrogénica, € maximo

esfuerzo debe dirigirse méas ala prevenciéon que a tratamiento.
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Larelacion entre niveles de estradiol e hiperestimulacion no es perfecta. Se
han presentado SHO con niveles relativamente bagjos de estradiol y los atos

niveles de estradiol no son necesariamente seguidos de hiperestimul acion.

El embarazo mdltiple, por su parte, es una de las complicaciones mas
significativas de los tratamientos de fertilidad dadas las consecuencias medicas,
sociales, psicologicas y econdmicas que trae a la pargja. El tema recae también
sobre el entorno familiar y laboral, asi como en los sistemas de salud, por € alto

costo de internacién y el cuidado que demandan |os recién nacidos prematuros.

La frecuencia del embarazo multiple a aumentado paralelamente al avance
de las técnicas de reproduccion asistida (TRA) representando probablemente la
principal complicacion dentro de los programas de FIV, donde actuamente
constituyen e 20 — 30 % de los embarazos conseguidos (Ballesteros et al., 2000).

Claro estd que la pareja estéril desea corregir su infertilidad con e
nacimiento de un nifio sano. Incluso la llegada de mellizos es recibida como un
acontecimiento feliz, que no implica riesgos mayores ni para la madre ni paralos
recién nacidos. En cambio, el embarazo de trillizos o més esté considerado como
una complicacion de los tratamientos de la esterilidad.

Ademas el embarazo multiple predispone a potenciales riesgos.

1.- Mortalidad / morbilidad materna.

2.- Prematuridad.

3.- Recién nacido con bajo peso.

4.- Mortalidad neonatal.

5.- Morbilidad fetal.
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Por su parte, la incidencia de embarazo muiltiple en las técnicas de
reproducciéon asistida es directamente proporcional al nimero de embriones
transferidos, por lo que la cantidad de embriones a implantar debe ser aquel que
ofrezca a la mujer las mejores posibilidades de embarazo y minimice los riesgos
de embarazo multiple. Aunque este nimero es muy variable y depende
fundamentalmente de la edad de la mujer y caidad de los embriones, en

condiciones ideales se deben transferir tan solo tres embriones.

Aproximadamente cuatro semanas después de ocurrida la fecundacion de
los Gvulos es posible ver cuantos embriones se implantaron, gracias a las técnicas
de ultrasonido. En e 20 — 25 % de los casos con embarazo multiple, uno de los
embriones que se ven en la ecografiainicial de un embarazo multiple se reabsorbe

espontaneamente o deja de evolucionar.

Una vez diagnosticado un embarazo mdltiple es muy poco lo que se puede
hacer salvo prevenir las complicaciones en la madre (diabetes, hipertension y
prematuridad, entre otras) y procurar que € embarazo dure € tiempo maximo
posible. En ciertos paises se realiza la reduccion embrionaria selectiva de alguno
de los fetos con el objeto de reducir un embarazo triple o cuédruple a uno doble;

esta técnica se denomina reduccidn embrionaria

La reduccién embrionaria es realizada habitualmente entre la 9 °y 12 ©
semana. La misma se hace en forma ambulatoria, mediante la introduccién de una
aguja por via vagina o abdomina guiada por ecografia, mediante la cua se

inyecta cloruro de potasio directamente dentro de los fetos.

La incidencia de abortos asociados a este procedimiento es del 4 — 5 %; el
parto prematuro ocurre en aproximadamente el 75 % de los embarazos
multifetales con embrioreduccion. Tanto el aborto de los fetos remanentes como

i nfecciones maternas raramente ocurren.
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El mejor tratamiento para el embarazo multiple es prevenirlo. Sin embargo,
como la medicina no es una ciencia exacta, todas las precauciones tomadas a

veces no alcanzan y el embarazo multiple se produce igual.

En los ciclos de estimulacion folicular multiple la monitorizacion es muy
variable, la cual depende del protocolo de estimulacion ovérica. Los protocolos
mas frecuentemente utilizados son protocolo largo, protocolo corto de agonista de
GnRH y € protocolo de dosis multiple de antagonista de GnRH; los cuales fueron
previamente descritos. Para controlar la respuesta ovérica a la estimulacion se
utilizan determinaciones séricas de estradiol y estudios ecogréficos de los foliculos
ovaricos. El objetivo minimo es lograr €l crecimiento de un foliculo de por lo
menos 18 mm. de didmetro, y de por o menos tres 6 cuatro foliculos mayores a 14
mm., junto con niveles de estradiol de 200 pg./ml. por foliculo maduro (mayor a
14 mm.).

Una vez acanzado este nivel de estimulacion, se administra la hCG, para
inducir la maduracién final del ovocito. El intervalo entre la aplicacion de la hCG
y la aspiracion folicular es critico. El intervalo estandar es 35 — 36 horas,
permitiendo una maduracion del ovocito, pero se han descrito intervalos hasta de

39 horas; con un minimo aumento del riesgo de ovulacion (Jamieson et al., 1991).

La recuperacion de los ovocitos se realiza por via vaginal, guiada por
ecografia; por lo general se requiere anestesia endovenosa. Se coloca una aguja
calibre 16 6 17 en una guia que se adhiere a transductor vaginal. Unalineaen €
monitor indica el trayecto de la aguja una vez que entra en la cavidad peritoneal y
en el ovario. Habitualmente se requiere solo una puncidn para la aspiracion

secuencial delosfoliculos (Fig. 8).

Las complicaciones del procedimiento son infrecuentemente e incluyen

hemorragiaintraabdominal o introduccién de infecciones en el ovario y lapelvis.
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Puncidn ovirica

Figura 8.- Esquematizacion del procedimiento de recuperacion del ovocito (Extraida

del Atlas de Reproduccion Asistida del Dr. Herrero).

Posterior a la aspiracion, los ovocitos son identificados mediante un
microscopio invertido; minimizando el contacto con €l are y la temperatura
ambiente. La muestra de semen se obtiene por medio de masturbacion; la cual es
capacitada por medio de gradientes.

La inseminacion del ovocito se redliza 4 — 6 horas después de la
recuperacion, cada ovocito es inseminado con 50.000 — 100.000 espermatozoides
moviles previamente capacitados. El dia siguiente a la inseminacion (dia 1) se
examinan los ovocitos fertilizados (presencia de dos prontcleos);

aproximadamente el 65 — 80 % de los ovocitos maduros son fertilizados (Fig. 9).

La transferencia de embriones se redliza a las 72 horas después de la
recuperacion (dia 3), con un embrién de 8 — 10 céulas. De acuerdo con el
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Figura 9.- Esquematizacion del proceso de fecundacion de los ovocitos (Extraida del

Atlas de Reproduccion Asistida del Dr. Herrero).

desarrollo de los embriones, se define con el médico el nimero de ellos que se van
atransferir ala mujer. En esta etapa se tienen en cuenta diversos criterios. edad,
causa de la infertilidad, calidad embrionaria, etc. Pero, de manera general, se
recomienda que se transfieran tres embriones disminuyéndose asi € riesgo de
embarazo multiple, sin aterar de manera significativa la probabilidad de

embarazo.

La transferencia es un procedimiento muy sencillo, no requiere que la
paciente sea anestesiada. Se efectlia con un catéter (canula) de 3 milimetros de
didmetro el cua se pasa a través del canal cervical hasta la cavidad endometrial
(sitio donde se implantan los embriones) donde son cuidadosamente depositados
los embriones (Fig. 10).
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Figura 10.- Esquematizacion del proceso de transferencia de embriones (Extraida del

Atlas de Reproduccién Asistidadel Dr. Herrero).

No se ha comprobado la eficacia del tratamiento coadyuvante con
medicamentos administrados en el dia de la transferencia, como inhibidores de la
prostaglandinas, tranquilizantes o antibi6ticos.

Cuando se practica una aspiracion folicular, con mucha frecuencia, la
produccion de progesterona es insuficiente; razon por la cual, es necesario
suministrar progesterona intramuscular, oral 0 vagina después de la aspiracion.
Dicha medicacién se continuar4 de manera variable, segin cada caso, hasta la

octava 0 novena semana de gestacion.
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OBJETIVO:

Determinar si es necesariay cual esladosis éptimade LH para el adecuado

crecimiento y desarrollo folicular en mujeres de 34 — 40 afios.

Objetivos Particulares:

1) Evaluacion del nimero de foliculosigual o0 mayores a 14 mm. de
diametro el diade aplicacion delahCG.

2) Evaluacién del nimero de ovocitos recuperados, en funcion del protocolo
de estimulacion utilizado.

3) Evaluacion delacalidad de los ovocitos recuperados (ovocitos en
vesiculagerminal, intermediosy metafase 11), en funcién del protocolo
de estimulacion utilizado.

4) Evaluacion de la cantidad de embriones, en funcion del protocolo
de estimulacion utilizado.

5) Evaluacion delacalidad de los embriones, en funcion del protocolo

de estimulacion utilizado.
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2.0 Material y M étodos

2. 1 Disefio del estudio:

Se trata de un estudio aleatorizado no estratificado. La aeatorizacion se
realizar4 por ordenador, con una distribucion paralela 1:1. Persona aeno al
estudio confeccionara sobres opacos; el mismo tendra una lista de control y acceso

alainformacién frente a cualquier eventualidad.

Dadas | as caracteristicas del ensayo, unavez abierto el sobre correspondiente
alaaleatorizacion, tanto e médico como la paciente conocerén el grupo asignado.

2.2 Criteriosdeinclusion:

1. Mujeres pendientes de realizacion de FIV, pertenecientes a la
consulta de la Unidad de Reproduccion Asistida del Hospital
Materno — infantil Vall d"Hebron, Barcelona, Espaiia.

2. Mujeresigua o mayores de 34 afios e igual o0 menores de 40 afnos.
3. Mujeres que hayan firmado el consentimiento informado.
4. FSH menor 10 Ul./ml.
5. Indice de masa corporal menor de 30.
2. 3 Criterios de exclusion:

1. Mujeres menores de 34 afios y mayores de 40 afios.

2. Patologia uterina.
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3. Masas anexiales.

4. Quistesfoliculares.

5. Historia previa de endometriosis moderada — severa.
6. FSH mayor 10 Ul./ml.

7. Indice de masa corporal mayor de 30.

8. Anormalidades endocrinas (hiperprolactinemia, hipotiroidismo,
hipertiroidismo, diabetes mellitus, sindrome de ovario poliquistico,
hiperplasia congénita suprarrenal de aparicion tardia 'y sindrome de

cushing).

9. Existacontraindicacion del empleo de gonadotropinas en altas dosis.

2. 4 Criterios de retirada y analisis previsto de la retirada y

abandonos;

Las pacientes podran retirarse del estudio en cualquier momento por
voluntad propia, por aparicion de efectos adversos o por cualquier motivo que €l

meédi co tratante entienda que pueda perjudicar ala paciente.

Cuando no se haya completado los datos pertenecientes a las variables
principales del estudio, no se tomardn en cuenta para € andisis. Los datos
correspondientes a las pacientes perdidas luego de la aeatorizacion se analizaran

en base alaintencion de tratar.
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L as pacientes que cumplan los criterios de seleccion pero que, por cuaquier
motivo, no lleguen a ser incluidas en un grupo de tratamiento previstos, seran
registradas adecuadamente pero seran excluidas del andlisis por intencion de tratar
(casos no evaluables).

2. 5 Descripcion del tratamiento:

Una vez obtenido e consentimiento informado las pacientes seran
aleatorizadas a uno de los tres grupos tratamiento de estudio, quedando

conformado |os siguientes grupos:
2.5.1GrupoA:

Pacientes que recibirdn tratamiento con gonadotropinas recombinantes,
FSH-r apha 300 Ul. (Gonal F® Serono) en forma subcuténea y diaria,
comenzando €l tercer diaddl ciclo, previa ecografiay toma de analitica, valorando
el estradiol y laLH. Al cuarto dia de tratamiento se realizara control ecografico y
medicion del estradiol y LH en sangre, posteriormente el control ecogréfico y la
analitica seran cada 48 — 72 horas. Se gjustara la dosis del farmaco segin proceda.
Para lograr la inhibicion de la hipdfisis se utilizara un antagonistas de GnRH;
acetato de cetrorelix 0,25 mg. (Cetrotide® Serono) diariamente, iniciando al
presentar un nivel de estradiol sérico de 300 pg. o un foliculo igual 0 mayor a

14 mm. de didmetro.

Cuando se observen a menos dos foliculos igual 0 mayores a 18 mm. por
ecografia, se administrard hormona gonadotropina coridnica recombinante
(HCG-r) 250 ng. (Ovitrelle® Serono) en forma subcutdnea en una sola

aplicacion, para desencadenar laovulacion (Fig. 4).
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4° dia tratamiento

Ecografia
E,-LH 48 — 72 hrs.
Ajustar la dosis de FSH-r Administracion de hCG-r
cuando al menos 2
Iniciar Cetrorelix con E, 300 pg. 0 foliculos > 18mm.
foliculo > 14 mm.
l Comenzar el diade la
puncion 3 por diavaginal.
Acetato Cetrorelix 0.25 mg l
hCG-r
— 250 pg.
FSH-r multidosis 300 Ul

1

Dia2 —3ciclo
Ecografia
E,—LH

Figura 4.- Representacion esguematica del grupo A de tratamiento medicado con
FSH-r 300 Ul. a dia.

2.5.2Grupo B:

Pacientes que recibirdn tratamiento con gonadotropinas recombinantes,
FSH-r apha 300 UI. (Gonal F® Serono) y LH-r 150 Ul. (Luveris® Serono) en
forma subcutanea y diaria, comenzando la FSH-r € tercer dia del ciclo, previa
ecografia y toma de analitica valorando el estradiol y la LH. Al cuarto dia de
tratamiento sé realizara control ecogréfico y mediciéon del estradiol y LH en
sangre, posteriormente e control ecogréfico y la analitica serén cada 48 — 72
horas. La LH-r se iniciard al observar foliculos de 10 — 12 mm. de didmetro por
ecografia. Se gjustara la dosis del farmaco segun proceda, manteniendo la
proporcion de FSH / LH de 1 / Y. Para lograr la inhibicion de la hipéfisis se
utilizara un antagonistas de GnRH; acetato de cetrorelix (Cetrotide® Serono)
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diariamente, iniciando con un nivel de estradiol sérico de 300 pg. o un foliculo

igual o mayor a 14 mm. de diametro.

Cuando se observen al menos dos foliculosigual o mayores a 18 mm. por
ecografia, se administrard hormona gonadotropina coridnica recombinante
(HCG-r) 250 pug. (Ovitrelle® Serono) en forma subcutdnea en una sola
aplicacion, para desencadenar la ovulacion (Fig. 5).

4° dia tratamiento
Ecografia
E,—LH 48 — 72 hrs.

Ajustar la dosis de FSH-r
Administracion de hCG-r

Iniciar LH-r con foliculos de 10 mm. cuando al menos 2

Iniciar Cetrorelix con E, 300 pg. o foliculos > 18mm.
foliculo > 14 mm.
1 Comenzar el diade la
puncién 3 por diavaginal.
Acetato Cetrorelix 0.25 mg 1
hCG-r
250 ug.

FSH-r multidosis 300 Ul

1

Dia2-3ciclo
Ecografia
E,—LH

Figura 5.- Esquemadel grupo B de tratamiento medicado con FSH-r 300 Ul. y LH-r
150 UI. al dia.

2.5.3GrupoC:

Pacientes que recibirdn tratamiento con gonadotropinas recombinantes,
FSH-r apha 300 Ul. (Gona F® Serono) y LH-r 75 Ul. (Luveris® Serono) en

forma subcuténeay diaria, comenzando la FSH-r el tercer diadel ciclo, previa
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ecografia y toma de analitica valorando el estradiol y la LH. Al cuarto dia de
tratamiento se realizara control ecogréfico y mediciéon del estradiol y LH en
sangre, posteriormente e control ecogréfico y la analitica serén cada 48 — 72
horas. La LH-r se iniciard al observar foliculos de 10 — 12 mm. de didmetro por
ecografia. Se gjustara la dosis del farmaco segun proceda manteniendo la
proporcion FSH / LH 1/ %. Para lograr la inhibicion de la hipdfisis se utilizara
antagonistas de GnRH; acetato de cetrorelix (Cetrotide® Serono) diariamente,
iniciando con un nivel de estradiol sérico de 300 pg. o un foliculo mayor o igual a

14 mm. de didmetro.

Cuando se observen al menos dos foliculos igual 0 mayores a 18 mm. por
ecografia, se administrara hormona gonadotropina corionica recombinante
(HCG-r) 250 ug. (Ovitrelle® Serono) en forma subcuténea en una sola

aplicacion, para desencadenar laovulacion (Fig. 6).

4° dia tratamiento
Ecografia
E,—LH 48 — 72 hrs.

Ajustar la dosis de FSH-r
Administracion de hCG-r

Iniciar LH-r con foliculos de 10 mm. cuando al menos 2

Iniciar Cetrorelix con E, 300 pg. o foliculos > 18mm.
foliculo > 14 mm.
1 1 Comenzar el diadela
puncién 3 por diavaginal.
Acetato Cetrorelix 0.25 mg 1
hCG-r
250 pag.
FSH-r multidosis 300 Ul

1

Dia2-3ciclo
Ecografia
E,—LH

Figura6.- Esquematizacion del grupo C de tratamiento medicado con FSH-r
300 Ul.y LH-r 75 Ul. a dia
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2. 6 Evaluacion delarespuesta:

2.6. 1 Variable principal de valoracion

1. Evauacion de la calidad de los embriones, en funcion del protocolo

de estimulacion utilizado.
Variables secundarias de valoracion

1. Evauacién del nimero de foliculos igual o mayor a 14 mm. de
diametro el diade aplicacion de lahCG.

2. Evaluacion del nimero de ovocitos recuperados, en funcion del

protocolo de estimulacion utilizado.

3. Evaluacién de lacalidad de los ovocitos recuperados. (ovocitos en
vesicula germinal, intermedios o metafase I1), en funcién del

protocolo de estimulacion utilizado.

4. Evauacion del nimero de embriones, en funcion del protocolo de

estimulacioén utilizado.

2. 7 Numero, tiempo de visitasy pruebas exploratorias:

Primeravisita;

Visita de seleccion de pacientes, criterios de inclusion y exclusion, firma del

consentimiento informado.
Segunda visita:

La paciente acudira el vigésimo primer dia del ciclo previo ala estimulacion

y se prescribirala medicacion.
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Terceravisita:

La paciente acudira el tercer diadel ciclo, para ecografia transvagina y toma

de analitica (estradiol y LH). Asignandose tratamiento segun aleatorizacion.
Visitas posteriores:

La paciente acudird nuevamente al cuarto dia de tratamiento para la
realizacion de ecografia transvaginal donde se evaluara el crecimiento y desarrollo
folicular y espesor de linea endometrial; y para la extraccion de sangre donde se
realizara medicién de estradiol y LH. Posteriormente acudira cada 48 — 72 horas
para misma evaluacion; hasta la deteccion de foliculos maduros e indicacion de

hCG-r parala desencadenacién de la ovulacion.

A las 35 horas de la administracion de hCG-r se redizara la puncion
folicular para la recuperacién de los ovocitos y su procedimiento para la

fertilizacion in vitro.

Se indicara soporte de fase |Utea con progesterona micronizada 200 mg cada

8 horasintravaginal.

2. 8 Laboratorio de Embriologia

2. 8. 1 Recuperacion delos ovocitos:

En nuestro estudio la recuperaciéon de los ovocitos se program6 36 horas
posterior a la aplicacion de la hormona gonadotropina coridnica recombinante
(hCG-r).

La recuperacion de los ovocitos se realizd bajo anestesia general; por via
vaginal, guiada por ecografia. Se coloco una aguja calibre 16 en una guia que se
adhiere a transductor vaginal. Previa asepsia de la vagina se procedio ala
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recuperacion de los ovocitos; puncionando y aspirando sistematicamente todos los

foliculosigua o mayor a 14 milimetros de diametro.

Posterior a la recuperacion de los ovocitos, se clasificaron y fueron
mantenidos en cultivo, en incubadora de CO, a 37 ° centigrados durante dos horas

hasta su inseminacion o microinyeccion.

2. 8. 2 Clasificacion morfoldgica de los ovocitos:

En € presente estudio se empled la clasificacion descrita por Veeck en 1986.

En esta clasificacion se distinguen siete estadios, basados en las

caracteristicas microscopicas de |os ovocitos.

Ovocitos Metafase || maduros. Son los ovocitos con corpusculo polar,
ovoplasma homogéneo y claro, con contorno redondo, camulo filante con células
expandidas, células de la granulosa grandes, abundantes y formando |aminas

|axas.

Ovocitos Metafase |1 post-maduros. Este tipo de ovocito esta compuesto
por un corpusculo polar grande completo o fragmentado, ovoplasma granuloso y

0SCUro, en ocasiones son irregulares y presentan vesicul as citoplasmaticas.

Ovocitos Metafase | maduros. Se caracterizan por presentar ausencia del
corpusculo polar y de la vesicula germinal. Ademas, en estos ovocitos se observa
un contorno redondo, ovoplasma regular, corona ligeramente radiante, cumulo

expandido y células de la granulosa maduras.

Ovocitos Metafase | inmaduros: Estos ovocitos también carecen de
corpusculo polar y de vesicula germinal. A diferencia del ovocito metafase |
maduro, se caracterizan por presentar un contorno redondo, ovoplasma granular,

corona compacta, cimulo denso y células de la granulosa maduras o inmaduras.
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Ovocitos Profase |I: Los ovocitos de este estadio presentan una vesicula
germinal localizada en su zona central, una corona compacta, cUmulo compacto y

células de la granul osa pequefias e inmaduras.

Ovocitos Atrésicos o degenerados. Los ovocitos pueden presentar o carecer
un corpusculo polar o una vesicula germinal. Cuando presentan un corpusculo
polar generalmente es grande y muy fragmentado. Son de contorno irregular, con
ovoplasma oscuro y en ocasiones presentan multiples vesiculas citoplasméticas.
Ademés, pueden carecer de cumulo y las células de la granulosa son oscuras y

compactas.

Ovocitos con la zona fracturada: En este estadio los ovocitos son de
estadio nuclear identificable, la zona pellcida esta fracturada con € ovoplasma

oscuro, € cumulo expandido o ausente y las células de la granulosa maduras.

2. 8. 3 Preparacion del semen:

El mismo dia de la puncién se programa la obtencion del semen por
masturbacion, en el hospital. El cual fue recolectado entre las 8:00 y las 9:30
horas; en un frasco estéril. En los casos en que se utilizé semen de donante, la
muestra fue suministrada por la pareja, la cual la solicité a un banco de semen.

Al recibir lamuestra en el laboratorio se colocan en incubadora de CO, a 37°
centigrados; a observar licuefaccion de la muestras, se procede a su andlisis,
valorando € volumen del eyaculado, la concentracién espermatica por mililitro, €
porcentaje de movilidad y el porcentagje de formas normales. Posteriormente se

realiza la capacitacion espermatica mediante la técnica de gradientes de Percoll.

La técnica de gradientes de Percoll, consiste en la separacion de
espermatozoides moviles en gradientes de distinta densidad en base a su
movilidad progresiva. Los espermatozoides moviles penetran en los gradientes

mas densos cuando son centrifugados.
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Existen variaciones de la técnica, utilizando diversos gradientes, actualmente
en nuestro laboratorio la més utilizada es € Percoll, con tres gradientes de
densidad.

En esta técnica se colocan en un tubo Falcon 0,5 ml. de Percoll a 95 %,
encimal ml. de Percoll al 70 %y encima 1l ml. de Percoll a 47 %. Posteriormente
se afladen 1 ml. de semen, dejandolo resbalar por las paredes del tubo, de forma
gue se vean las tres fracciones separadas; se centrifugan durante 20 minutos a
300 gravedades.

Seretira el sobrenadante cuidadosamente con una pipeta de Pauster: primero
la fraccién de plasma semina y luego € Percoll, cuidando de no deshacer €l
sedimento formado. Después se aflade 3 ml. de medio de cultivo y se centrifuga
durante 5 minutos a la misma velocidad, se retira de nuevo €l sobrenadante y se
anade 3 ml. de medio de cultivo. La muestra se centrifuga durante 5 minutos,

retirar el sobrenadante y se afiade cuidadosamente 0,5 ml. de medio de cultivo.

Posteriormente se transfiere a otro tubo, determinandose € numero y
movilidad de los espermatozoides recuperados. Aunque e porcentgie de
espermatozoides recuperados con esta técnica es similar al del swim — up,
recientemente se ha demostrado que la utilizacion de los gradientes de Percoll

minimiza |os efectos del etéreos que producen los radical es libres de oxigeno.

La muestra de semen de donante se descongela a temperatura ambiente,

realizando € procedimiento de capacitacion espermatica previamente descrito.

2. 8. 4 Inseminacién o microinyeccion:

El tiempo de lainseminacién fue dos horas posterior ala recuperacion de los
ovocitos; la técnica de inseminacién es descrita como técnica en microgota con

una concentraci én espermética de 150.000 a 300.000 espermatozoides.
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La microinyeccion se llevd a cabo segun la técnica habitual, utilizando un

microscopio invertido Nikon con microinyector Narishige.

El diagnostico de fecundacién se realizo por la presencia de dos pronlcleos y
dos cuerpos polares visibles a las 16 horas posteriores a la inseminacién o

microinyeccion.

2. 8. 5 Clasificacion morfoldgica de los embriones:

La catalogacion de los embriones esta basada, principalmente en la descrita
por Veeck en 1986. Asi, la evaluacion de la calidad de los embriones empleada en

el Laboratorio de Embriologia de nuestro hospital fue la siguiente:

Embriones de grado 1. Estos embriones poseen una forma esférica, no
presentan fragmentacion de sus blastémeras. El tamafio de las blastomeras es
similar y la disposicion de las mismas es simétrica. La textura de las blastomeras
deben ser lisay e color claro. Los embriones grado 1 no debe tener blastémeras
multinucleadas. Las blastomeras deben estar expandidas, no degjando demasiado

espacio entre ellasy la zona pellcida. Son embriones de excelente calidad.

Embriones de grado 2: Bésicamente son similares alos embriones grado 1,
pero presentan fragmentacion de sus blastOmeras en hasta un 15 %. Son

embriones de buena calidad

Embriones de grado 3: En este estadio la forma de los embriones es
eliptica, presentan fragmentacién de sus blastomeras entre un 15 % a un 30 %. El
tamafio de las blastdbmeras es asimétrico. La textura de las blastomeras es de

aspecto rugoso. Estos embriones son de mediana calidad.

Embriones de grado 4: Basicamente la forma de estos embriones no es
esférica (eliptica), € grado de fragmentacién de sus blastomeras es entre un 30 %
a un 60 %. La textura de las blastomeras es rugosa y de color oscuro. Son

catal ogados como embriones de mala calidad.
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Embriones de grado 5: Son embriones completamente fragmentados, con
citoplasma oscuro. Estos embriones han sufrido atresia y estan completamente

degenerados. Son embriones de muy mala calidad.

La clasificacion de los embriones se complementé con la valoracion del
numero de las blastomeras en el momento de la transferencia (dia 2 o dia 3); para
los embriones dia dos, las blastomeras esperadas eran 4 y para los embriones dia

tres las blastdbmeras esperadas eran 6 a 8.

Se consideré como embriones de buena calidad, ha aguellos embriones que

presentaron un nimero igual 0 mayor a cuatro blastomeras de grados 1 6 2.

2. 9 Andlisis estadistico:

Se redlizard estadistica descriptiva para las caracteristicas generales. Se
utilizard un analisis de varianza multiple (ANOVA) y un test de comparacion de
medidas para comparar |0s grupos de tratamiento. Se considerara significativa una

p < 0.05. El andlisis principal serealizara con las pacientes evaluables.
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3. 0 Informacion ala paciente:

Para redlizar técnicas de reproduccion asistida, es imprescindible la
utilizacion de medicamentos para lograr una estimulacién ovarica controlada
satisfactoria; como las gonadotropinas menopausicas humanas (hMG) y las

gonadotropinas recombinantes, las cuales son comercializadas en nuestro pais.

L as gonadotropinas recombinantes que existen en la actualidad son hormona
foliculo estimulante (FSH-r), hormona gonadotropina coridnica recombinante

(hCG-r) y recientemente la hormona | utei nizante recombinante (LH-r).

Actuamente se ha observado que la hormona |uteinizante (LH) podriajuegar
un papel importante en el desarrollo folicular; desconociendo la cantidad necesaria
para dicho desarrollo o si es necesaria.

Por lo que le proponemos participar voluntariamente en un estudio para

investigar laeficaciay cantidad necesaria de LH-r para el desarrollo folicular.

Si usted decide participar en este estudio sera asignada a azar a uno de los
tres grupos de tratamiento que se evalUan en este estudio. Recibira tratamiento con
FSH-r ( Gonal F ®), con FSH-r ( Gonal F® ) y LH-r ( Luveris ®) en proporcién
del:% oconFSH-r (Gona F® )y LH-r (Luveris® ) en proporcion de 1 : Ya.

Estos medicamentos se administraran diariamente en forma subcutanea.

Su participacion en este estudio supone la aceptacion de los siguientes

procedimientos:

1.- Recibira @ farmaco asignado diariamente y segun las indicaciones
médicas precisas.

2.- Se presentara para realizacion de los controles periddicos de la consulta
habitual de fertilizacion in vitro, que incluyen ecografias y toma de muestras de

sangre.
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Queremos destacarle que s usted decide no participar en este estudio,
continuara siendo atendida en nuestro Servicio, siempre que lo desee y se le
brindar4 alguno de los mismos tratamientos mencionados, que son los disponibles

para su situacion.

Se le garantiza la total confidencialidad de su participacion en este estudio.
También que sblo tendran acceso a los datos derivados del mismo las personas

autorizadas por el investigador responsable.

De acuerdo con laLey 15/1999 de Proteccién de Datos de Carécter Personal,
los datos personales que se requieren ( edad, estado de salud, etc.) son los
necesarios paralarealizacion del estudio. En ningun informe aparecera su nombre
y su identidad no sera revelada a persona alguna. Cualquier informaciéon de
caracter personal que pueda ser identificable serd conservada y procesada por
medios informéticos en condiciones de seguridad estandar. Los resultados del
estudio podran ser comunicados a la comunidad cientificaatravés de congresosy

publicaciones especializadas.

La participacion en este estudio es voluntaria y usted podra interrumpir la
misma en cualquier momento mediante la notificacion a su médico tratante. Usted
podra continuar recibiendo cualquiera de los recursos disponibles en nuestro

Servicio para su atencion.

No podemos asegurarle que se beneficiarda con su participacion en este
estudio.

Por su participacion en este estudio no recibird ninguna compensacion

econdmica.

En € caso de que usted sufra algiin dafio durante este estudio se le proveera
de cualquier tratamiento necesario. Ha de saber que se ha contratado un seguro de
responsabilidad civil que cubrira las compensaciones necesarias derivadas de

cualquier dafio sucedido araiz de su participacion en el estudio.
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Mediante su participacion en este estudio usted nos ayudara a determinar
cua estrategia de tratamiento es méas eficaz para las mujeres que, como usted,
sufren de esterilidad. Por otra parte, al participar en este estudio usted estara
recibiendo alguno de los tratamientos disponibles para su problema. En caso de
gue se presenten problemas medicos o desee aclarar cualquier duda respecto al

estudio se podra comunicar con:

Desde 8 am. hastalas 15 horas.
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3. 1 Consentimiento I nformado

B 0 TSP UROPR he
leido 0 se me ha leido € texto completo de este documento de consentimiento
informado para participar en €l estudio. Papel de la Hormona Luteinizante en
Pacientes Mayores de 34 afios con Estimulacion Folicular Mdltiple para

Fertilizacion in vitro: Primeros Resultados

[ A= T 1 = T , me ha

expuesto las caracteristicas del estudio y ha respondido a todas mis preguntas.

Se me han comunicado los riesgos, las molestias y posibles beneficios

derivados de mi participacion en el estudio.

He comprendido que no estoy obligada a participar en este estudio y que
puedo interrumpir mi participacion en cualquier momento, sin tener que dar

explicacionesy sin que repercuta en mis derechos de atencion medica.

Asi mismo se me ha garantizado la confidencialidad respecto a mi
participacion en este estudio para cualquiera de los datos que pueda extraerse del

tratamiento llevado a cabo.

He comprendido mis derechos como paciente participante en este estudio de
investigacion y voluntariamente consiento participar en e mismo. He
comprendido los motivos de su realizacion y los procedimientos para llevarlo a
cabo. Asi mismo recibiré una copia de este consentimiento informado con las

correspondientes firmas.

Firmadelapaciente..........ccccoeveverieninnennnnns DN,
Firmadel investigador............ccoceveienenenenne. ]\
Barcelona, ............. de .o, del 200 ....
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3. 2 Cuadernillo de Recogida de Datos 1

Fecha de ingreso a protocolo: [ Grupo:
Iniciales de la paciente: Edad: Numero:
Diagnadstico:

Tiempo de esterilidad: Factor de esterilidad:

Tratamientos previos:

Induccion de ovulacion: ciclos.
1O + Inseminacion: ciclos.
Fertilizacion in vitro: ciclos.

Analitica hormonal basal: / /

FSH: E,: TSH:

LH: Prl:

Seminograma: / /

N: Mot. ++/+++; % Norm.: %

REM:
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3. 3 Cuadernillo de Recogida de Datos 2

Fechadeingreso a protocolo: / / Grupo:
Iniciales de la paciente: Edad: Numero:
FUR: [/ /

1% Control Dia 3° del ciclo

Ey: LH:

Endometrio: mm. Tipo:

Ovario Der. Ovarioizq.

Dia 4° detratamiento

Ey: LH:
Endometrio: mm. Tipo:
Ovario Der. Ovarioizq.

Dia 6° detratamiento

Ey: LH:
Endometrio: mm. Tipo:
Ovario Der. Ovarioizq.

Dia 8° detratamiento

Eo: LH:
Endometrio: mm. Tipo:
Ovario Der. Ovarioizq.

Dia 10° de tratamiento

E: LH:
Endometrio: mm. Tipo:
Ovario Der. Ovarioizq.

Diade aplicacion de hCG-r

E: LH:
Endometrio: mm. Tipo:
Ovario Der. Ovarioizq.

Total dias de estimulacion: Total de FSH-r: Ul. Total deLHr:  Ul.
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Material y M étodos

3. 4 Cuadernillo de Recogida de Datos 3

Fechadeingreso a protocolo: / / Grupo:
Iniciales de la paciente: Edad: Numero:
Dia dela puncién folicular: / /

No. defoliculosigual o mayor a 14 mm. de diametro:

Cantidad de ovocitos recuperados:

Calidad de ovocitos recuperados:

Vesicula Germinal: Inmaduros; Metafase I1:

Observaciones:

Cantidad de embriones:

Calidad de embriones:

Grado I: Grado I1; Grado I11: Grado 1V Grado V:
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Resultados

4. 0 Resultados

Durante € periodo comprendido entre Abril del 2003 a Abril del 2004 se
realizaron 125 ciclos de FIV / ICSl en la Unidad de Reproduccién Asistida del
Hospital Materno - infantil Vall d’ Hebron, Barcelona, Espaia.

En el presente estudio se reclutaron 44 ciclosde FIV — TE / ICSl, realizados
en 40 pargjas; de las cuales se excluyeron 11 ciclos; cuatro por mala aplicacion de
la medicacion, tres por no presentar respuesta a la estimulacion, dos por falta de

recoleccion de datos y dos por voluntad propia de la pareja.

Finalmente la muestra del estudio fue compuesta por 33 ciclosde FIV —TE/
ICSI realizados en 31 mujeres con una media de edad de 36,7 afos + 1,89 afios SD
(rango 34 — 40 afios); la aleatorizacion se realizé por ordenador a uno de los tres

grupos tratamiento, quedando conformados |os siguientes grupos.

Grupo A (FSH-r sola) se incluyeron un total de 11 ciclos de
hiperestimulacion ovéarica controlada, realizados en 11 pargjas con una edad

promedio de 36,6 afos + 2 afios SD (rango 34 — 40 afios).

La duracion de esterilidad en este grupo fue de 3,9 afios con una desviacion
estandar de + 1 afio (rango 2 - 5 afos), de acuerdo a origen de la esterilidad se
observd cuatro casos de origen femenino (36,4 %), cuatro parejas de origen
masculino (36,4 %) y tres de origen multifactorial (27,2 %) (Tabla 3).

La analitica hormona basal (hormona foliculo estimulante, hormona
luteinizante, estradiol, prolactinay hormona estimulante de tiroides) de este grupo

se observaen € tabla 4.
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Resultados

NuUmero de ciclos 11 ciclos
Edad 36,6 + 2 afos
Duracion de esterilidad 3,9 + 1 afios
Factor femenino 4 (36,4 %)
Factor masculino 4 (36,4 %)
Multifactorial 2 (27, 2 %)
Inexplicable 0

Tabla 3.- Caracteristicas generales del grupo FSH-r sola de tratamiento.

Hormona Vaor medio Rango

FSH 7,2 UL/ 5-10 UL/

LH 7,3 UL/ 2,8-14,2 UL /I,
Estradiol 55,1 pg./ml. 20,3 —96 pg./ml.
Prolactina 18,4 Ul /1. 15-20 UL/.
TSH 2 muUl./l. 0,4—-4,6 mUl./I.

Tabla 4.- Vaores medios de las concentraciones hormonales basales del grupo

FSH-r sola.
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Resultados

El grupo B (FSH-r 1 : LH-r ¥2) se incluyeron 10 ciclos de hiperestimulacion
ovarica controlada, realizados en 10 paregjas con una edad promedio de 36,3 afios

+ 1,7 afios SD (rango de 34 — 39 afnos).

La duracion de esterilidad fue de 4,1 afios con una desviacion estandar de +
0,8 afo (rango 3 - 5 afos), de acuerdo a origen de la esterilidad se observé dos
casos de origen femenino (20 %), un 50 % de pargjas con origen masculino (5 de
10 pargjas) uno de origen multifactorial (10 %) y 2 de 10 paregjas de origen
inexplicable (20 %) (Tablab).

L os resultados basales de la hormona folicul o estimulante (FSH), la hormona
luteinizante (LH), del estradiol (E), la prolactina (Prl) y la hormona estimulante
del tiroides (TSH) se observan en el tabla 6.

NUmero de ciclos 10 ciclos

Edad 36,6 + 1, 7 afios
Duracion de esterilidad 4,1 + 0,8 afos
Factor femenino 2 (20 %)

Factor masculino 5 (50 %)
Multifactorial 1 (10 %)
Inexplicable 2 (20 %)

Tabla 5.- Caracteristicas generales del grupo FSH-r 1 : LH-r %2 de tratamiento.
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Resultados

Hormona Vaor medio Rango

FSH 6,2 UL/l 2—-9 UL/

LH 55 UL/ 2,5-11 UL/
Estradiol 31,5 pg./ml. 20 — 65 pg./ml.
Prolactina 12,9 UL/I. 5-18 Ul./I.
TSH 1,8 MUIL/IL. 0,8-5muUl./l.

Tabla 6.- Vaores medios de los niveles hormonaes basales del grupo FSH-r 1 :

LH-r ¥ de tratamiento.

El grupo C (FSH-r 1 : LH-r %) se incluyé un total de 12 ciclos de
hiperestimulacion ovéarica controlada realizados en 10 pargjas, con una edad

promedio de 37,1 aflos + 1,9 afios SD (rango 34 — 40 afios).

Presentando una media de duracion de infertilidad de 3,9 afios + 0,9 afio SD
(rango 3 — 5 afos); de acuerdo a origen de la esterilidad se observé un caso de
origen femenino (8,3 %), siete pargjas de origen masculino (58,3 %), tres de
origen multifactorial (25 %) y uno de origen inexplicable (8,3 %) (Tabla 7).

Los niveles hormonales basales (FSH, LH, E,, Prl, TSH) de las pacientes de

este grupo de tratamiento se observan en el tabla 8.
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Resultados

Numero de ciclos 12 ciclos

Edad 37,1+ 1,9 afos
Duracion de esterilidad 3,9 + 0,9 afos
Factor femenino 1 (8,3 %)

Factor masculino 7 (58,3 %)
Multifactorial 3 (25 %)
Inexplicable 1 (8,3 %)

Tabla 7.- Caracteristicas generales del grupo FSH-r 1 : LH-r ¥ de tratamiento.

Hormona Vaor medio Rango

FSH 7,7UL/. 52-9,7UL/.
LH 4,4 UL/, 3-7ULI.
Estradiol 34,5 pg./ml. 20 —59 pg./ml.
Prolactina 15,1 UL/. 7—20Ul/.
TSH 2,3muUl./l. 1,1-3,9mUl./l.

Tabla 8.- Se muestran |los valores medios de |as concentraciones hormonal es basa es
del grupo FSH-r 1 : LH-r %a.
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Resultados

En nuestro estudio no se presento diferencia estadisticamente significativa al
comparar la edad, la duracion de la esterilidad, FIV previos (Tabla 9) y la
hormona foliculo estimulante, luteinizante, estradiol, hormona estimulante de
tiroides basal de cada grupo de tratamiento. Se observé una diferencia
estadisticamente significativa en la prolactina basal; no siendo clinicamente

relevante porgue los valores fueron menor a 20 Ul /I. (Tabla 10).

EDAD PROMEDIO

GRUPO N MEDIA |DESVIACION | MINI | MAXI P

MO MO

FSH-r sola 11 36,6 2,0 34 40

FSH-r (1) + 10 36,3 1,7 34 39

LH-r (1/2) 0,568

FSH-r (1) + 12 37,1 1,9 34 40

LH-r (1/4)

TOTAL 33 36,7 18 34 40

DURACION DE LA ESTERILIDAD

GRUPO N | MEDIA |DESVIACION]| MINI | MAXI | P
MO | MO
FSH-r sola 11 3,9 1,0 2 5
FSH-r (1) + 10 41 08 3 5
LH-r (1/2) 0,873
FSH-r (1) + 12 3,9 0,9 3 5
LH-r (1/4)
TOTAL 33 3,9 0,9 2 5

CICLOSPREVIOSDE FIV

GRUPO N MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI P
MO MO

FSH-r sola 11 0,7 1,0 0 3

FSH-r (1) + 10 0,8 1,1 0 3

LH-r (1/2) 0,982
FSH-r (1) + 12 0,6 0,9 0 3

LH-r (14)

TOTAL 33 0,7 1,0 0 3

Tabla 9.- Descripcion de la edad, duracion de esterilidad y ciclos previos de FIE - TE

por grupos de tratamiento.
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Resultados

FSH BASAL

GRUPO N MEDIA DESVIACION | MINIMO | MAXIMO P
FSH-r sola 11 7,2 1,8 5 10
FSH-r (1) + LH-r 10 6,2 2.4 2 9
(12 0,317
FSH-r (1) + LH-r 12 7,7 14 52 9,7
()
TOTAL 33 7.1 19 2 10

LH BASAL

GRUPO N MEDIA DESVIACION | MINIMO | MAXIMO P
FSH-r sola 1 7.3 41 2.8 14,2
FSH-r (1) + LH-r 10 55 2.4 2,5 11
12) 0,259
FSH-r (1) + LH-r 12 44 1,0 3 7
()
TOTAL 33 57 30 25 14,2

ESTRADIOL BASAL

GRUPO N MEDIA DESVIACION | MINIMO | MAXIMO P
FSH-r sola 1 55,1 28,2 20,3 9
FSH-r (1) + LH-r 10 315 14,6 20 65
12) 0,067
FSH-r (1) + LH-r 12 345 14,6 20 59
)
TOTAL 33 40,5 22,2 20 9

PROLACTINA BASAL

GRUPO N MEDIA DESVIACION | MINIMO | MAXIMO P
FSH-r sola 11 18,4 18 15 20
FSH-r (1) + LH-r 10 12,9 44 5 18
(1/2) 0,013
FSH-r (1) + LH-r 12 15,1 4,9 7 20
()
TOTAL 33 15,5 4.4 5 20

TSH BASAL

GRUPO N MEDIA DESVIACION | MINIMO | MAXIMO P
FSH-r sola 1 2,0 1.2 0,4 4,6
FSH-r (1) + LH-r 10 18 1.2 0,8 5
(12 0,275
FSH-r (1) + LH-r 12 23 0,9 11 3,9
(14
TOTAL 33 2,1 11 0,4 5

Tabla 10.- Esgquematizacion descriptiva de la analitica hormona basal por grupos de

tratamiento
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Resultados

Se redlizd un andlisis de varianza para la edad, tiempo de esterilidad,

diagnodstico y ciclos previos de FIV — TE con ANOVA no encontrandose

diferencia estadisticamente significativa entre los tres grupos de estudio

(Tabla11).
ANOVA
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
EDAD Between Groups 4,233 2 2,117 576 ,568
Within Groups 110,312 30 3,677
Total 114,545 32
TDESTERI Between Groups 244 2 ,122 ,137 ,873
Within Groups 26,726 30 ,891
Total 26,970 32
DIAGNOST Between Groups 1,233 2 ,617 ,781 467
Within Groups 23,676 30 ,789
Total 24,909 32
FIVPREVI Between Groups| 9,697E-02 2 | 4,848E-02 ,045 ,956
Within Groups 32,448 30 1,082
Total 32,545 32

Tabla 11.- Andlisis de varianza para la edad, duracién de la esterilidad, diagnéstico y ciclos
previosde FIV — TE.

Estimulacion Ovarica

Para la evaluacion de la estimulacion ovarica controlada en este estudio se

valoro la duracidon de la estimulacion ovarica, dosis total de gonadotropinas

(FSH —ry LH —r), ademas se realizd una analitica hormonal (estradiol y hormona

luteinizante) al tercero, sexto y octavo; también se determind el estradiol del dia

delahGC.
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Resultados

En el grupo A el promedio de dias de estimulacion ovarica fue de 11 dias +
2,7 dias SD (rango 7 — 17 dias), la media de la dosis total de FSH — r (hormona
foliculo estimulante recombinante) fue de 3.647,7 Ul. + 1.529,9 Ul. SD (rango de
1.075-6.600 ULl.).

En este grupo se documento al tercer dia del ciclo una media de estradiol
(E2) de 33,8 pg./ml. + 12,1 pg./ml. SD con un minimo de 20 pg./ml. y un maximo
de 49 pg./ml., una media de hormona luteinizante (LH) en 4,4 Ul. + 1,9 Ul. SD
(rango 2,4 — 8,7 Ul.). Lamediade estradiol del sexto diaciclo fue de 263,5 pg./ml.
+ 176,1 pg./ml. SD (rango 74 — 565 pg./ml.) y la media de LH fue de 3 Ul. +

0,8 Ul. SD con un minimo de 2 Ul. y un méximo de 4,5 Ul.

Al octavo dia ciclo se observd una media de E, de 682,8 pg./ml. +
377,1 pg./ml. SD (rango 228 — 1.380 pg./ml.) y una media de LH de 1,1 UI. con
unadesviacion esténdar + 0,5 UI. (rango 0,2 —1,9 UlL.).

El promedio de estradiol y de la hormona luteinizante el dia de la aplicacion
de hGC fue para el E, de 2.035,6 pg./ml. + 1.297,2 pg./ml. SD (rango 605 —
4.567 pg./ml.) y paralaLH de 0,4 Ul. £ 0,2 Ul. SD con un minimo de 0,1 Ul. y un
maximo de 1 Ul. (Tabla 12).

La media de foliculos igual o mayor a 14 mm. de didmetro el diade lahGC

fue de 10,6 foliculos= 4 foliculos SD (rango 5 — 16 folicul0s).

Valorando el nivel de estradiol sérico por foliculo igual o mayor a 14 mm. de
diametro el dia de la hGC se observo una media de 194,7 pg./ml. + 88,1 pg./ml.
SD (rango 37,8 — 343,6 pg./ml.).

Ademés se documentd la media de foliculos menores de 14 mm. de diametro
el dia de la aplicacion de la hormona gonadotropina coridnica (hGC),

observéandose 3,2 foliculos + 2,6 foliculos SD (rango O- 7 foliculos) (Tabla 13).
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Resultados

MEDIA | DESVIACION MINIMO MAXIMO
Duraciéon de la 11 2,7 7 17
estimulacion
Dosistotal de FSH —r | 3647,7 1529,9 1075 6600
Estradiol del 3 °dia 33,8 12,1 20 49
ciclo
LH del 3°diaciclo 4.4 1,9 24 8,7
Estradiol del 6 ° dia 263,5 176,1 74 565
ciclo
LH del 6°diaciclo 3 0,8 2 45
Estradiol del 8 ° dia 682,8 377,1 228 1380
cilco
LH del 8 °diaciclo 1,1 0,5 0,2 1,9
Estradiol el diadela 2035,6 1297,2 605 4567
hGC
LH del hGC diaciclo 0,4 0,2 0,1 1

Tabla 12.- Duracion de la estimulacion ovérica, dosis total de FSH —r y niveles

hormonal es medios del grupo FSH-r Sola.

MEDIA

DESVIACION

MINIMO

MAXIMO

Foliculos> 14 mm.
dediametro € diade
lahGC

10,6

4

5

16

Foliculos < 14 mm.
de didmetro € diade
lahGC

3,2

2,6

Estradiol por foliculo
> 14 mm. de didmetro
d diadelahGC

194,7

37,8

343,6

Tabla 13.- Descripcion de la media de foliculos < 'y > 14 mm. de didmetro del dia

de aplicacion de lahGC y media de estradiol por foliculo > 14 mm. de didmetro del

grupo FSH-r Sola.
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Resultados

En € grupo B la media de dias de estimulacion ovérica fue de 8,8 dias +
0,7 dia SD (rango 8 — 10 dias), la media de la dosis total de FSH — r fue de
2.630 UI. + 900,6 Ul. SD (rango de 1.650 — 4.150 Ul.), €l promedio de LH —r
empleado fue de 1.311,5 UI. +4.50,6 Ul. SD (rango 825 —2.075 UL.).

También se evalud € estradiol y la hormona |uteinizante documenténdose al
tercer dia ciclo una media de E; de 355 pg/ml. + 9,2 pg./ml. SD (20 —
50 pg./ml.), y un valor medio de LH de 2,7 Ul. con una desviacion estandar +
1,4 Ul. (rango 0,9—-6,2 Ul.).

La analitica del sexto dia ciclo documenté una media de E; 285,2 pg./ml. +
138,6 pg./ml. (rango 111 — 446 pg./ml.) y una media de LH de 2,4 Ul. con una
desviacion estandar + 0,8 UI. (rango 1,3 —4,2 Ul.).

Al octavo dia ciclo se observé una media estradiol de 823,8 pg./ml. +
708,7 pg./ml. SD (rango 226 — 2.642 pg./ml.) y una media de LH de 0,9 UI.
+ 0,2 Ul. (rango 0,5—-1,3 Ul.).

En este grupo el promedio de estradiol el dia de la aplicacion de hGC fue de
1.622,1 pg./ml. + 620,7 pg./ml. SD (rango 970 — 3.227 pg./ml.) y lamedia de LH
fue de 0,5 Ul. + 0,4 Ul. SD con un minimo de 0,2 Ul. y un maximo de 1,8 UI.
(Tabla 14).

El promedio de foliculos igual o0 mayor a 14 mm. de didametro €l dia de la

hGC fue de 11,6 foliculos+ 4 foliculos SD (rango 7 — 19 folicul 0s).

Valorando €l nivel de estradiol sérico por foliculo igual o mayor a 14 mm. de
diametro el dia de la hGC se observo una media de 150,3 pg./ml. + 69,1 pg./ml.
SD (rango 89,4 —322,7 pg./ml.).



Resultados

MEDIA | DESVIACION MINIMO MAXIMO
Duracién dela 8,8 0,7 8 10
estimulacion
Dosistotal de FSH —r 2630 900,6 1650 4150
Dosistotal deLH -r 13115 450,6 825 2075
Estradiol del 3°dia 355 9,2 20 50
ciclo
LH del 3°diaciclo 2,7 14 0,9 6,2
Estradiol del 6 ° dia 285,2 138,6 111 446
ciclo
LH del 6°diaciclo 24 0,8 1,3 4.2
Estradiol del 8 °dia 823,8 708,7 226 2642
cilco
LH del 8°diaciclo 0,9 0,2 0,5 1,3
Estradiol €l diadela 1622,1 620,7 970 3227
hGC
LH del hGC diaciclo 0,5 0,4 0,2 1,8

Tabla 14.- Duracién de la estimulaciéon ovérica, dosis total de FSH — r y niveles

hormonales medios del grupo FSH-r 1 : LH-r %%,

Ademéas se document6 la media de foliculos menores de 14 mm. de didmetro

el dia de la hGC, observandose 2,6 foliculos + 2,2 foliculos SD (rango O — 6

foliculos) (Tabla 15).

MEDIA

DESVIACION

MINIMO

MAXIMO

Foliculos> 14 mm.
de didmetro € diade
lahGC

11,6

4

7

19

Foliculos < 14 mm.
dediametro € diade
lahGC

2,6

2,2

Estradiol por foliculo
> 14 mm. de didmetro
d diadelahGC

150,3

69,1

89,4

322,7

Tabla 15.- Descripcion de la media de foliculos < y > 14 mm. de didmetro del dia de
aplicacion de la hGC y media de estradiol por foliculo > 14 mm. de diametro del

grupo FSH-r 1 : LH-r %
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Resultados

En el grupo C el promedio de dias de estimulacién ovarica fue de 9,4 dias +
1 dia SD (rango 8 — 12 dias), la media de la dosis total de FSH —r fue de 3.012,5
Ul. + 1.024,2 Ul. SD (rango de 1.800 — 4.800 Ul.), e promedio de LH —r
empleadafue de 753 Ul. £ 256 Ul. SD (rango 450 — 1.200 Ul.).

El valor medio de estradiol y de hormona luteinizante del tercer dia ciclo se
document6 en; E; 29,6 pg./ml. £ 10,6 pg./ml. SD con un minimo de 20 pg./ml. y
un méximo de 48 pg./ml.y en LH de 2,7 Ul. £ 1,4 Ul. SD (rango 0,9 - 6,2 Ul.).

La media de E;, del sexto dia ciclo fue de 452,3 pg./ml. con una desviacion
esténdar + 427,8 pg./ml. SD (rango 62 — 1.514 pg./ml.) y lamediade LH fue 2,3
Ul. + 0,8 UIl. SD (rango 1,6 — 4,6 Ul.). Al octavo dia ciclo se document6é una
media de estradiol 777 pg./ml. + 497,6 pg./ml. SD (rango 241 — 1.763 pg./ml.) y
la media de LH se observo en 1,1 Ul. con una desviacion estandar + 0,6 Ul.
(rango 0,4 — 2,4).

En este grupo el promedio de estradiol el dia de la aplicacion de hGC fue de
1.778,8 pg./ml. £ 998,7 pg./ml. SD (rango 559 — 3.899 pg./ml.) y lamediade LH
fue de 0,4 Ul. £ 0,2 con un minomo de 0,1 Ul. y un méximo de 0,8 Ul. (Tabla 16).

El valor medio de foliculos igual o mayor a 14 mm. de didmetro el diade la
hGC fue de 9,4 foliculos+ 3,6 foliculos SD (rango 5 — 19 folicul 0s).

Valorando el nivel de estradiol sérico por foliculo igual o mayor a 14 mm. de
diametro el dia de lahGC se observo una media de 182,9 pg./ml. + 72 pg./ml. SD
(rango 79,8 — 354,4 pg./ml.).

Ademas se documentd la media de foliculos menores de 14 mm. de diametro
el diadelahGC, observandose 3 foliculos + 2,6 foliculos SD con un minimo de O

y un maximo de 8 foliculos (Tabla 17).

86



Resultados

MEDIA |DESVIACION MINIMO MAXIMO
Duracion de la 94 1 8 12
estimulacion
Dosistotal de FSH -r | 3012,5 1024,2 1800 4800
Dosistotal deLH -r 753 256 450 1200
Estradiol del 3°dia 29,6 10,6 20 48
ciclo
LH del 3°diaciclo 3,2 15 1,8 6,8
Estradiol del 6 ° dia 4523 4278 62 1514
ciclo
LH del 6 °diaciclo 2,3 0,8 1,6 4.6
Estradiol del 8 °dia 777 497.6 241 1763
cilco
LH del 8°diaciclo 11 0,6 04 2,4
Estradiol €l diadela 1778,8 998,7 559 3899
hGC
LH del hGC diaciclo 0,4 0,2 0,1 0,8

Tabla 16.- Duracion de la estimulacion ovérica, dosistotal de FSH —r y niveles
hormonales medios del grupo FSH-r 1: LH-r ¥4

MEDIA | DESVIACION MINIMO MAXIMO
Foliculos> 14 mm. 94 3,6 5 19
dedidnetro d diade
lahGC
Foliculos< 14 mm. 3 2,6 0 8
dediametro € diade
lahGC
Egtradiol por foliculo | 1829 72 79,8 34,4

> 14 mm. de didmetro

d diadelahGC

Tabla 17.- Descripcion de la media de foliculos < 'y > 14 mm. de didmetro del dia de

aplicacion de lahGC y media de estradiol por foliculo > 14 mm. de didmetro del grupo

FSH-r 1: LH-r Ya,
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Resultados

En e presente estudio a realizar una comparacion entre los grupos de
tratamiento, en la duracion de la estimul acién ovérica se documento una diferencia
estadisticamente significativa (P = 0,027) de los dias de estimulacion en los
grupos medicados con LH —r.En las siguientes variables: ladosis total de FSH —r,
el nimero de foliculosigual 0 mayores a 14 mm. de diametro €l diadelahGCy €l
numero de foliculos menores a 14 mm. de diametro €l dia de aplicacién de lahGC

no se observo diferencia estadisticamente significativa (Tabla 18).

En el tabla 19 se documenta los valores de estradiol sérico al tercer, octavo
diay dia de aplicacion de la hGC; ademas del estradiol sérico por foliculo igual o
mayor a 14 mm. de didmetro € dia de aplicacion de la hGC; no observando

diferencia estadisticamente significativa.
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Resultados

DURACION DE
LA ESTIMULACION

GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI | P
MO | MO
FSH-r sola 11| 11 2.7 7 17
FSH-r (1) + 10| 88 0,7 8 10
LH-r (1/2) 0,027
FSH-r (1) + 12| 94 1,0 8 12
LH-r (1/4)
TOTAL 33| 97 19 7 17

DOSISDE FSH TOTAL

GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI | P
MO | MO
FSH-r sola 11 | 3.647,7 1.529,9 1.075 | 6.600
FSH-r (1) + 10 | 2.630,0 900,6 1650 | 4.150
LH-r (1/2) 0,146
FSH-r (1) + 12 | 3.012,5 1.024,2 1.800 | 4.800
LH-r (1/4)
TOTAL 33 | 31083 122238 1.075 | 6.600

NUMERO DE FOLICULOSMAYOR DE 14 MM EL DIA DE LA HCG

GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI | P
MO MO
FSH-r sola 11| 106 4,0 5 16
FSH-r (1) + 10 | 11,6 4,0 7 19
LH-r (1/2) 0,364
FSH-r (1) + 12| 94 3,6 5 19
LH-r (U/4)
TOTAL 33| 104 38 5 19

NUMERO DE FOLICULOSMENOR DE 14 MM EL DIA DELA HCG

GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI | P
MO | MO
FSH-r sola 11| 32 26 0 7
FSH-r (1) + 10| 26 2.2 0 6
LH-r (1/2) 0,800
FSH-r (1) + 12 30 2,6 0 8
LH-r (1/4)
TOTAL 33| 30 2.4 0 8

Tabla 18.- Descripcién de la duracion de la estimulacion, dosis total de FSH-r, foliculos

> 14 mm. de didmetro € dia de aplicacion de lahGC y foliculos < 14 mm. el diade lahGC.
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ESTRADIOL DEL TERCER DIA

GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI | P
MO | MO
FSH-rsola | 11 | 338 121 20 49
FSHr ()+ | 10 | 355 9,2 20 50 0,393
LH-r (1/2)
FSHr () + | 12 | 296 10,6 20 48
LH-r (1/4)
TOTAL 33 | 328 10,7 20 50
ESTRADIOL DEL 8DIA
GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI | P
MO | MO
FSHrsola | 11 | 6828 377,1 228 | 1.380
FSHr () + | 10 | 8238 708,7 226 | 2.642
LH-r (12) 0,831
FSHr () + | 12 | 7770 497,6 241 | 1.763
LH-r (14)
TOTAL 33 | 757,2 517,1 226 | 2.642
ESTRADIOL DEL DIA HCG
GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI | P
MO | MO
FSH-rsola | 11 | 2.0356 1.297,2 605 | 4.567
FSHr (1) + | 10 | 1.6221 620,7 970 | 3.227
LH-r (1/2) 0,933
FSHr () + | 12 | 1.7788 998,7 559 | 3.899
LH-r (1/4)
TOTAL 33 | 1.8169 1.003,0 559 | 4.567
ESTRADIOL POR FOLICULO MAYOR DE 14MM EL DIA DE LA HCG
GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI | P
MO | MO
FSH-rsola | 11 | 1947 88,1 37,81 | 34367
FSHr () + | 10 | 1503 69,1 89,42 | 322,70
LH-r (1/2) 0,254
FSHr () + | 12 | 1829 72,0 79,86 | 354,45
LH-r (14)
TOTAL 33 | 1770 76,8 37,81 | 354,45

Tabla 19.- Comparacion de los niveles séricos de estradiol.
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Serediz6 un andlisis de ladosis total de LH —r observandose la distribucion
en |os dos grupos medicados (Tabla 20).

LH TOTAL
GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI | P
MO | MO
FSHr () + | 10 | 1.3115 450,6 825 | 2.075
LH-r (1/2) 0,004
FSHr (1) + | 12 | 7530 256,0 450 | 1.200
LH-r (1/4)
TOTAL 33 | 6712 604,2 450 | 2.075

Tabla 20.- Dosistotal de LH-r para |os grupos tratamiento.

Recuperacion de ovocitos

En & presente estudio la recuperacion de ovocitos se programd 36 hrs.

posterior alaaplicacion delahGC —r.

En el grupo A de tratamiento se programaron 11 ciclos de recuperacion de

ovocitos (100 %), documentandose un 90,9 % de éxito (10 de 11 ciclos).

La media de ovocitos recuperados fue de 8,5 ovocitos con una desviacion
estandar de + 4 ovocitos (rango 2 — 16 ovocitos). De acuerdo a su grado de
maduraciéon se clasificaron en ovocitos metafase Il maduros, observandose en
90,9 % de los ciclos (10 de 11 ciclos), una media 6 ovocitos + 2,3 ovocitos SD
(rango 2 — 9 ovocitos); en 8 de 10 ciclos (80 %) se obtuvieron ovocitos metafase |
inmaduros con unamediade 2,1 ovocitos + 0,8 ovocito SD (rango 1 — 3 ovocitos)

y solo en e 30 % de los ciclos (3 de 10 ciclos) se obtuvieron ovocitos profase|.
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Las demas variables a analizar (ovocitos metafase |1 post-maduros, ovocitos
metafase | maduros, ovocitos atrésicos o degenerados y ovocitos con la zona
fracturada) no se observaron (Tabla 21).

Recuperaciones 11 ciclos
programadas

Porcentaje de ovocitos 90,9 %
Recuperados

M edia de ovocitos 8,5
recuperados

M edia de ovocitos maduros 6
(M 1)

M edia de ovocitos 2,1
inmaduros(M 1)

Porcentaje de ciclos con 30%
ovocitos profase |

Tabla 21.- Descripcion del niUmero de recuperaciones programadas, porcentaje de
recuperacion de ovocitos y clasificacion de los ovocitos recuperados del  grupo
FSH-r Sola de tratamiento.

En e grupo B de tratamiento se programaron 10 ciclos de recuperacion de

ovocitos (100 %), documentandose un 100 % de éxito (10 de 10 ciclos).

La media de ovocitos recuperados fue de 9 ovocitos con una desviacion
estdndar de + 2,9 ovocitos (rango 4 — 12 ovocitos). Se observaron en los 10 ciclos
(100 %) ovocitos metafase || maduros, con una media de 7,5 ovocitos + 2,5

ovocitos SD (rango 3 — 11 ovocitos); en 70 % delos ciclos (7 de 10 ciclos) se
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obtuvieron ovocitos metafase | inmaduros con una media de 2,1 ovocitos +
0,9 ovocito SD (rango 1 — 3 ovocitos) y en este grupo tratamiento no se
observaron ovocitos en profase I, ovocitos metafase Il post-maduros, ovocitos
metafase | maduros, ovocitos atrésicos o degenerados y ovocitos con la zona
fracturada (Tabla 22).

Recuperaciones 10 ciclos
programadas
Porcentaje de recuperacion 100 %

de ovocitos

M edia de ovocitos 9
recuperados

M edia de ovocitos maduros 7,5
(M 11)

M edia de ovocitos 2,1

inmaduros(M 1|)

Tabla 22.- Descripcién del nimero de recuperaciones programadas, porcentaje de
recuperacion de ovocitos y clasificacion de los ovocitos recuperados del grupo
FSH-r 1: LH-r % de tratamiento.

En e grupo C de tratamiento se programaron 12 ciclos de recuperacion de

ovocitos (100 %), documentandose un 100 % de éxito (12 de 12 ciclos).

La media de ovocitos recuperados fue de 7,5 ovocitos con una desviacién de
+ 3,8 ovocitos (rango 2 — 16 ovocitos). De acuerdo a su grado de maduracion se
clasificaron en ovocitos metafase || maduros, observandose en el 100 % de los

casos (12 de 12 ciclos) unamedia 6,4 ovocitos + 3,3 ovocitos SD (rango 2 — 14
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ovocitos); en 10 de 12 ciclos (83 %) se obtuvieron ovocitos metafase | inmaduros,
con una media de 1,4 ovocitos + 0,5 ovocito SD (rango 1 — 2 ovocitos) y en
ningun ciclo se observaron ovocitos en profase |, ovocitos metafase Il post-
maduros, ovocitos metafase | maduros, ovocitos atrésicos o degenerados y

ovocitos con la zonafracturada (Tabla 23).

Recuperaciones 12 ciclos
programadas

Porcentaje de recuperacion 100 %
de ovocitos

M edia de ovocitos 7,5
recuperados

M edia de ovocitos maduros 6,4
(M 11)

M edia de ovocitos 1,4
iInmaduros(M 1I)

Cuadro 23.- Descripcion del nimero de recuperaciones programadas, porcentaje de
recuperacion de ovocitos y clasificacion de los ovocitos recuperados del grupo
FSH-r 1: LH-r % de tratamiento.

Se redizO6 un andisis comparativo no demostrando diferencia

estadisticamente significativa en las siguientes variables. media de ovocitos
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recuperados, media de ovocitos metafase Il recuperados y media de ovocitos
metafase | recuperados (Tabla 24).

OVOCITOSRECUPERADOS
GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI P
MO MO
FSH-r sola 10 8,5 4,0 2 16
FSH-r (1) + 10 9,0 2,9 4 12
LH-r (1/2) 0,505
FSH-r (1) + 12 75 3,8 2 16
LH-r (1/4)
TOTAL 32 8,2 35 2 16
OVOCITOSMETAFASE Il RECUPERADOS
GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI P
MO MO
FSH-r sola 10 6 2,3 2 9
FSH-r (1) + 10 7,5 25 3 11
LH-r (1/2) 0,338
FSH-r (1) + 12 6,4 3,3 2 14
LH-r (1/4)
TOTAL 32 6,6 2,8 2 14
OVOCITOSMETAFASE | RECUPERADOS
GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI P
MO MO
FSH-r sola 8 2,1 0,8 1 3
FSH-r (1) + 7 2,1 0,9 1 3
LH-r (1/2) 0,091
FSH-r (1) + 10 1,4 0,5 1 2
LH-r (1/4)
TOTAL 25 1,8 0,8 1 3

Tabla 24.- Comparacion de la media de ovocitos recuperados y la clasificacion de los

0VOCitos por grupo.
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Clasificacion morfoldgica de embriones

La catalogacion de los embriones esté basada, principalmente en la descrita
por Veeck en 1986.

En e grupo A se redizaron 11 ciclos de estimulacion ovérica,
documentandose un 81,8 % de ciclos con embriones (9 de 11 ciclos), un
porcentgje de fertilizacion del 48,2 %.

Se observo una media de la cantidad de embriones de 4,1 embriones + 2,4
embriones SD (rango 0 — 9 embriones); de acuerdo a su clasificacion morfol 6gica
en 7 de 9 ciclos (77,7 %) se documenté una media de embriones grado | de 1,8
embriones + 0,6 embridon SD (rango 1 — 3 embriones), en un 66,6 % de los ciclos
(6 de 9 ciclos) se obtuvieron una media de embriones grado 11 de 3,3 embriones +
1,5 embriones SD (rango 2 — 6 embriones) y en 4 de 9 ciclos (44,4 %) una media
de embriones grado 111 de 2 embriones + 2 embriones SD (rango 1 — 5 embriones).

En este grupo no se obtuvo embrionesde grado IV y V (Tabla 25).

Porcentaje de ciclo con 81,8 %
embriones (%)

Porcentaje de fertilizacién 48.2 %
(%)

NUimero de embriones 4.1
(media)

NUimero de embriones 1,8

grado | (media)

NUimero de embriones 3,3
grado Il (media)

NUimero de embriones 2
grado Il (media)

Tabla 25.- Descripcién de los embriones del grupo FSH-r Sola.
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En el grupo B de tratamiento se realizaron 10 ciclos de estimulacion ovarica
controlada observandose un 100 % de ciclos con embriones (10 de 10 ciclos),

ademés se documento un porcentaje de fertilizacion del 61,1 %.

También se demostré en el 100 % de los ciclos (10 de 10 ciclos) una media
de la cantidad de embriones de 5,5 embriones + 2,9 embriones SD (rango de 2 —
13 embriones), en el 80 % de los ciclos (8 de 10 ciclos) una media de embriones
grado | de 3,5 embriones + 0,7 embrion SD (rango de 3 — 5 embriones), en 10 de
10 ciclos (100 %) una media de embriones grado Il de 2,7 embriones +
1,9 embriones SD (rango de 1 — 8 embriones) y en este grupo tratamiento no se

observaron embriones grado 11, IV ni grado V (Tabla 26).

Porcentaje de ciclo con 100 %
embriones (%)

Porcentaje de fertilizacion 61,1 %
(%)

NUmero de embriones 55
(media)

NUmero de embriones 3,5
grado | (media)

NuUmero de embriones 2,7
grado |1 (media)

Tabla 26.- Descripcion de embriones de grupo FSH-r 1 : LH-r %2 de tratamiento.
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En e grupo C se redizaron 12 ciclos de estimulacion ovarica,
documentandose un 100 % de ciclos con embriones (12 de 12 ciclos), un

porcentgje de fertilizacion del 66,6 %.

Se observé una media de la cantidad de embriones de 5 embriones +
3,1 embriones SD (rango 1 — 12 embriones); de acuerdo a su clasificacion
morfoldgica en 10 de 12 ciclos (83,3 %) se documentd una media de embriones
grado | de 3,7 embriones + 2 embriones SD (rango 1 — 8 embriones), en un 66,6 %
delosciclos (8 de 12 ciclos) se obtuvieron una media de embriones grado |1 de 2,3
embriones + 1,3 embriones SD (rango 1 — 4 embriones) y en 3 de 12 ciclos (25 %)
una media de embriones grado |11 de 1,3 embriones + 0,5 embrién SD (rango 1 —

2 embriones). En este grupo no se obtuvo embrionesde grado IV y V (Tabla 27).

Porcentaje de ciclo con 100 %
embriones (%)

Porcentaje de fertilizacion 66,6 %
(%)

NuUmero de embriones 5
(media)

NuUmero de embriones 3,7

grado | (media)

NuUmero de embriones 2,3
grado Il (media)

NUmero de embriones 1,3
grado Il (media)

Tabla 27.- Descripcion de embriones de grupo FSH-r 1 : LH-r ¥ de tratamiento.
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Al redlizar un anadlisis comparativo de la cantidad de embriones, no se

observaron diferencia estadisticamente significativa (Tabla 28).

NUMERO DE EMBRIONES

GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI | P
MO | MO
FSH-r sola 10| 41 24 0 9
FSH-r (1) + 10| 55 2,9 2 13
LH-r (1/2) 0,543
FSH-r (1) + 12| 50 3.1 1 12
LH-r (14)
TOTAL 32| 48 2.8 0 13

Tabla 28.- Comparacion de las varianzas cantidad de embriones y porcentaje de

fertilizacion por grupos.

En & andlisis de los embriones grado | se documenté una diferencia
estadisticamente significativa (P = 0,007) en los grupos medicados con LH —r; no
observando diferencia estadisticamente significativa en los embriones grado 11 y
Il (Tabla29).
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EMBRIONESG |
GRUPO N MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI P
MO MO
FSH-r sola 7 18 0,6 1 3
FSH-r (1) + 8 35 0,7 3 5
LH-r (1/2) 0,007
FSH-r (1) + 10 3,7 2 1 8
LH-r (1/4)
TOTAL 25 31 15 1 8
EMRIONESG I
GRUPO N MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI P
MO MO
FSH-r sola 6 3,3 15 2 6
FSH-r (1) + 10 2,7 1,9 1 8
LH-r (1/2) 0,383
FSH-r (1) + 8 2,3 1,3 1 4
LH-r (1/4)
TOTAL 24 2,7 1,6 1 8
EMBRIONESG |11
GRUPO N MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI P
MO MO
FSH-r sola 4 2 2 1 5
FSH-r (1) + 0
LH-r (1/2) 0,999
FSH-r (1) + 3 1,3 0,5 1 2
LH-r (1/4)
TOTAL 7 1,7 14 1 5

Tabla 29.- Comparacion de la calidad de embriones por grupo de tratamiento.
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En € presente estudio se realizo una andlisis de la calidad de los embriones

con respecto a porcentaje de la cantidad de embriones.

En € grupo A se observé un porcentaje de embriones grado | del 31,7 %, del
48,7 % embriones del grado Il y embriones del grado Il fue del 19,5 %; no

documentandose embriones grado 1V, V.

En € grupo B se demostré un 50,9 % de embriones grado |, el porcentaje de
embriones grado |1 fue del 49,1 %.

En este grupo tratamiento no se documentaron embriones grado I,
embriones grado IV, ni grado V.

En el grupo C se observo un porcentaje de embriones grado | del 61,6 %, de
embriones grado Il del 31,6 % y un 6,6 % fue de embriones grado Il. No
demostrandose embriones grado Iv, ni grado V.

Al redlizar un andlisis comparativo del porcentaje de la calidad de embriones
con respecto a la cantidad de embriones, se observd una diferencia
estadisticamente significativa en los grupos medicados con LH — r, en los
embriones grado | y Il; no observandose diferencia estadisticamente significativa
en los embriones grado 111 (Tabla 30).
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EMBRIONESG |
en porcentajerespecto a CANTIDAD EMBRIONARIA
GRUPO N PORCENTAJE P
FSH-r sola 13 31,7%
FSH-r (1) + 28 50,9 % 0,017
LH-r (1/2)
FSH-r (1) + 37 61,6 %
LH-r (1/4)
EMBRIONESG ||
en porcentajerespecto a CANTIDAD EMBRIONARIA
GRUPO N PORCENTAJE P
FSH-r sola 20 48,7 %
FSH-r (1) + 27 49,1 % 0,030
LH-r (1/2)
FSH-r (1) + 19 31,6 %
LH-r (1/4)
EMBRIONESG Il
en porcentajerespecto a CANTIDAD EMBRIONARIA
GRUPO N PORCENTAJE P
FSH-r sola 8 19,5 %
FSH'r (1) + - - 0’721
LH-r (1/2)
FSH-r (1) + 4 6,6 %
LH-r (1/4)

Tabla 30.- Comparacion de la calidad de embriones respecto a la cantidad de

embriones por grupo tratamiento.
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En e presente estudio al realizar un analisis comparativo de los embriones

grado | , grado Il y grado Ill entre los grupos medicados con LH — r no se

documento una diferencia estadisticamente significativa (Tabla 31).

EMBRIONESG |
GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI P
MO MO
FSH-r (1) + 8 35 0,7 3 5
LH-r (/2 0,849
FSH-r (1) + 10 3,7 2 1 8
LH-r (1/4)
TOTAL 25 31 15 1 8
EMBRIONESG I
GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI P
MO MO
FSH-r (1) + 10 2,7 19 1 8
LH-r (1/2) 0,963
FSH-r (1) + 8 2,3 1,3 1 4
LH-r (1/4)
TOTAL 24 2,7 1,6 1 8
EMBRIONESG 111
GRUPO N | MEDIA | DESVIACION | MINI | MAXI P
MO MO
FSH-r (1) + 0
LH-r (w2 | | 0
FSH-r (1) + 3 1,3 5 1 2
LH-r (1/4)
TOTAL 7 1,7 1,4 1 2

Tabla 31.- Comparacion de la calidad de embriones en los grupo medicados con

LH-r.
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5. 0 Discusion

El éxito de las técnicas de reproduccion asistida (TRA) depende, sobre todo,
de la cuidadosa seleccion de la paciente, del buen mangjo y de laindividualizacion

del método de hiperestimulacion ovérica controlada.

Armstrong et al., 1979 observaron que las gonadotropinas (FSH y LH) son
necesarias para la biosintesis de estrogenos foliculares. Esta hipdtesis se ha

denominado “ Teoria de las dos células y |as dos gonadotropinas’.

En esta hipétesis € foliculo pre — antral y antral posee receptores paralalLH
en las células de la teca; la hormona luteinizante promueve la conversiéon de
colesterol a andrégenos por las células de la teca. La enzima P450 aromatasa de
las células de la granulosa convierten los androgenos a estrégenos; o cual

favorece el desarrolloy crecimiento folicular inducido por la FSH.

Histéricamente, en los protocol os de estimulacion ovarica controlada se han
utilizado ambas gonadotropinas (FSH y LH) en un esfuerzo de imitar la fisiologia

normal de lafoliculogénesis.

La hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) son
requeridas en el desarrollo folicular normal de los mamiferos; pero la contribucion
exacta de la LH en este proceso y la interaccién con la FSH no esta totalmente
clara (Chappel et a., 1991; Shoham et al., 1993).

En 1990 la tecnologia de DNA recombinante permitio la introduccion de la
FSH recombinante (FSH-r), libre de actividad de hormona luteinizante (LH). Por
lo que, en la mayoria de los centros de reproduccion asistida emplean protocolos

de hiperestimulacion ovarica controlada sin actividad de LH.
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Recientemente la disponibilidad de la LH recombinante (LH-r) y del
antagonista de la GnRH nos lleva arealizar estudios in vivo, para la reevaluacion
de la teoria de las dos células y las dos gonadotropinas. Ademas, para lograr
comprender el papel fisiologico delaFSH y laLH en el desarrollo y maduracion

del ovocito.

Schoot et a., 1992 describieron el papel que juega la hormona luteinizante
(LH) durante la esteroidogénesis ovérica.

En los afios recientes, el papel de la hormona luteinizante en la
hiperestimulacion ovérica controlada en los ciclos de FIV — TE es controversial,
respecto a la concentracion sérica de LH necesaria para € Optimo desarrollo

folicular, lamaduracion del ovocito y el subsiguiente desarrollo embrionario.

Esta demostrado que durante la desensibilizacion de la hipéfisis en los ciclos
de hiperestimulacion ovérica controlada con agonista de la GnRH, existe
suficiente cantidad de LH enddgena para un adecuado crecimiento y desarrollo
folicular, la maduracion y fertilizacion del ovocito (Fleming et al., 1996; Lloyd et
al., 1997; Sullivan et a., 1999; Eposito et al., 2001).

Fleming et a., 1996; Lloyd et al., 1997 documentaron gue concentraciones
sericas de LH entre 0.5 — 1 Ul./l. mgoran e desarrollo, la maduracion y la

fertilizacion del ovocito.

También ha sido publicado que concentraciones séricas de LH de
2,5 UL./I. son suficientes para mantener una adecuada produccion de andrégenos y

mantener la actividad de laaromatasafolicular (Sullivan et al., 1999).

Esposito et al., 2001 observaron que un umbral de LH de 3 miU./ml. es
requerido para proveer una maduracion y fertilizacion 6ptima del ovocito; ademas
de un eficaz desarrollo embrionario.
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Ademas ha sido documentado que concentraciones excesivas de LH
periférica tiene efectos deletéreos sobre la calidad del ovocito y de los
embriones (Fleming et al., 2000).

Estudios publicados sobre la utilizacion de LH-r en los protocolos de
hiperestimulacion ovarica controlada; ha demostrado que la LH-r no tiene efectos
especificos sobre la formacion del blastocisto, ademés se ha documentado
diferencia estadisticamente significativa en el indice de embarazo (Lévy et 4.,
2000; Filicori et a., 2001; De Placido et al., 2001).

De Placido et a., 2001 realizaron un estudio prospectivo, aleatorizado del
rescate de los ciclos de FIV — TE con hMG en mujeres joévenes normo —
gonadotropicas con agonista de GnRH por presentar pobre respuesta inicia a la
FSH recombinante; se analizaron un total de 83 ciclos. Observando diferencia
estadisticamente significativa en €l estradiol sérico el dia de aplicacion de lahCG
(Grupo hMG = E; 7,83 pmol./ml. contra Grupo FSH-r = E; 4,29 pmol./ml.).

Ademas, demostraron un indice de embarazo para €l grupo hMG del 50 % y
para el grupo FSH-r 34,8 %. En este estudio €l indice de aborto en & grupo hMG
fue del 10 % contra un 25 % del grupo FSH-r.

En la fisiologia humana, la actividad sinérgica de la FSH y la LH es
responsable de la seleccion de un foliculo dominante, el aumento de la secrecion
de estradiol es una consecuencia inducida por € aumento de la actividad de la
aromatasa en las células de la granulosa del foliculo maduro causando una
retroalimentacion negativa de la hipofisis, con disminucion de la secrecion de FSH
(Zeleznik et al., 1987); esto conduce a la atresia de los foliculos menores, al
mismo tiempo que € foliculo dominante continua su desarrollo a pesar de la
disminucién en la concentracion sérica de FSH.
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Sullivan et a., 1999 observaron que la FSH solainicia el desarrollo folicular,
documentando que la FSH o la LH son capaces de mantener la produccion de
estradiol en € foliculo y que la maduracion del foliculo puede continuar su
desarrollo en ausencia o disminucién de las concentracion sericas de FSH por la

capacidad del foliculo pararesponder alaLH.

La hormona foliculo estimulante durante la fase folicular temprana y la
intermedia, induce en las células de la granulosa el desarrollo de receptores parala
LH marcando € desarrollo folicular; por lo que, en estés fasesla LH junto con la

FSH sostienen el desarrollo y crecimiento folicular (Erickson et al., 1979).

Smyth et al., 1993 documentaron que la foliculogénesis puede seguir
independientemente de la actividad de la FSH, por la existencia de mecanismos
autocrinos 0 paracrinos que involucran la aromatizacion de las células de la
granulosa inducida por la LH y por la produccion de inhibina; la inhibina

promueve la sintesis de androgenos por la células de la teca.

Filicori., 2003 demostré que una vez el foliculo alcanza un diametro de
10 — 12 mm., las células de la granulosa poseen receptores para la LH, lo cual
permite una adecuada estimulacion por laLH en ausencia de FSH.

Sin embargo la necesidad de las dos gonadotropinas (FSH y LH) en la
foliculogénesis media y tardia es esencial para €l desarrollo 6ptimo y normal del

foliculo.

El papel de la hormona luteinizante en la foliculogénesis especialmente en
mujeres normo — gonadotropicas o en hipogonadismo hipogonadotropico, esta
cada vez més claro (Schoot et a., 1994; Balash et al., 1995; European
Recombinant Human LH Study Group., 1998; Ganirelix Dose — Finding Study
Group., 1998 ; Filicori., 1999).
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Schoot et a., 1994 documentaron en siete mujeres con diagnostico de
hipogonadismo que laFSH esla principal hormona responsable de la estimulacion
del crecimiento folicular; ademés, que es necesaria cierta cantidad de LH para
conseguir una esteroidogénesis folicular adecuada y desarrollar la capacidad del
foliculo para ovular y luteinizarse cuando sea expuesto a la hormona

gonadotropina corionica.

Balash et a., 1995 describieron la eficacia de las gonadotropinas
menopausicas humanas (hMG) durante la fase folicular tardia; en una mujer con

diagnostico de hipogonadismo hipogonadotropico congénito aislado.

Realizaron tres ciclos de estimulacion ovarica controlada consecutivos,
utilizando diferentes dosis de hormona luteinizante (FSH-r sola / FSH urinaria /
hMG). Durante la estimulacion ovérica controlada, observaron un aumento en las
concentraciones de estradiol sérico en el ciclo estimulado con h(MG.

También a sido documentado (European Recombinant Human LH Study
Group., 1998) el aumento del nimero de ovocitos y € porcentaje de fertilizacion
en mujeres con hipogonadismo hipogonadotropico, demostrando que la dosis
diariade LH-r de 75 Ul. es necesaria para un buen desarrollo folicular.

The ganirelix dose — finding study group., 1998 publicaron un estudio
fase |1, multicéntrico, doble ciego, aleatorizado sobre la eficacia de el antagonista
de la GnRH (Orgalutran) para prevenir los picos prematuros de LH en mujeres
bajo estimulacion ovérica con FSH-r, documentando bagjos indices de
implantacion (21,9 % en € grupo de 0,25 mg. de orgalutran 'y 1,5 % en €l grupo
de 2 mg. de orgalutran) y de embarazo por transferencia (40,3 % en el grupo de
0,25 mg. de orgalutran y 4,3 % en el grupo de 2 mg. de orgalutarn) en mujeres con
gran supresion de LH obtenida por altas dosis de antagonista de GnRH.
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Existen otras publicaciones sobre hiperestimulacion ovarica controlada que
han documentado resultados contradictorios con respecto a la necesidad de la

hormona lutei nizante durante el desarrollo folicular.

Algunos de estos estudios comparan la eficacia de los diferentes tipos de
gonadotropinas (FSH urinaria — hMG) con diferentes proporciones de LH o

exentos de actividad de LH (FSH recombinante).

Westergaard et al., 1996 publicaron un estudio prospectivo, aeatorizado en
218 pargjas con diagnostico de infertilidad; comparando la eficacia de la FSH
altamente purificada (hp FSH) contra la gonadotropina menopausica humana
(hMG); donde observaron mayor indice de cancelacion en los ciclos de
hp FSH (17 % contra 6 %), ademés documentaron una disminucion en los indices
de fertilizacion en ausenciade LH (hp FSH 50 % y hMG 56 %).

En un estudio prospectivo, aleatorizado, compararon la FSH-r contralahMG
(menotropinas). Un total de 578 pacientes fueron reclutadas, no observando
diferencia estadisticamente significativa con respecto a numero de ovocitos
maduros, nimero de embriones grado |, nimero de embarazo clinico por
porcentgje de transferencia (Strehler et al., 2001).

Rahon et al., 2001 publicaron un estudio retrospectivo de 1,388 mujeres
comparando los resultados de FIV — TE con diferentes protocolos de
hiperestimulacion ovarica controlada (FSH urinaria — FSH recombinante).
Documentando un mayor nimero de ovocitos recuperados en el grupo de FSH
urinaria; ademas no observaron diferencia estadisticamente significativa en el

indice de embarazo.

En los ultimos estudios mencionados (Strehler et al., 2001; Rahon et al.,
2001) no documentaron €l indice de la hormona luteinizante enddgena residual

posterior ala desensibilizacion de la hipofisis con |os agonistas de GnRH.
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Agrawal et al., 1998 demostraron bajos niveles séricos de estradiol, ademas

de bgjo indice de embarazo en mujeres con deficienciade LH.

En el presente estudio prospectivo aleatorizado tuvimos como objetivo el
investigar la necesidad y dosis Optima de hormona luteinizante para el adecuado
desarrollo y crecimiento folicular en pacientes de 34 — 40 anos bago

hiperestimulacion ovérica controladaen FIV — TE/ ICSI.

Se analizaron 33 ciclos de FIV — TE / ICSI. Los dos grupos de estudio y €l
grupo control fueron comparables en edad, duracion de la esterilidad, origen de la
esterilidad, analitica hormonal basal (FSH, LH, E,, TSH, Prl) y ciclos previos de
FIV —TE.

Se document6 la dosis total de gonadotropina empleada (FSH-r) en los
diferentes grupos de tratamiento, observando en el grupo de FSH-r sola un total de
3.647,7 Ul., de 2.630 UI. en e grupo FSH-r (1) + LH-r (¥2) y en & grupo FSH-r
(1) + LH-r (o un tota de 3.0125 Ul. no demostrandose diferencia
estadisticamente significativa (P = 0,146).

Ludwig et al., 2003 documentaron resultados preliminares sobre el beneficio
de suplementacion de hormona luteinizante en los ciclos de estimulacién ovérica
para FIV; observando una reduccion en € numero de dias y dosis total de

administracion de gonadotropinas, en € grupo de LH.

También a sido demostrado en primates hembras que la administracion de
LH-r disminuye la duracion del tratamiento con FSH-r para alcanzar el desarrollo
folicular preovulatorio (Zelinski —Wooten et al., 1995).

Humaidan et a., observaron que la dosis total de gonadotropina (FSH-r)
empleada en los protocolos de estimulacion ovérica es menor con niveles séricos
de LH mayores a 1.51 Ul./Il. sobre e octavo dia de estimulacion; ademas,

documentaron que la duracion de la estimul acion fue menor en este grupo.
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La duracion de la hiperestimulacion ovarica controlada en nuestro estudio
difiere de lo documentado en la literatura (Zelinski — Wooten et al., 1995; Strehler
et a., 2001; Ludwig et al., 2003), no observandose diferencia estadisticamente
significativa (P = 0,027).

En un estudio publicado (Westergaard et al., 2001) sobre la evaluacion
clinicay efectos endocrinol 6gicos de la administracion intranasal o subcuténea de
agonista de GnRH combinado con hMG con FSH-r; se document6 que la

duracion de la estimul acién ovéricafue similar en ambos grupos.

También se ha documentado que la hormona luteinizante es necesaria parala
sintesis de estradiol por e foliculo, observandose que las concentraciones de
estradiol sérico mejoran a agregar LH en los protocolos de estimulacion ovérica
(Zelinski — Wooten et a., 1995; Fleming et a., 1996; Lloyd et al., 1997; The
European Recombinant Human LH Study Group., 1998; Westergaard et al.,
2000).

Zelinski — Wooten et al., 1995 observaron en primates hembras que las
concentraciones séricas de estradiol el dia de aplicacion de laHCG son mayores al
utilizar en los protocolos de estimulacion ovarica LH-r.

En nuestro estudio no se observaron diferencia estadisticamente significativa
(P=10,933) en lamediade nivel de estradiol sérico €l diade aplicacién delaHCG
(grupo FSH-r sola 2.035,6 pg./ml.; grupo FSH-r (1) + LH-r (¥2) 1.622,1 pg./ml. y
grupo FSH-R (1) + LH (Y4 1.778,8 pg./ml.).

Out et a., 1995; Bergh et al., 1997; Strehler et al., 2001 documentaron que
en los ciclos de hiperestimulacién ovarica controlada realizados con FSH-r

presentan mayor indice de ovocitos recuperados.
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Out et a., 1995 publicaron un estudio prospectivo, multicéntrico,
aleatorizado, doble ciego comparando la FSH-r con las menotropinas, realizado en
981 mujeres documentando gue €l indice de recuperacion de ovocitos es mayor en
el grupo de FSH-r (10,8 ovocitos contra 8,9 ovocitos P = 0,0001).

En un estudio publicado (Strehler et al., 2001) sobre e impacto de la
hormona foliculo estimulante recombinante y la gonadotropina menopéausica
humana sobre los resultados en FIV — TE se demostr6 que la media del niUmero de
ovocitos recuperados fue en e grupo de FSH-r mayor que en e grupo de hMG

(12,3 contra 9,6 respectivamente).

En otro estudio (De Placido et al., 2001) se demostré mayor indice de
ovocitos recuperados en ciclos de FIV — TE medicados con hMG.

Tesarik — Mendoza et al., 2002 documentaron que la medicacion con LH-r
en ciclos realizados en donantes, incrementa € nimero de ovocitos recuperados;
ademés, observaron que la medicacion de LH exdgena presenta efectos del etéreos
sobre la morfologia del embrién y € indice de implantacién, en mujeres con

niveles séricos > 1 Ul./I. medicadas con agonista de GhRH.

En el presente estudio la media de ovocitos recuperados en & grupo FSH-r
solafue de 8,5 ovocitos, de 9 ovocitos en el grupo de FSH-r (1) + LH-r (2 y en €
grupo de FSH-r (1) + LH-r (¥4) fue de 7,5 ovocitos no observandose diferencia
estadisticamente significativa (P = 0,505).

La media de ovocitos metafase |1 recuperados fue de 6 ovocitos en e grupo
de FSH-r sola, de 7,5 ovocitos en e grupo de FSH-r (1) + LH-r (¥2) y en € grupo
de FSH-r (1) + LH-r (¥4) fue de 6,4; no observandose diferencia estadisticamente

significativa.
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Fleming et al., 1998 documentaron en un estudio el efecto de la supresion de
LH durante la estimulacion ovérica sobre actividad folicular, funcion del ovocito y
embriones en ciclos con FSH atamente purificada; observando que el porcentaje
de fertilizacion es del 75,5 % con concentraciones séricas < 5 Ul /. durante lafase
folicular media y con concentraciones séricas > 5 Ul./I. fue de 84,2%. Ademés
demostraron que la cantidad de embriones era menor en e grupo con

concentraciones séricasde LH <5 Ul /I.

Lis et al., 2001 publicaron un estudio sobre el uso de la FSH recombinante y
LH recombinante en estimulacion folicular multiple para FIV — TE,
documentando un porcentaje de fertilizacion del 86 % en el grupo medicado con

LH-ry un 60,9 % en e grupo control.

Ademés, observaron que el nimero de embriones disponibles es mayor en el

grupo medicado con LH-r.

En nuestro estudio se observd un porcentgje de fertilizacion en el grupo
FSH-r sola 48,2 %, 61,1 % en € grupo de FSH-r (1) + LH-r (*2) y en € grupo
FSH-r (1) + LH-r (¥4) 66,6 %; similar alo documentado en laliteratura.

Nuestros resultados sobre la media de la cantidad de embriones por grupo
tratamiento difieren de lo documentado en la literatura; en el grupo de FSH-r sola
fue de 4,1 embriones, de 5,5 embriones para el grupo de LH-r Y2y parael grupo de
LH-r ¥4 fue de 5 embriones, no observandose diferencia estadisticamente

significativa.

En un estudio (Strehler et a., 2001) se documentd que la estimulacion

ovaricacon hMG en comparacién con FSH-r no mejorala calidad embrionaria.
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En un estudio publicado (Humaidan et al., 2002) sobre la respuesta ovéricay
resultado de embarazo relacionado con los niveles de LH en la fase media
folicular en mujeres con desensibilizacién pituitariay FSH-r; observaron que las
mujeres con niveles séricos de LH > 2 Ul.J/I., presentan mejor calidad de

embriones €l diade latransferencia

Filicori., 2003 documenté que Mendoza et a., 1999; 2002 asociaron atos
niveles de LH en € liquido folicular con resultados positivos en reproduccion
asistida; observando que las concentraciones de LH en liquido folicular es mayor
en los foliculos que producen mejores ovocitos y que dan por consiguiente mejor

morfologia embrionariay mejor division embrionaria.

Marrs et al., 2003 demostraron mayor indice de embriones transferidos en el
grupo mayor de 35 afios medicado con LH-r (media 2,9 contra 2,8, P = 0,04).

La clasificacion morfoldgica de los embriones se realizo a la descrita por
Veeck en 1986. Documentando diferencia estadisticamente significativa en la
media de embriones grado | (P = 0,007). La media de embriones grado 11 y grado

Il no demostraron diferencia estadisticamente significativa.

Nuestro estudio no difiere de lo documentado en la literatura
(Fleming, et al., 1998; Humaidan et al., 2002; Filicori., 2003; Marrs et al., 2003),
observando que € empleo de la LH-r mejora la calidad morfolégica de los

embriones.

Zelinski —Wooten et a., 1995 documentaron que la proporcién FSH / LH de
1 : 1 durante e periodo preovulatorio tiene efectos deletéreos sobre la

gametogénesis.
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El presente estudio ademés sirve para enfatizar la proporcion de
gonadotropinas empleadas en los protocolos de hiperestimulacion ovérica
controlada paraFIV — TE / ICSI; demostrando que con la proporcion de FSH-r (1)
+ LH-r (¥2) se obtiene mejor calidad de embriones, no observando embriones
grado I11, 1V y V.
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6. 0 Conclusion

En nuestro estudio la dosis de FSH-r necesarias son menores cuanto mas
LH-r se administre. Esto no es significativo, pero muestra una tendencia muy
marcada. Por lo cual, la LH-r pareceriatener un efecto potenciado sobre la FSH-r,
disminuyendo los requerimientos de FSH-r.

Por lo tanto, con la medicacion de LH-r se obtiene una estimulacion mas
compensada, complementaria y que mantiene los requerimientos totales de

gonadotropina empleada.

Ademés, e agregar LH-r a los protocolos de estimulacion ovarica
controlada, disminuye los dias de estimulacién. Esto reafirma la idea de que una
pauta conjunta de FSH-r + LH-r administradas de forma eficaz, disminuye los dias

de estimulacion necesaria para alcanzar € desarrollo deseado.

También se demostré que en los protocolos de estimulacion con LH-r se
obtiene mayor calidad de embriones (diferencia estadisticamente significativa a

favor delos grupos con LH-r en el nimero de embriones grado I).

El efecto benéfico de la hormona luteinizante puede encontrarse a nivel
cromosomico, mejorando la reanudacion de la meiosis del ovocito. Hay que
recordar que en las mujeres mayores, la meiosis de los ovocitos han estado

detenidos (profase I) durante un largo periodo de tiempo.

Este efecto sobre los ovocitos justificaria la obtencién de embriones de
mejor calidad.

Es necesario continuar con la realizacion de investigaciones sobre el empleo

y dosis Optima de LH-r en los protocolos de estimulacion ovérica controlada en

ciclos defertilizacion in vitro.
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7. 0 Resumen

La Organizacion Mundia de la Salud estima que en e mundo hay unos 80
millones de parejas con problemas de fertilidad que les impiden tener los hijos que
desean. Para estas parejas el hecho de no conseguirlo puede generarles frustracion,

desesperanzay desilusion.

Las causas de esterilidad son complgjas y, generamente, son una
combinacién de factores que afectan a ambos miembros de las paregjas. Podemos
mencionar que un 25 % es de origen masculino, un 25 % corresponde a un factor
tubo-peritoneal, 25 % a disfuncién ovérica, 5 % a factor cervical, 10 % a
anormalidades anatdmicas y endocrinolégicasy un 10 % es de origen desconocido
(Speroff., 2000).

La induccién de la ovulaciéon es una de las areas de mayor éxito en la
medicina reproductiva. Los avances recientes en lainduccion de la ovulacion tiene
como resultado una variedad de medicamentos y técnicas que son disponibles para
restaurar los ciclos ovulatorios en las mujeres con irregularidad menstrua o
amenorrea. La eleccion de la técnica de estimulacion ovarica, sin embargo,
depende de las circunstancias individuales de cada mujer en particular y la
seleccion apropiada de pacientes es importante para obtener éxito (The ESHRE
Capri Workshop Group, 1995; American Society For Reprodutive Medicine,
1998).

L as gonadotropinas hipofisarias, 1a hormona luteinizante (Lutropina - LH) y
la hormona foliculo estimulante (Folitropina - FSH), son esenciaes para la
regulacion de la funcién gonadal y reproductora de los seres humanos, los

primates subhumanos y otras especies de mamiferos.
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Para e desarrollo normal y la esteroidogénesis se requiere una secuencia

definida de cambios hormonal es.

Lainiciacion del crecimiento folicular puede ocurrir independientemente de
la estimulacion de las gonadotropinas (Halpin et al.,1986). No obstante, a menos
gue sean rescatados por € pico folicular temprano de la hormona foliculo
estimulante (FSH) estos foliculos tempranos se volveran rdpidamente atrésicos
(Vermesh et al., 1987).

Brown en 1978 demostraron que el foliculo inicia su desarrollo solo cuando
los valores circulantes de FSH exceden un determinado umbral. Ademas, €
numero de foliculos que maduran depende del periodo de tiempo en que los
valores de la hormona foliculo estimulante se mantengan por encima de dicho

umbral.

Armstrong et al., 1979 observaron que las gonadotropinas (FSH y LH) son
necesarias parala biosintesis de estrégenos foliculares. Esta hipotesis se ha

denominado “ Teoria de las dos células y |as dos gonadotropinas”.

La hormona luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH) desempefian
papel es diferentes pero igual mente importantes en el desarrollo folicular. La FSH
es importante para la maduracién temprana de las células de la granulosa, incluso
parael desarrollo de receptores de LH; la hormona luteinizante, que actia
inicialmente sobre las células de la teca, promueve la produccidn de androgenos a
estrégenos. Ademas, aungue solo se requiere FSH para lafoliculogénesis
temprana, la esteroidogénesis ovarica completa depende delaLH (Shoham et al.,
1993; Schoot et ., 1992).

Estudios clinicos y bésicos revisados por Chappel y Howles (1991) sugieren
gue la LH durante la fase folicular juega un papel menor, hasta en el desarrollo

folicular.
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Erickson et al., 1979 documentaron que las células de la granulosa
desarrollan receptores parala LH en lafase folicular mediay tardia; por 1o que, en

estasfasesla LH junto con la FSH sostienen el desarrollo folicular.

Los foliculos que acanzan un diametro de 10 — 12 mm., tienen receptores
para LH; en este estadio la FSH y LH son igualmente efectivas para soportar y

fomentar lafuncién de las células de la granulosa (Filicori., 2003).

Se ha documentado que la presencia de LH en lafase folicular tardia megjora
la maduracion folicular del ovocito y € desarrollo embrionario (Commenges —
Ducos et al., 2002).

El objetivo de nuestro estudio fue determinar si es necesaria 'y cual es la
dosis 6ptima de LH para €l adecuado crecimiento y desarrollo folicular en mujeres
de 34 — 40 arnos.

Nuestro estudio es prospectivo, aleatorizado no estratificado, durante un
periodo comprendido entre Abril del 2003 a Abril del 2004.

En el presente estudio se reclutaron 44 ciclos de FIV — TE / ICS, realizados
en 40 pargjas; de las cuales se excluyeron 11 ciclos; cuatro por mala aplicacion de
la medicacion, tres por no presentar respuesta a la estimulacion, dos por falta de

recoleccion de datos y dos por voluntad propia de la pareja.

Finalmente la muestra del estudio fue compuesta por 33 ciclosde FIV — TE/
ICSlI realizados en 31 mujeres con una media de edad de 36,7 afios + 1,89 afios SD
(rango 34 — 40 afos), la aleatorizacién se realiz6 por ordenador a uno de los tres

grupos tratamiento, quedando conformados |os siguientes grupos.

Grupo A (FSH-r sola) se realizaron 11 ciclos de hiperestimulaciéon ovarica

controlada, realizados en 11 mujeres.
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Grupo B (FSH-r 1 : LH-r ¥2) se incluyeron 10 ciclos de hiperestimulacion

ovarica controlada, realizados en 10 pargjas.

Grupo C (FSH-r 1 : LH-r ¥) se incluy6 un total de 12 ciclos de

hi perestimulacion ovérica controlada realizados en 10 parejas.

Las caracteristicas generales de los grupo tratamiento (edad, la duracion de
la infertilidad, de acuerdo al origen de la infertilidad, ciclos de FIV previos y
analitica hormonal basal) no se observaron diferencia estadisticamente

significativa.

En las variables analizadas como dias de estimulacion, dosis total de
gonadotropinas, nimero de foliculos igual 0 mayores a 14 mm. de diametro el dia
de aplicacion de la hCG y nimero de foliculos menores a 14 mm de diametro €l
dia de aplicacion de la hCG; no se observaron diferencia estadisticamente

significativa.

Los resultados de las analiticas del tercer, sexto, octavo dia y dia de
aplicacion de la hCG; valorando estradiol y la hormona luteinizante no mostraron

diferencia estadisticamente significativa.

En e grupo A (FSH-r sola) de tratamiento se programaron 11 ciclos de
recuperacion de ovocitos (100 %), documentandose un 90,9 % de éxito (10 de 11

ciclos).

La media de ovocitos recuperados fue de 8,5 ovocitos con una desviacion
estandar de + 4 ovocitos (rango 2 — 16 ovocitos). De acuerdo a su grado de
maduracién se clasificaron en ovocitos metafase 1| maduros, observandose en
90,9 % de los ciclos (10 de 11 ciclos) una media 6 ovocitos + 2,3 ovocitos SD
(rango 2 — 9 ovocitos); en 8 de 10 ciclos (80 %) se obtuvieron ovocitos metafase |
inmaduros con unamediade 2,1 ovocitos + 0,8 ovocito SD (rango 1 — 3 ovocitos)

y solo en e 30 % delos ciclos (3 de 10 ciclos) se obtuvieron ovocitos profase I.
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En el grupo B (FSH-r 1 : H-r ¥%) de tratamiento se programaron 10 ciclos de
recuperacion de ovocitos (100 %), documentéandose un 100 % de éxito (10 de 10

ciclos).

La media de ovocitos recuperados fue de 9 ovocitos con una desviacion
estdndar de + 2,9 ovocitos (rango 4 — 12 ovocitos). Se observaron en los 10 ciclos
(100 %) ovocitos metafase |1 maduros, con una media de 7,5 ovocitos + 2,5
ovocitos SD (rango 3 — 11 ovocitos); en 70 % de los ciclos (7 de 10 ciclos) se
obtuvieron ovocitos metafase | inmaduros con una media de 2,1 ovocitos +

0,9 ovocito SD (rango 1 — 3 ovocitos).

En e grupo C (FSH-r 1 : LH-r %) de tratamiento se programaron 12 ciclos
de recuperacion de ovocitos (100 %), documentandose un 100 % de éxito (12 de

12 ciclos).

La media de ovocitos recuperados fue de 7,5 ovocitos con una desviacién de
+ 3,8 ovocitos (rango 2 — 16 ovocitos). De acuerdo a su grado de maduracion se
clasificaron en ovocitos metafase |1 maduros, observandose en el 100 % de los
casos (12 de 12 ciclos) una media 6,4 ovocitos + 3,3 ovocitos SD (rango 2 — 14
ovocitos); en 10 de 12 ciclos (83 %) se obtuvieron ovocitos metafase | inmaduros,

con unamediade 1,4 ovocitos + 0,5 ovocito SD (rango 1 — 2 ovocitos).

En ningun grupo de tratamiento se observaron ovocitos metafase Il post-
maduros, ovocitos metafase | maduros, ovocitos atrésicos o degenerados y

ovocitos con la zona fracturada.

También se vaordé la clasificacion morfolégica de los embriones
documentandose en e grupo A un 81,8 % de ciclos con embriones (9 de 11

ciclos), un porcentaje de fertilizacion del 48,2 %.
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Se observé una media de la cantidad de embriones de 4,1 embriones + 2,4
embriones SD (rango 0 — 9 embriones); de acuerdo a su clasificacion morfol 6gica
en 7 de 9 ciclos (77,7 %) se documenté una media de embriones grado | de 1,8
embriones + 0,6 embridon SD (rango 1 — 3 embriones), en un 66,6 % de los ciclos
(6 de 9 ciclos) se obtuvieron una media de embriones grado 11 de 3,3 embriones +
1,5 embriones SD (rango 2 — 6 embriones) y en 4 de 9 ciclos (44,4 %) una media
de embriones grado 111 de 2 embriones + 2 embriones SD (rango 1 — 5 embriones).

En este grupo no se obtuvo embrionesde grado IV y V.

En el grupo B de tratamiento se realizaron 10 ciclos de estimulacién ovérica
controlada observandose un 100 % de ciclos con embriones (10 de 10 ciclos),

ademés se documento un porcentaje de fertilizacion del 61,1 %.

También se demostrd en el 100 % de los ciclos (10 de 10 ciclos) una media
de la cantidad de embriones de 5,5 embriones + 2,9 embriones SD (rango de 2 —
13 embriones), en €l 80 % de los ciclos (8 de 10 ciclos) una media de embriones
grado | de 3,5 embriones + 0,7 embrion SD (rango de 3 — 5 embriones), en 10 de
10 ciclos (100 %) una media de embriones grado Il de 2,7 embriones +
1,9 embriones SD (rango de 1 — 8 embriones) y en este grupo tratamiento no se

observaron embriones grado I11, IV ni grado V.

En e grupo C se redizaron 12 ciclos de estimulacion ovarica,
documentandose un 100 % de ciclos con embriones (12 de 12 ciclos), un

porcentgje de fertilizacion del 66,6 %.

Se observé una media de la cantidad de embriones de 5 embriones +
3,1 embriones SD (rango 1 — 12 embriones); de acuerdo a su clasificacion
morfoldgica en 10 de 12 ciclos (83,3 %) se documentd una media de embriones
grado | de 3,7 embriones + 2 embriones SD (rango 1 — 8 embriones), en un 66,6 %
delosciclos (8 de 12 ciclos) se obtuvieron una media de embriones grado |1 de 2,3

embriones + 1,3 embriones SD (rango 1 — 4 embriones) y en 3 de 12 ciclos (25 %)
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una media de embriones grado |11 de 1,3 embriones + 0,5 embrién SD (rango 1 —

2 embriones). En este grupo no se obtuvo embrionesde grado IV y V.

En & andlisis de los embriones grado | se documenté una diferencia
estadisticamente significativa (P = 0,007) a favor de las pacientes tratadas con
LH —r (Grupo B y C); no encontrdndose diferencia estadisticamente significativa

en losembrionesgrado |1 y 111.

Nuestro estudio no difiere de lo documentado en la literatura
(Fleming, et al., 1998; Humaidan et al., 2002; Filicori., 2003; Marrs et al., 2003),
observando que €l empleo de la LH-r mejora la calidad morfolégica de los

embriones.

El presente estudio ademés sirve para enfatizar la proporcion de
gonadotropinas empleadas en los protocolos de hiperestimulacion ovérica
controlada paraFIV — TE / ICSI; demostrando que con la proporcion de FSH-r (1)
+ LH-r (¥2) se obtiene mejor calidad de embriones, no observando embriones
grado I11, 1V y V.

Observamos que la dosis de FSH-r necesarias son menores cuanto mas LH-r
se administre. Esto no es significativo, pero muestra una tendencia muy marcada.
Por lo cual, la LH-r pareceria tener un efecto potenciado sobre la FSH-r,

disminuyendo los requerimientos de FSH-r.

Por lo tanto, con la medicaciéon de LH-r se obtiene una estimulacion mas
compensada, complementaria y que mantiene los requerimientos totales de
gonadotropina empleada.

Ademas, € agregar LH-r a los protocolos de estimulacién ovérica
controlada, disminuye los dias de estimulacién. Esto reafirma la idea de que una
pauta conjunta de FSH-r + LH-r administradas de forma eficaz, disminuye los dias

de estimulacion necesaria para alcanzar € desarrollo deseado.
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También se demostré que en los protocolos de estimulacion con LH-r se
obtiene mayor calidad de embriones (diferencia estadisticamente significativa a

favor de los grupos con LH-r en el nimero de embriones grado I).

El efecto benéfico de la hormona luteinizante puede encontrarse a nivel
cromosomico, mejorando la reanudacion de la meiosis del ovocito. Hay que
recordar que en las mujeres mayores, la meiosis de los ovocitos han estado

detenidos (profase |) durante un largo periodo de tiempo.

Este efecto sobre los ovocitos justificaria la obtencion de embriones de
mejor calidad.
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Glosario

Glosario

o.- Alpha

aGnRH.- Andogos de la hormona liberadora de gonadotropinas.
B.- Beta

CO,.- Dioxido de Carbono.

E.- Epinefrina.

E..- Estradiol.

FIV-TE.- Fertilizacion in vitro con transferencia de embriones.
FSH.- Hormonafoliculo estimulante.

FSH-r.- Hormona folicul o estimul ante recombinante.

g.- Gravedades.

GIFT.- Transferenciaintrafal opiana de gametos.

GnRH.- Hormona liberadora de gonadotropinas.

hCG.- Hormona gonadotropina corionica.

hCG-r.- Hormona gonadotropina coridnica recombinante.
hMG.- Gonadotropinas menopausi cas humanas.

H-H-O.- Eje Hipota amo-hipdfisis-ovario.

IA.- Inseminacion artificial.

125



Glosario

I CSI.- Inyeccidn intracitopl asmatica de espermatozoides.
IGF-1.- Factor de crecimiento parecido alainsulina 1.
LH.- Hormona luteinizante.

L H-r.- Hormona luteinizante recombinante.

NE.- Norepinefrina.

NPY .- Neuropéptido Y.

OMI.- Factor inhibidor de lameiosis.

OMS.- Organizacion mundial de la salud.

P,4.- Progesterona.

Rh.- Grupo sanguineo.

SHO.- Sindrome de hiperestimulacién ovérico.

TET.- Transferencia de embriones alas trompas de Falopio.
TRA .- Técnicas de reproduccién asistida.

TSH.- Hormona estimul ante de tiroides.

ZIFT.- Transferenciaintrafal opiana de cigoto.
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- Curso de Capacitacion para el Examen Nacional de Residencias, en
Septiembre de 1996.

- XV Congreso Nacional de Investigacion Biomédica. Facultad de
Medicina de la U.A.N.L. en Octubre de 1997.

- VIl Congreso Nacional de Investigacion Biomédica. Facultad de
Medicina dela U.A.N.L. del 18 al 22 de Octubre de 1999.

- 50 Congreso Mexicano de Ginecologia y Obstetricia., Precongreso y
Transcongreso. Ciudad de México del 31 de Octubre al 5 de Noviembre
de 1999.

- Smposium de Endoscopia Ginecol 6gica Medicina Basada en Evidencia,
Febrero del afio 2000.

- I11 Congreso Nacional de Climaterio y Menopausia . | Congreso de
Climaterio de la FRACYM. y Precongreso. Mazatlan, Snaloa, México 20
de Mayo ddl afio 2000.

- XVIII Congreso Nacional de Investigacién Biomédica. Facultad de
Medicina dela U.A.N.L. del 23 al 27 de Octubre del 2000.

- 51 Congreso Nacional de Ginecologia y Obstetricia. , Precongreso 'y
Transcongreso. Ciudad de Monterrey, N.L. del 12 al 17 de Noviembre
del 2000.

- 57 Congreso Anual de la Sociedad Americana de Medicina
Reproductiva., Orlando, Florida. del 10 al 16 de Octubre del 2001.

- 58 Congreso Anual de la Sociedad Americana de Medicina
Reproductiva., Washington, Seattle. del 12 al 17 de Octubre del 2002.
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- 53 Congreso Nacional de Ginecologia y Obstetricia., Precongresoy
Transcongreso. Ciudad de Tabasco, Tab. del 28 de Oct. al 4 de Nov. del
2002.

- 19 Congreso Anual de la Sociedad Europea de Reproduccion Humana 'y
Embriologia., Madrid, Espafia. del 29 de Junio al 2 de Julio del 2003.

- 20 Congreso Anual de la Sociedad Europea de Reproduccion Humana 'y
Embriologia., Berlin, Alemania del 27 al 30 de Junio del 2004.

*TRABAJOS PRESENTADOS:

- Epilepsiay Embarazo . XV Congreso Nacional de Investigacion
Biomédica .

- Incidencia de Embarazo Gemelar en el Hospital Universitario “ Dr.
José Eleuterio Gonzalez “ . XV Congreso Nacional de Investigacion
Biomédica .

- Tumor de Células de Sertoli — Leydig: Presentacion de un casoy
revision de Literatura. XVIl Congreso Nacional de Investigacion
Biomédica.

- Teratoma Inmaduro en la Infancia: Presentacion de un casoy revision

de Literatura. XVII Congreso Nacional de Investigacion Biomédica.

- Sindrome de Feminizacién Testicular. XVIII Congreso Nacional de
I nvestigacién Biomédica.

- Histerectomia Obstétrica en el Hospital Universitario “ Dr. José
Eleuterio Gonzalez “ . Revision de 34 casos. 51 Congreso Nacional de
Ginecologia y Obstetricia.

- Sindrome de Insensibilidad a los Androgenos. 51 Congreso Nacional de
Ginecologia y Obstetricia.

- Tumor de Células de Sertoli — Leydig: Presentacion de un casoy
revision de Literatura. 51 Congreso Nacional de Ginecologiay

Obstetricia.

- Todas las pacientes sometidas a induccion de ovulacion ovulan a las
36hrs. Post-HGC. 53 Congreso Nacional de Ginecologia y Obstetricia.

154



Curriculum Vitae

-Prevalencia de niveles de sulfato de dehidroepiandrosterona en mujeres
mexicanas con anovulacion cronica. 25 Congreso Nacional de la
Sociedad Espariola de Fertilidad.
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