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1. Introduccion:

La especie humana no tiene un alto poder reproductivo si se la compara con
otras especies animales, ya que se habla de un 25% de posibilidad de embarazo por
relaciéon sexual mantenida en el momento de la ovulacién de la mujerl. A este hecho
hay que anadir que, segln datos aportados por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) aproximadamente unos 80 millones de personas en todo el mundo se ven
afectados por problemas de fertilidad’. Con el deseo de ayudar a estas personas, se

desarrollaron las Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA).

En el afo 1978, nace la primera nifa probeta, Louis Brown, mediante
Fecundacion in vitro clasica (FIV). Esta técnica consiste en poner en contacto los
ovocitos con los espermatozoides en una placa de Petri para que pueda tener lugar la
fecundacion y posteriormente realizar la transferencia de los embriones al Utero
materno. Este primer nacimiento supuso un gran avance en el campo de la
Reproduccién Asistida y ha sido reconocido con la concesién del premio Nobel en

Fisiologia y Medicina al investigador britanico Robert Edwards en el afio 2011.

Hoy en dia las TRA mas utilizadas son las inseminaciones artificiales (IA) en la
gue se depositan los espermatozoides capacitados en la cavidad uterina, la
Fecundacion in vitro clasica (FIV) descrita anteriormente, y la Microinyeccion
intracitoplasmatica (ICSI) que consiste en introducir un espermatozoide en el interior

de un ovocito maduro (MIl) con la ayuda de un sistema de Micromanipulacién3.

Para llevar a cabo las TRA, las pacientes son sometidas a protocolos de
estimulacion ovdrica controlada con la finalidad de poder reclutar un mayor ndmero
de ovocitos maduros aumentando asi las posibilidades de embarazo. Por este motivo,
es necesaria la utilizacion de distintos tratamientos farmacoldgicos que permitan
tener esquemas mas fisiolégicos, en los que se alcancen menores concentraciones de
estradiol y se obtenga un nimero no exagerado de dvulos, para minimizar riesgos sin

reducir la efectividad®.



Con cada ciclo menstrual natural, el sistema hormonal femenino regula la
liberaciéon u ovulacién de un Unico ovocito a las trompas de Fallopio. Este proceso
estd coordinado por el eje hipotdlamo-hipodfisis-ovario donde el hipotdlamo es el
centro de sintesis de GnRH (hormona liberadora de gonodotrofinas) la cual, a través
del sistema porta hipofisario alcanza a la adenohipdfisis, donde promueve la secrecién
de la gonadotrofinas, FSH (hormona estimulante de foliculos) y LH (hormona
luteinizante)’. Estas dos hormonas son transportadas por el torrente sanguineo al

ovario donde ejercen su funcién.
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Figura 1. Regulacidn eje hipotalamo-hipdfisis °.

La FSH es una glicoproteina formada por dos monémeros. Una subunidad alfa,
comun para un grupo de hormonas entre las que se encuentran las hormonas
gonadotropina coriénica humana (hCG), la tirotropina (TSH) y la LH y una subunidad

beta, la cual le confiere su accidn bioldgica especifica.

En el ovario, interviene en la maduracion de los foliculos ovaricos. Actia sobre
receptores de FSH en las células de la granulosa estimulando el reclutamiento vy

crecimiento de un grupo de foliculos al inicio de cada ciclo ovdrico. Uno de ellos se



convertird en el foliculo dominante y sera aquel en el que las células de la granulosa
parecen responder mejor a la FSH convirtiéndose en el primero con capacidad de
secretar estrégenos. Estos foliculos en crecimiento sintetizan inhibina y estrégenos, los
cuales ejerceran una regulacidén negativa por feed-back sobre la secrecién de FSH en
la adenohipofisis. De esta manera se produce una disminucién de la FSH circulante
hasta que resulte insuficiente para mantener el desarrollo de aquellos foliculos con
menor capacidad de respuesta, los cuales se atresiardn y solo continuara su desarrollo

el foliculo dominante.

La hormona luteinizante o LH es una glucoproteina compuesta por dos
subunidades alfa y beta y al igual que en el caso de la FSH, la subunidad beta es
especifica de la LH. Esta hormona actua sobre las células de la teca induciendo la
formacién de factores paracrinos tales como los andrégenos que ademds de actuar
como sustrato para la aromatizacion en las células de la granulosa, ejercen acciones

mediadas a través de receptor en la capa de células de la granulosa.

Cuando el foliculo dominante |llega a la fase de madurez preovulatoria
aumenta su produccion de estrégenos produciéndose un pico de estradiol que actua
como feed-back positivo en la hipdfisis desencadenando un pico ovulatorio de

LH>(Figuras 1,2).

Este pico de LH interrumpe el crecimiento de foliculos menos maduros,
causando su atresia, suprime la division de células de la granulosa y conduce a la
ruptura de la pared del foliculo liberando el ovocito e induciendo la formacién del
cuerpo luteo’, el cual produce progesterona necesaria para preparar el endometrio
para una posible implantacion. Por otro lado el pico de LH es imprescindible para que
el ovocito continde con la divisidn meidtico y abandone el estadio de Profase |

alcanzando el estadio de Metafase Il (MI1)*2.
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Figura 2. Esquema del ciclo menstrual femenino donde se observan los cambios
gue se dan tanto en los niveles hormonales, como en el crecimiento de los foliculos y

en el tejido endometrial °.

El conocimiento sobre este eje y la funcion de la GnRH asi como los avances en
la ciencia permitieron la sintesis quimica de analogos de esta molécula lo cual
revolucioné el mundo de la reproduccidn ya que los farmacos utilizados anteriormente
(clomifeno, letrozol, anastrozol y vorozol'®) no evitaban el riesgo de ovulacién
espontanea y por tanto la perdida de los ovocitos que se necesitaban recuperar para

realizar las TRA.

La secuencia de aminoacidos de la GnRH fue identificada en 1971 por Schally y
Guillemin (figura 3). Se trata de un decapéptido (p-Glu-His-Trp-Ser-Tir-Gli-Leu-Arg-Pro-
Gli CONH2) con estructura similar en todos los animales. En el humano el gen GnRH1,

. 11,12
para el precursor de la GnRH, se localiza en el cromosoma 8.77°*.

En mamiferos es sintetizada principalmente en el darea predptica del
hipotdlamo a partir de una preprohormona de 92 aminoacidos. La GnRH es

considerada una neurohormona, ya que es descargada por las neuronas hipotalamicas

10



en la circulacidn porta hipofisaria, donde entra en contacto con los receptores de
GnRH sobre gonadoétropos hipofisarios. La secrecion de la GnRH es pulsatil, siendo la
frecuencia y amplitud de los pulsos aquello que determine la liberacién de una u otra
hormona gonadotropa. La baja frecuencia de pulsos de GnRH conduce a la liberacién
de FSH, mientras que la alta frecuencia de pulsos de GnRH estimula la liberacién de

LH>®

b  pamino acid substitution
enhances activity

Receptor Receptor
binding binding
and activation only

D-amino acid
substitution
in antagonists

Figura 3: Estructura de la GnRH en mamiferos. B. Representacién de la GnRH

1
plegada en la cual se une al receptor™>.

La modificacion de algunos aminodcidos del decapéptido inicial permitié la
creacién de los analogos. Existen dos tipos de analogos de la GnRH, agonistas y
antagonistas, ambos se consideran idéneos para evitar que en las estimulaciones
ovaricas controladas se produzca un pico prematuro de LH que provocaria no poder

captar los ovocitos en la puncidn y por tanto tener que cancelar el ciclo®.
A- Agonistas:

En un primer momento surgen los andlogos conocidos como agonistas de la
GnRH. Los agonistas de la GnRH surgen por modificaciéon de los aminodcidos en las
posiciones 6 y 10. Su modo de accién se basa en la unién a los receptores de esta
hormona en la hipdfisis induciendo a la liberacidn de grandes cantidades de hormonas

FSH y luteinizante LH, lo cual se conoce como efecto flare-up (figura 4), asi como un
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aumento en el nimero de receptores de GnRH conocido como up-regulation. Sin
embargo, tras 7-14 dias de exposicion se produce una desensibilizacién hipofisaria
dada por la internalizacién del complejo agonista de GnRH- receptor de GnRH lo que
desencadena un descenso del nimero de receptores de GnRH conocido como down-

regulation®®*.

Existen tres tipos de protocolos para la FIV en los que se utilizan agonistas de la

GnRH, basados en el momento del ciclo que empiezan a utilizarse y su duracion®?’:

e Protocolo largo: El agonista empieza a administrarse a mitad de la fase litea

del ciclo previo.

e Protocolo corto: El agonista empieza a administrarse entre el primer y el

tercer dia del ciclo, aprovechando el efecto flare-up.

e Protocolo ultracorto: El agonista solo se administra durante los tres primeros

dias del ciclo.
B- Antagonistas:

Los antagonistas se empiezan a sintetizar en la misma época que los agonistas
pero no estan disponibles para su uso clinico hasta hace unos afios debido a reacciones

alérgicas y anafilacticas atribuibles a su administracion®®.

Estos farmacos son el resultado de las modificaciones del decapéptido de
GnRH en los aminoacidos 1, 2, 3,6 y 10°. Estos cambios le otorgan otro mecanismo de
accion diferente al de los agonistas para inhibir la secrecion de gonadotropinas. Se
unen competitivamente a los receptores de la GnRH, previniendo la accién de los
pulsos enddgenos de GnRH en la hipdfisis™®. La secrecién de gonadotropinas disminuye
en unas horas tras la administracion del antagonista, en este caso no se da efecto
flare-up que se produce con el uso de agonsitas. Al contrario que los agonistas de la

GnRH, el tratamiento con antagonistas es altamente dosis—dependientezo.

Se han desarrollado dos tipos de protocolo para la estimulacién ovarica
controlada: el protocolo de dosis multiple y el protocolo de dosis Unica. El primero

consiste en la administracion diaria del antagonista de la GnRH (dosis minima 0,25

12



mg/dia) desde el sexto dia de estimulacién ovarica con gonadotropinas hasta el dia de

la hCG, incluido®.

El protocolo de dosis Unica consiste en la administracién de una Unica dosis de
antagonistas de la GnRH cuando el foliculo mayor haya alcanzado 14 mm de diametro.
Si transcurridas 72 horas no se ha administrado la hCG, se administra una

segunda inyeccién de antagonista (dosis minina 3 mg)*'.

Agonista GnRH
Incremento inicial de FSH y LH
seguido de supresion

Amagonista GnRH
Supresian inmediata
v profunda de FSH y LH

Figura 4. Perfil sérico de las gonadotropinas tras la administraciéon de los dos

tipos de andlogos de la GnRH. 2t

En la actualidad el uso de ambos andlogos de la GnRH esta muy extendido en
todas las unidades de Reproduccién Asistida, aunque existen algunas discrepancias en

los resultados obtenidos con ambos protocolos.

Diferentes estudios muestran tasas de embarazo en los ciclos de tratamiento
con antagonista moderadamente menores en comparacion con los ciclos de agonistas
con protocolo Iargozz, posiblemente porque los antagonistas de la GnRH podrian influir
en la programacién mitdtica de las células implicadas en la foliculogénesis, la

formacién de blastdmeros y el desarrollo endometrial.

Sin embargo, el uso de agonistas también conlleva algunas desventajas, como

un aumento inicial de la secrecidon de gonadotropinas (efecto flare-up), un extenso
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periodo de desensibilizacién, ya que el antagonista bloquea los receptores de GnRH
pero no produce una disminucién de los mismos. Esto hace que la sensibilidad de la

hipdfisis tras el tratamiento con agonistas no se recupere de inmediato.

Con agonistas se ha de iniciar el tratamiento en la mitad de la fase lutea para
que ocurra el efecto flare-up y se consiga posteriormente regular la hip&fisis (figura 4).
Mientras que con antagonistas se puede comenzar la estimulacion ovarica
coincidiendo con el reclutamiento folicular y por tanto precisa menos dosis de
gonadotropinas para la estimulacién ovarica, lo que implica un menor coste
econdmico y por tanto una estimulacién menos agresiva al utilizar una menor cantidad
de hormonas y mas individualizada. Por este motivo con el uso de agonistas existe un
mayor riesgo a sufrir sindrome de hiperestimulacién que con antagonistas®’. Para
intentar disminuir el riesgo se desarrollé el protocolo corto o ultracorto, sin embargo
las tasas de embarazo con estos protocolos no fueron tan altas como las obtenidas al

seguir el protocolo Iarg021.

Por ultimo, es importante resaltar que la finalidad de estos tratamientos no es
solo reclutar un niumero determinado de ovocitos, si no que estos sean maduros tanto
a nivel del nucleo como del citoplasma ya que van a aportar al embrién la mitad del
material genético y una gran reserva de proteinas, ARNm y organulos que van a suplir
los requerimientos funcionales, nutricionales y energéticos en los primeros estadios

del desarrollo embrionario®?*%,

La formacién de un ovocito competente estd estrechamente ligada al desarrollo
y crecimiento de los foliculos, ya que estos van a contribuir a crear el microambiente
gue rodea al ovocito en crecimiento aportando nutrientes, factores de crecimiento
implicados en la regulacion del proceso de meiosis del ovocito y hormonas?® que

participan en el funcionamiento del eje hipdfisis-hipotalamo-ovario.

La estrecha relacion que existe entre la ovogénesis y la foliculogénesis implica
gue los tratamientos utilizados para la estimulacién ovdrica controlada van a influir en
el metabolismo, contenido de ATPZG, transcripcic')n27, maduracion asincrénica del

28,29

nucleo y citoplasma entre otros. De hecho en el trabajo publicado por el grupo de

Tan®® en 2013, hace referencia a una posible disminucién en la calidad de los ovocitos

14



obtenidos con antagonistas ya que estos ciclos presentan niveles mds bajos de
estradiol el dia de la administracion de hCG. Lo cual parece indicar un posible efecto
inhibitorio en el ovario por accién del antagonista pudiendo implicar una menor

calidad de los ovocitos puncionados y consecuentemente de los embriones obtenidos.

Por todos estos motivos la eleccién del protocolo de estimulacion ovarica va a
ser fundamental para obtener ovocitos de buena calidad intentando a la vez evitar

cualquier tipo de riesgo o complicaciones médica para la paciente.
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2. Hipotesis y objetivos

2.1 Justificacion

En la actualidad los analogos de GnRH se usan de forma rutinaria para llevar a

cabo la estimulacion ovarica controlada.

Existen dos tipos de andlogos de la GnRH, agonistas y antagonistas. La
estimulacion ovarica controlada bajo un protocolo u otro ha mostrado eficacia a la
hora de evitar el pico de LH prematuro, disminuir las tasas de cancelaciéon y aumentar
el nimero de embarazos si se comparan con los tratamientos farmacoldgicos para

estimulacion ovdarica anteriores.

Ya que en esta Unidad los protocolos de estimulacién con antagonistas se
incorporan mas tarde que los de agonistas, nos anima a realizar un estudio
comparativo entre ambos protocolos para comprobar cudl de los dos ofrece mejores

resultados.

2.2 Hipotesis

El protocolo de estimulacidén ovarica con agonistas de la GnRH es el tratamiento
mas seguro y eficaz para conseguir un embarazo a término en las pacientes tratadas

en la U.R.A del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.

2.3 Objetivos

El objetivo de este trabajo es comprobar con cual de los protocolos de
estimulacion ovarica se obtienen mejores resultados segln nuestra experiencia en la
Unidad de Reproduccion Asistida (U.R.A) del Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla (HUMV).

Para ello planteamos los siguientes objetivos secundarios: Comparar el nimero

de ovocitos y ovocitos maduros por puncién siguiendo un protocolo de estimulacién u

16



otro. Comparar los porcentajes de cancelacién de ciclos y sus motivos asi como los
porcentajes de fecundacion, transferencia, embarazos, implantacién y abortos. De los
embriones seleccionados para transferir se comparé la calidad de los mismos seguln

protocolo de estimulacion.
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3. Materiales y métodos

3.1 Sujetos de estudio

Ante un caso de esterilidad el camino a seguir es realizar un estudio a ambos
miembros de la pareja para determinar las causas, y en caso de que esté indicado se

aplicardn las TRA.

Para realizar este trabajo se llevaron a cabo principalmente tres estudios
donde se incluyeron un total de 2.787 ciclos de estimulacién, realizadas a 1.309 parejas
qgue acudieron al Programa de Reproduccion Asistida del Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla en el periodo de tiempo entre Agosto de 2003 hasta Febrero de

2012.

Todos los casos se estudiaron inicialmente de forma conjunta (estudio 1) y
posteriormente en funcién de los resultados obtenidos segln protocolo de
estimulacion por ciclo iniciado (estudio 2) o en funcién del protocolo de estimulacién

por puncién (estudio 3) como se detalla a continuacion:
Estudio 1: Estudio de la poblacién general.

En este estudio se incluyen 2.787 ciclos de estimulacion ovarica controlada
iniciados bajo protocolo de agonistas o antagonistas de la GnRH, a 1.309 parejas o
mujeres solas en el periodo de estudio. En este caso se valoran los resultados

generales obtenidos en aquellas pacientes que acudieron a la U.R.A.

Estudio 2: Estudio comparativo de los resultados obtenidos seglun protocolo de

estimulacion con agonistas o antagonistas por Ciclos iniciados.

e Grupo 1: En este grupo se incluyen 2.015 ciclos de estimulacion ovdrica,
siguiendo el protocolo largo de agonistas, en 1.036 parejas o mujeres solas que

acudieron a la U.R.A durante el periodo de estudio.
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e Grupo 2: En este grupo se incluyen 766 ciclos de estimulacién ovarica,
siguiendo en protocolo de dosis multiple con antagonistas, a 273 parejas o

mujeres solas que acudieron a la U.R.A durante el periodo de estudio.

Estudio 3: Estudio comparativo de los resultados obtenidos segin protocolo de

estimulacion por Puncion.

En este estudio se comparan los resultados obtenidos en 1.430 punciones en el

grupo 1 con los resultados obtenidos en las 490 punciones en el grupo 2.

3.2 Estimulacion ovarica

Cada grupo de estudio fue estimulado siguiendo un protocolo de agonistas o

antagonistas de la GnRH.

En aquellas pacientes tratadas con agonistas la estimulacidn ovarica se realizé
segln el protocolo Iargo31. Este comienza con la administracion de leuprolide (Procrin
® Laboratorios Abbott. Madrid) a una dosis de 0,2 mg/dia desde la fase lutea (dia 21)
del ciclo previo al de estimulacién. Una vez se produce la supresidon de la hipdfisis se
inicid la administracion de FSH recombinante (Gonal-F ® Lab. Serono. Madrid;
Puregon® Lab. Organon. Barcelona) se inicié el dia 2 del ciclo, a una dosis adaptada a
cada paciente durante 5 dias, a partir de los cuales se ajusté a los requerimientos

necesarios de cada paciente (figura 6).
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Figura 6. Protocolo largo de estimulacién con agonistas de la GnRH >™.

La administracion de antagonista, sin embargo, comenzé entre el dia 5-7 del
ciclo, una vez fue comprobado mediante ecografia, la existencia de un foliculo de
12mm o superior. La dosis con el tratamiento de antagonista (Orgalutran © Lab.

Organon. Barcelona) fue de 0,25mg/dia hasta finalizar el tratamiento (figura 7).

En ambos tratamientos el desarrollo de los foliculos fue controlado
determinando los niveles de estradiol sérico y mediante ecografia transvaginal. La
presencia de al menos 4 foliculos de 16mm asi como de niveles adecuados de estradiol
determinara si la ha paciente ha alcanzado una adecuada madurez folicular. Cuando se
alcanza este requerimiento minimo de madurez folicular, se inicié la administracién de
10.000 Ul de Gonadotrofina coridnica humana recombinante (Ovitrelle ® Merck-

Serono), y 36 horas mas tarde se procedid a la puncion folicular ecoguiada.
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Figura 7. Protocolo de dosis multiple con antagonistas de la GnRH.*

3.2 Puncion ovarica

Tras la estimulacidn, en general el objetivo es conseguir el mayor nimero de
foliculos y que estos tengan un tamafio de 17-18mm y una concentracion de estradiol

sérico concordante a la cantidad y madurez de foliculos.

También es necesario vigilar el grosor del endometrio, ya que es muy

importante para la implantacion, los valores adecuados estan entre 8-9mm de grosor.

Una vez se alcanzan los umbrales de respuesta deseados, se administra 10.000
Ul de Gonadotrofina coridnica humana recombinante (hCG) como inductor de la

ovulacion. A las 35 horas de la administracion de hCG se realiza la puncién folicular.

Para llevar a cabo las punciones ha de estar preparado todo el material en el

laboratorio de embriologia y en el quiréfano.

Durante la puncién se aspiran ovocitos y liquido folicular en el quiréfano con la
ayuda de una aguja acoplada a un ecégrafo transvaginal y se depositan en tubos. Los
tubos con el liquido folicular captado son procesados en el laboratorio de embriologia

donde se vierten en placas donde se aspiran los ovocitos.
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Los ovocitos captados se lavaron con Flushing Medium (® Meducult.
Dinamarca) y a continuacidn se cambiaron a una placa con IVF (® Medicult. Dinamarca)
y se incubaron a 372C y 6% de CO, durante 2 horas aproximadamente. Antes de llevar
a cabo la fecundacion se comprobd si los ovocitos se encontraban en metafase Il. Este
estado de madurez se alcanza cuando se ha extruido el primer corpusculo polar y las

células del cimulo suelen encontrarse expandidas y luteinizadas.

Para proceder a la fertilizacién de los ovocitos segun la técnica mas indicada en

cada caso, FIV o ICSI, previamente se valoran y capacitan las muestras seminales.

3.3 Tratamiento de las muestras seminales y fecundacion

El tratamiento de las muestras seminales se llevé a cabo en el laboratorio de
andrologia donde en primer lugar se valoraron las muestras en fresco, para ello se
utiliz6 una cdmara Makler y un microscopio Optico (20x) determinandose la
concentracion y motilidad espermdtica. Segun estos valores se capacitaron las

muestras realizando un Swim up directo o inverso.

En la capacitacion mediante Swim up directo, se escogen el nimero de tubos
segun la motilidad y concentracion de la muestra. Se lavaron las muestras con Flushing
Medium (® Medicult. Dinamarca) y se centrifugaron a 300g durante 10 minutos. A los
pellet obtenidos se les afadiéd una cantidad entre 150 y 400 ul de medio IVF (®
Medicult. Dinamarca) y se incubaron durante una hora a 372Cy 6% de CO,. Por ultimo
tras la hora de incubaciéon se recuperd el sobrenadante, donde se esperan encontrar
aquellos espermatozoides con mayor movilidad, y se valord en la camara Makler la

concentracion y motilidad espermatica de la muestra ya capacitada.

Para realizar la capacitacién mediante Swim up inverso, en primer lugar se
anadié 1ml de Flushing Medium (® Medicult. Dinamarca) en diferentes tubos,
dependiendo el nimero de estos segun la cantidad y calidad de la muestra, y se
repartié la muestra en el fondo de los diferentes tubos, sin mezclar las dos fases. A
continuacion se incubaron las muestras durante una hora a 372Cy 6% de CO,. Pasada

esta hora, se recogid el sobrenadante y se centrifugaron las muestras a 300g durante
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10 minutos. A los pellets obtenidos se les afiadié entre 300-400 pl de medio IVF (®
Medicult. Dinamarca) y se observo en la cdmara Makler para valorar la concentracion y

motilidad de la muestra espermatica.

Una vez las muestras seminales capacitaron y transcurrieron las tres horas de
incubacién de los ovocitos tras la puncidn se procede con la técnica de fecundacion
seleccionada, fecundacién in vitro (FIV) o microinyeccion intracitoplasmatica del
espermatozoide (ICSI). En los casos en los que se realizé FIV se cultiva cada ovocito con

una concentracién de 50.000 o 100.000 espermatozoides.

En los casos en los que se realizd ICSI, previamente los ovocitos fueron
denudados o provistos de las células de la granulosa bajo la accién enzimatica de la
hialuronidasa. Una vez fueron denudados y se comprobdé que eran maduros (Mll)

fueron microinyectados e incubados en medio ISM1 (® Medicult. Dinamarca).

Pasadas 18 horas tras la inseminacién o micoinyeccidén, se comprobd que
hubiera habido fecundacion. Considerando como tal la presencia de dos pronucleos y

dos corpusculos polares siguiendo la clasificacién de Gianaroliy col®.

Todos los cigotos fueron cultivados en ISM1 (® Medicult. Dinamarca) hasta las
48 horas (D+2) de la puncién folicular, momento en el que los embriones se
clasificaron segun su ritmo de divisidn y otros parametros morfolégicos como
(porcentaje de fragmentacién, blastémeras regulares y simétricas, grosor de la zona
pellicida y presencia de blastdmeras multinucleadas), segun la clasificacion de L.

Veek® y la Asociacion Espafiola para el Estudio de la Biologia Reproductiva (ASEBIR).

3.4 Transferencia embrionaria

Entre los embriones obtenidos se seleccionaron aquellos de mejor calidad y se
transfirieron de 1 a 3 embriones segun decision de la pareja. La transferencia se realizd
bajo guia ecografica en D+2 o D+3, siendo la clasificacién embrionaria a las 72 horas de

la puncidn en este ultimo caso.
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El procedimiento se llevd a cabo en el quiréfano. En el laboratorio de
embriologia el o los embriones se transfirieron al medio UTM (medio de transferencia)
y se cargaron en el catéter. La transferencia se realizé bajo una guia ecogréfica
transabdominal, la cual ayudd a la insercion del catéter, confirmar la colocacidn

correcta y evitar traumatismos accidentales al endometrio en el fondo del Utero.

Pasados 12 dias de la transferencia embrionaria se valoraron los niveles de -
hCG en sangre para determinar la gestacion. Confirmandose como embarazo positivo
tras realizar una ecografia a las 7 semanas de la puncion folicular y detectar latido

cardiaco.

3.5 Definicion de las variables

Con el objetivo de comparar ambos protocolos de estimulacién con agonistas o
antagonistas de la GnRH estudiamos la variabilidad de los siguientes pardmetros en

nuestra poblacién de estudio:
a- Edad de las pacientes el dia de la puncién.
b- Numero de ovocitos obtenidos por puncion.
C- Numero de MIl: Nimero de ovocitos maduros por puncidn y por ciclo

d- Numero de 2PN2CP: Numero de ovocitos fecundados. Considerando como
fecundados aquellos que presentes dos pronucleos y dos corpusculos polares a

las 18 horas tras la fertilizacion.
e- NuUmero de embriones transferidos

f- Numero de sacos: Numero de sacos embrionarios con latido fetal que se

observan en el embarazo.

g- % Ciclos cancelados: Numero de ciclos cancelados x 100 / nimero de ciclos

iniciados.

h- % Ciclos cancelados por BR: Numero de ciclos cancelados por baja respuesta x

100 / nimero de ciclos cancelados por ciclo iniciado.
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i- % Ciclos cancelados por RSHO: Numero de ciclos cancelados por riesgo de sufrir
Sindrome de Hiper Estimulacion ovérica x100 / numero de ciclos cancelados

por ciclo iniciado.

J- % Cancelacién por OTROS: Numero de ciclos cancelados (por algun motivo
distinto a baja respuesta o riesgo de sufrir SHE) x 100 / niumero de ciclos

cancelados por ciclo iniciado.
k- % Fecundacion: Nimero de 2PN2CP x 100/ n2 de MII.
I- % Transferencia: NUmero de transferencias x 100 / n2 de punciones.

M- % Embarazos / transferencia: Nimero de embarazos positivos x 100/ nimero

de transferencias.

n- % Implantacidon: Niumero de sacos embrionarios x 100 / numero de embriones

transferidos.
0- % Abortos: Numero de abortos x 100 / nimero de embarazos positivos.
p- Calidad de los embriones transferidos:

1- Buena calidad: Embriones con 2- 4 células de igual tamafio en D+2.
Ausencia de blastdmeras multinucleadas y presentan menos de un 25% de

fragmentacion celular.

2- Mala calidad: Embriones que no cumplen las caracteristicas mencionadas

anteriormente.
3- Calidad mixta: Al menos uno de los embriones es de buena calidad.

La comparacién entre los resultados obtenidos entre ambos grupos de estudio
se ha llevado a cabo mediante el test T-Student, para comparar medias, y la prueba
Chi-cuadrado para comparar tasas. Los resultados se consideran estadisticamente
significativos cuando p<0,05. El andlisis de los datos se llevd a cabo mediante el

paquete estadistico IBM SPSS Statics 20.
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4. Resultados

4.1 Poblacién general

De los 2.787 ciclos iniciados 1.920 acabaron en puncion, el resto (867) fueron
cancelados por diversos motivos como riesgo de Sindrome de Hiper-estimulacion
Ovarica (SHO), baja respuesta, por enfermedad o problemas personales o bien por

coincidir la fecha de puncidn y/o transferencia en dias no habiles.

De las 1.920 punciones, 1.786 tuvieron transferencia embrionaria, el resto
(134) no tuvieron transferencia por fallo de fecundacién o fecundacién anémala, o por
ingreso por complicaciones post-puncién (hemorragia, hiperestimulacién ovdrica,

infecciones etc.)

En esta primera parte del estudio, se realiza una descripcién de la poblacion
general donde se determina la edad media de las mujeres que inician un ciclo de
estimulacion, el nimero de ciclos iniciados y de los ciclos iniciados aquellos que llegan

a puncién asi como la tasa de ciclos cancelados (Tabla 1).

Edad 35,06 £ 3,54
N2 Ciclos iniciados 2.781
N2 Punciones 1.920
Ciclos cancelados 861 (30,0 %)

Tabla 1. Descripcién de nimero de ciclos iniciados, nimero de punciones, porcentaje de ciclos

cancelados.

Después de valorar las diferentes causas de cancelacion, se observé que el 705
de los ciclos cancelados se debia a que las pacientes no habian respondido al
tratamiento de estimulacidon ovdrica, mientras que solo un 16% eran suspendidos
debido al riesgo elevado de que se produjera un sindrome de hiperestimulacién

ovarica (Tabla 2).
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Cancelacion B.R 610 (70, 0 %)
Cancelacién por R.SHO 135 (16,0 %)
Cancelacion Otros 116 (14,0%)

Tabla 2. Porcentaje de cancelacién por baja respuesta, riesgo de sufrir sindrome de hiper-

estimulacién (R.SHO) o bien por otros motivos.

A continuaciéon se valoraron los resultados obtenidos de las 1920 punciones
realizadas a la poblacidn general (tablas 3 y 4). En las tabla 3, se muestra la edad media
de las pacientes, el nUmero de ovocitos captados en la puncidon, niumero de ovocitos
maduros o en metafase Il, nUmero de ovocitos con fecundacion normal (2PN2CP),
niumero de embriones transferidos y numero de sacos de aquellos embriones
transferidos que han llegado a implantar. También se puede observar en la tabla 4, las

tasas de fecundacion, transferencia, embarazo, implantacién y aborto.

Edad 34,96 + 3,527
N2 Ovocitos 9,96 + 5,655
Ne Metafases Il 8,06 + 4,980
N2 2PN2CP 4,91+ 3,575
N2 Embr transf 2,17 £ 0,611
N2 Sacos 1,28 + 0,538

Tabla 3: Descripcién de las punciones realizadas a la poblacién general. Medias + Desviacién

tipica.

Fecundacion 9420 (61,0 %)
Transferencia 1786 (93,0 %)
Embarazos/trf 526 (29,0 %)
Implantacion 686 (18,0%)
Abortos 82 (16,0 %)

Tabla 4: Descripcién de las punciones realizadas a la poblacidn general. Porcentajes(%).
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De las 1.920 punciones realizadas 134 no tuvieron transferencia debido a que
en 32 de ellas no se obtuvieron ovocitos o estos no fueron maduros (Mll), en 69 no
hubo fecundacion o esta fue anémala y en 33 de ellas debido a otros motivos como

ingresos o por sindromes de hiperestimulacion ovarica o complicaciones post-puncién.

4.2 Comparacion resultados obtenidos seguin protocolo de estimulacion

con agonistas o antagonistas

Para realizar esta parte del estudio los ciclos de estimulacidon ovarica de la
poblacion general fueron divididos en dos grupos en base al protocolo de estimulacién

utilizado.

En el grupo 1 se incluyen 2.015 ciclos de estimulacién ovarica realizados con
Agonistas a 1.036 parejas. De los ciclos iniciados, 1.430 acabaron en puncién de los

cuales 1.343 llegaron a transferencia.

En el grupo 2 se incluyen 766 ciclos de estimulaciéon con Antagonistas realizados
a 273 parejas. De los ciclos iniciados 490 acabaron en puncién de los cuales 443

tuvieron transferencia.

4.2.1 Resultados segun protocolo de estimulacidn por ciclos iniciados

En los resultados obtenidos al comparar los 2.015 ciclos iniciados con agonistas
con los 766 iniciados con antagonistas, se observan diferencias significativas (p< 0,05)
en la edad de los pacientes y en la tasa de cancelacién, siendo ambas variables

mayores en el grupo de Antagonistas que en el de Agonistas (tabla 5).
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Edad 34,72 + 3,47 35,95 + 3,55*
Ne Ciclos iniciados 2015 766
Ciclos cancelados 21% 36%

Tabla 5. Edad media de las pacientes segun protocolo de estimulacidon, nimero de ciclos

iniciados y tasa de ciclos cancelados. *: P<0.05

Al igual que se hizo con la poblacién general, se compararon los motivos de
cancelacion de ciclo y se observaron diferencia significativas entre los dos grupos
(tabla 6). Por un lado el grupo de antagonistas presentd una diferencia significativa
(p< 0,05) en la tasa de cancelacidon por baja respuesta mayor que la del grupo de
agonistas mientras que la media de cancelacién por riesgo de sindrome de
hiperestimulacion (R.SHO) fue mayor en el grupo de agonistas. En este caso no se
incluyeron los 116 ciclos cancelados por otros motivos ya que estos no estaban

relacionados con el protocolo de estimulacidn, ej. Motivos personales, enfermedad

etc.

Ciclos Cancelados 21%(585) 36%(276)* P <0,05
Cancelacion por BR 65,3%(382) 82,6%(228)* P< 0,05
Cancelacion por RSHO 19,5%(114) 7,6%(21)* P< 0,05

Tabla 6. Comparacién de tasas de cancelacion segun protocolo de estimulacién asi como sus
motivos de cancelacidn, por baja respuesta (BR) y riesgo de sindrome de hiper-estimulacion

(SHO).

4.2.2 Resultados segun protocolo de estimulacion por puncion:

En los resultados obtenidos al comparar las 1430 punciones bajo protocolo de
Agonistas con las 490 punciones realizadas con protocolo de Antagonistas se
muestran diferencias significativas en la edad de las mujeres al igual que ocurria en el
apartado anterior (4.2.1). lgualmente se muestran diferencias significativas en cuanto

al numero de ovocitos obtenidos por puncién, nimero de ovocitos maduros (metafase
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[I), niumero de ovocitos fecundados (2PN2CP) y en el nimero de embriones, siendo
mayores estos valores en el grupo de Agonistas (tabla 7). En cambio no se aprecian

diferencias significativas cuando se comparan el nimero de sacos entre ambos

protocolos de estimulacion.

Edad 34,65 +3,51 35,87 £ 3,40* P<0,05
N¢ Ovocitos 10,56 8,22* P < 0,05
Ne Metafases Il 8,52 6,72* P< 0,05
N2 2PN2CP 5,24 3,94* P <0,05
N2 Embr transf 2,21 2,07* P< 0,05
N2Sacos

embrionarios 1,28 1,26 NS

Tabla 7.Comparacion de la media de edad, nimero de ovocitos, nimero de metafases II,
numero de ovocitos fecundados (2PN 2CP), nimero de embriones transferidos y media del

numero de sacos.

En la tabla 8 se comparan los resultados muestran diferencias significativas
(p<0,05) entre la tasa de fecundacidn, transferencia, embarazos por transferencia y
tasa de implantacidn siendo estas mayores en el grupo de estudio para protocolo de
agonistas. Sin embargo no se aprecian diferencias significativas en las tasas de abortos

entre ambos protocolos.
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Fecundacion 61,5%(7.491) 58,6%(1.929)* P<0,05
Transferencia 93,9%(1.343) 90,4%(443)* P<0,05
Embarazos/trf 30,8%(414) 25,3%(112)* P<0,05
Implantacion 18,4%(545) 15,3%(141)* P<0,05
Abortos 14,5%(60) 19,6%(22) NS

NS: no significativo.

Tabla 8. Comparacién entre tasa de fecundacién, tasa de transferencia por puncién, tasa de
embarazo por transferencia, tasa de implantacion y tasa de abortos segun protocolo de

estimulacioén.

Al comparan la calidad de los embriones transferidos segun protocolo de

estimulacion no se observar diferencias significativas entre los dos grupos.

Calidad 1 (Buena) 50%(670) 46%(202) NS
Calidad 2 (Mala) 22%(292) 27%(119) NS
Calidad 3 (Mixta) 28%(381) 28%(122) NS

NS: no significativo.

Tabla 9. Comparacidn entre la calidad de los embriones transferidos segun protocolo de

estimulacién con agonistas o antagonistas.

Por ultimo en la grafico 1 se hace un pequeiio resumen de los resultados
obtenidos tanto en la poblacion general como cuando esta es dividida en los dos
grupos de estudio segun el protocolo de estimulacidon ovarica utilizado. Para poder
realizar esta comparacion, se ha considerado el nimero de ciclos iniciado en cada
grupo como el 100% y en base a ese valor se han realizado los cdlculos del resto de las
tasas. En esta grafica se puede observar que el nimero de cancelaciones de ciclos es

mayor en el grupo de antagonistas ya que se realizan mas punciones en el grupo de
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agonistas. Lo mismo ocurre con el nimero de punciones que tienen transferencia.
También se puede observar que la tasa e embarazo por ciclo iniciado es mayor en la

poblacién de pacientes estimulada con Agonistas.
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Ciclos iniciados Punciones Transferencias Embarazos

H General HAgonistas [k Antagonistas
Figura 1. Comparacidon de tasa de punciones realizadas, tasa de transferencias y tasa de

embarazos entre poblacién general y pacientes tratados con protocolo de agonistas y

pacientes tratados con protocolo de antagonistas.
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5. Discusion

En los aios 80, los andlogos de la GnRH fueron introducidos en los protocolos de
estimulacion ovdrica sustituyendo a los farmacos utilizados previamente ya que
mejoraban las tasas de embarazo clinico y disminuian las tasas de cancelacién de
ciclos'. Diferentes estudios muestran que los analogos permiten el reclutamiento de
un numero mayor de foliculos, evitan los picos de LH prematuros y la luteinizaciéon

prematura de los foliculos 3536

. Por estos motivos, el empleo de los andlogos, en
concreto de los agonistas, se extendié por todo el mundo y se incorporé a la rutina de
todas las Unidades de Reproduccion. En cambio la incorporacion de los antagonistas
fue posterior debido a que las primeras generaciones de este farmaco producian la
liberacion de histaminas dando lugar a reacciones anafildcticas como efecto

secundario®.

En nuestra unidad los primeros ciclos de antagonistas fueron realizados en el afio
2004 pero su uso estandarizado dentro de nuestros protocolos de estimulacién no
tuvo lugar hasta el afio 2009 y esto explica la diferencia de los tamanos muestrales que
existen en nuestros grupos de estudios. También es importante sefialar que al inicio
del uso de los antagonistas, estos fueron utilizados con pacientes que habian
mostrado una mala respuesta con agonistas siendo la mayoria de ellas bajas
respondedoras o pacientes mayores de 35 afios. Este dato se confirma al comparar la
edad media de ambos grupos, siendo esta significativamente mayor en el grupo de

antagonistas.

Tal y como se menciona al principio de la discusién, al inicio de las TRA uno de los
principales motivos de cancelacidn de ciclos de estimulacion ovarica era la posibilidad
de que ocurriese un pico de LH prematuro durante el mismo, lo que implicaba un
impacto negativo en la calidad de ovocitos y embriones y como consecuencia en las
tasas de embarazo>®. De hecho la tasa de cancelacién de ciclos antes de la aplicacion
de los agonistas era aproximadamente del 20%, tras su aplicacién se consigue una

reduccion de este porcentaje a 2%,
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Con la intencién de estudiar el posible efecto de los dos tipos de andlogos de la
GnRH en la cancelaciéon de los ciclos, en nuestro estudio comparamos la tasa de
cancelacion del total de ciclos iniciados en ambos grupos, asi como los motivos de
cancelacion mas relevantes de los mismos siendo estos la cancelacidon por baja
respuesta y la cancelacidn por riesgo de sindrome de Sindrome de Hiper-estimulaciéon

ovarica.

Respecto a las tasa de cancelacidon del total de ciclos iniciado por tratamiento,
nuestros resultados muestran una diferencia significativa en la tasa de cancelacion en
ambos grupos, siendo esta mayor en el grupo de antagonistas (36%). Hay que tener en
cuenta que estos resultados pudieran estar influenciados por la curva de aprendizaje

gue se requirio al introducir los protocolos de antagonistas en nuestra Unidad.

Al estudiar las causas de cancelacién también observamos diferencias entre los dos
grupos. Por un lado las tasas de cancelacién por baja respuesta son mayores en el
grupo de antagonistas (82,6% vs 65,3%) y esto podria ser debido a la poblacién de
pacientes que han sido estimuladas con antagonistas ya que como se ha comentado
anteriormente en un principio estos fueron usados en bajas respondedoras. En
principio la estimulacion con antagonistas estd indicado en mujeres bajas
respondedoras a los tratamientos. En este grupo de mujeres el tratamiento con
antagonistas de la GnRH podria ser especialmente util debido a que elimina los efectos
supresores que los agonistas por su accidn prolongada pueden tener sobre Ia
respuesta folicular *’. Un estudio de realizado en 2003 por el grupo de Faouliotis*® en
mujeres con respuesta baja que no consiguieron concebir con un protocolo corto
convencional, un régimen de tratamiento con un antagonista produjo un numero
mayor de embriones, transferencias y tasas de embarazo en curso por transferencia.

En nuestros resultados existe un mayor porcentaje de cancelacién por baja
respuesta con antagonistas porque la mayoria de ese grupo muestral son mujeres
bajas respondedoras a los tratamientos. Sin embargo los agonistas se han utilizado

mas en casos de normo-respondedoras.

Por otro lado, las tasas de cancelacién por posible riesgo de hipersestimulacion

ovarica son significativamente mayores en el grupo de agonistas (19,5% vs 7,6%)
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coincidiendo con los resultados publicados por otros grupos donde se describe un
mayor riesgo con el uso de agonistas a sufrir sindrome de hiperestimulacién que con
antagonistas ya que este ultimo permite desencadenar la ovulacién con un bolo de

agonista en lugar de utilizar hCG lo cual disminuye este riesgozo’ 3940,

Respecto a la calidad folicular, para que tenga un lugar un correcto desarrollo
folicular y esteroidogénesis, es necesaria la presencia de distintos esteroides, péptidos,
polipéptidos y factores de crecimiento que medien o potencien las accién de
gonadotropinas a nivel folicular. Algunos son las hormonas esteroideas, cortisol,
CA125, la insulina y factor de crecimiento insulin-like (IGF-1)*!. Se ha sugerido que
pacientes estimuladas con antagonistas han obtenido niveles de esteriodes y factores
de crecimiento distintos a las estimuladas con agonistas 2 Por otro lado, las células de
la granulosa de pacientes estimuladas con antagonistas difieren funcionalmente de las
de foliculos estimulados con agonistas **, no estando claro si la calidad folicular que se

obtiene con estos protocolos es similar o diferente.

. . 444
Existen estudios***

gue describen un menor numero de complejos oocito-cumulus
aspirados asi como una cohorte mas pequefia de foliculos en crecimiento junto con
una menor cantidad de ovocitos maduros y un numero significativamente menor de
embriones para transferir en los ciclos de estimulacidn con antagonistas. Estos
resultados coinciden con los obtenidos en nuestra Unidad ya que muestran una

diferencia significativamente menor en el grupo de antagonistas tanto en el nimero

de ovocitos aspirados como en el nimero de ovocitos en metafase Il.

En cuanto al numero de embriones transferidos la explicacion a la existencia de

diferencias significativas es la siguiente:

Las diferencias significativas que se observan en el numero de embriones
transferidos se debe probablemente a la mejora en los protocolos de estimulacién
ovarica, asi como a las condiciones y medios de cultivo que han permitido en los
ultimos afios reducir el nimero de embriones a transferir para evitar los embarazos
multiples sin disminuir las probabilidades de éxito. La estandarizacidon del uso de
antagonistas en nuestra unidad, (7 afnos mas tarde) coincide con estas mejoras y por

tanto con la politica de transferir dos embriones en la mayoria de los casos.
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Son numerosos los estudios que comparan la eficacia de los antagonistas, ya sea en
protocolo de dosis Unica como dosis multiple, con el protocolo largo de agonistas
ofreciendo datos enfrentados en lo que se refiere a tasa de embarazo y embarazo

clinico®®*’

. En el afio 2006 fue publicado un meta-andlisis en el cual se analizaron 22
estudios controlados aleatorizados de la literatura, con un tamafio muestral de 3176
pacientes, comparando la tasa de nacidos vivos segln protocolo de estimulacién con
agonistas o agonistas de la GnRH. Como resultado no se encontraron diferencias

significativas en la probabilidad de nacido vivo entre los dos andlogos de la GnRH*.

Por otro lado se ha publicado una revisidn por Crochante Library en ella se analizan
27 estudios controlados aleatorizados comparando el tratamiento con antagonistas de
la GnRH con el protocolo largo de agonistas de GnRH™.En este caso se observa una
menor tasa de embarazo clinico con el uso de antagonistas al igual que la tasa de
embarazo en curso / nacido vivo®. Esta reduccion ocurre a pesar de que se transfieran
un numero equivalente de embriones de buena calidad entre ambos grupos. Los
resultados en esta revision también muestran un menor numero de ovocitos
recuperados bajo el tratamiento con antagonista siendo este mas corto y utilizando
una menor dosis de gonadotropinas. Resultados similares podemos encontrar en
nuestro estudio en el que se muestra una diferencia significativa en las tasas de
embarazo siendo menor en antagonistas a pesar de no existir diferencias en la calidad

de los embriones transferidos.

En cuanto a calidad embrionaria nuestros resultados coinciden con lo descrito en la
. 48,40,49 . . . g . . .
literatura donde no encuentran diferencias significativas al analizar la calidad de

los embriones obtenidos y su velocidad de crecimiento.

Respecto a aquellos embriones que se llegan a transferir existen resultados
enfrentados sobre el efecto que puedan tener los agonistas sobre el endometrio y por
tanto su efecto en las tasas de implantaciéon. Un pequefio estudio prospectivo

. 50 . .
randomizado™ muestra que el uso de antagonista frente al no uso de agonistas o
antagonista responde a un aumento aunque no significativo de las tasas de
. .y . 1 . .
implantacién y embarazo. Por otro lado el grupo de Raoul Orvieto™! estudian 712 ciclos

de FIV comparando la influencia de los analogos de GnRH sobre la receptividad
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endometrial concluyendo que el grupo bajo protocolo de agonistas de GnRH mostré
un grosor endometrial significativamente mayor asi como mayor tasa de embarazo
pudiendo deberse por tanto a una mayor receptividad e endometrial comparado con
el grupo de antagonistas. En este estudio si se aprecia un aumento significativo en la
tasa de implantacion en el grupo de agonistas si la comparamos con el grupo de
antagonistas lo cual se relaciona con la menor tasa de embarazo consecuentemente en

el grupo de antagonistas.

A pesar de los resultados obtenidos y teniendo en cuenta que el uso de
antagonistas requiere un menor tiempo de estimulacién y menor dosis de
gonadotropinas lo que implica por un lado mayor facilidad de programar los ciclos, un
menor coste econdmico de los mismos y una mayor facilidad de las pacientes a la hora
de medicarse, seria recomendable continuar con este estudio ya que es posible que
nuestros resultados se hayan visto afectados por las diferencias en el tamafio muestral
y el tiempo de aprendizaje que ha requerido el uso de antagonistas, ya que como se
ha comentado anteriormente, son introducidos afios mds tarde en nuestra Unidad, y
este hecho implica una necesidad para ginecdlogos y biélogos de familiarizarse con los

protocolos y la nueva medicacion.

También seria recomendable en un futuro comparar ambos protocolos segun la
causa de esterilidad femenina permitiendo individualizar el protocolo mds adecuado

para cada paciente.
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6. Conclusiones

1. Ambos protocolos muestran eficacia en la estimulacién ovdrica controlada.

2. En nuestra Unidad el grupo de agonistas ofrece en general mejores resultados

en las pacientes.

3. En particular, el tratamiento con antagonistas reduce el riesgo por sindrome de

hiper-estimulacidn ovarica.
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