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Abstract

Human gonadotropin chorionic hormone (hCG) is widely used to
induce final follicular maturation in in vitro fertilization cycles (IVF).
However, its use is closely related to Ovarian Hyperstimulation
Syndrome (OHSS) genesis, especially when certain risk factors are
present, mainly a high number of recruited follicles. This risk may be
drastically reduced, substituting hCG by a GnRH agonist for triggering in
GnRH antagonist cycles. Nonetheless, this protocol is linked to high rates
of early pregnancy loss due to a deficient luteal phase. Corpus luteum
function is seriously compromised when a GnRH agonist is used for
triggering (luteolysis), however, the potent luteotrophic action of hCG
may be of benefit if low doses are employed for supplementing luteal

phase, without increasing OHSS risk.

In an effort to reduce early pregnancy losses associated to the use of
GnRH agonist for triggering, this PhD. Thesis focuses on the use of low
doses of hCG as luteal phase support with the aim of rescue corpus
luteum function, normalizing pregnancy and on-going pregnancy rates;
and at the same time reducing the frequency of OHSS in high responders

to ovarian stimulation in IVF cycles.
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Resumen

La hormona gonadotropina coriénica humana (hCG) se emplea de
forma rutinaria para inducir la maduracién final ovocitaria en ciclos de
fecundacion in vitro (FIV). Sin embargo, su utilizacién esta relacionada
con la aparicién del Sindrome de Hiperestimulacion Ovarica (SHO),
especialmente cuando ciertos factores de riesgo estan presentes,
principalmente la presencia de un numero elevado de foliculos. Este
riesgo puede ser drasticamente disminuido sustituyendo la hCG por un
agonista GnRH como inductor de la maduracién final en ciclos FIV con
antagonistas GnRH. Aunque, este uso se asocia a una alta tasa de aborto
temprano ocasionada por una fase latea deficiente. La funcién del
cuerpo luteo se ve seriamente comprometida con el empleo del agonista
GnRH (lutedlisis), sin embargo, la potente accién luteotrdpica de la hCG
puede ser beneficiosa empleando dosis pequefias como suplemento en

la fase lutea y sin incrementar el riesgo de SHO.

En un esfuerzo por reducir la tasa de abortos clinicos asociada al
empleo de agonista GnRH, la presente tesis estudia la utilizacién de
pequefias dosis de hCG como suplemento de la fase IGtea con el objetivo
de rescatar el cuerpo lUteo, normalizar las tasas de embarazo y
gestacién evolutiva; ademds de reducir la presentacion del SHO en la

paciente con alta respuesta a la estimulacion ovarica en ciclos FIV.
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Resum

L’hormona gonadotropina coridénica humana (hCG) s’utilitza de forma
rutinaria per a induir la maduracié final ovocitaria en cicles de
fecundacio in vitro (FIV). Malgrat que el seu Us esta relacionat amb la
aparicié del Sindrome d’Hiperestimulacié Ovarica (SHO), especialment
guan hi son presents certs factors de risc, principalment la presencia de
un nombre elevat de foliculs. Aquest risc pot ser drasticament disminuit
substituint la hCG per un agonista de la GnRH com inductor de la
maduracié final en cicles de FIV amb antagonistes de la GnRH. Encara
gue aquest Us s’associa a una alta taxa d’avortament primerenc
ocasionat per un a fase lutia deficient. La funcié del cos luti es veu
sériament compromesa amb |'Us del agonista de la GnRH (lutilisis),
malgrat que la potent accié lutitropica de la hCG pot ser beneficiosa
utilitzant dosis minimes com a suplement en la fase lutia i sense

incrementar el risc de SHO.

En un esforg per reduir la taxa d’ avortaments associada a I'usanca
d’agonistes de la GnRH, la present tesis estudia I'Us de dosis minimes de
hCG com a suplement de la fase lutia amb I'objectiu de rescatar el cos
luti, normalitzar les taxes d’embaras i gestacid evolutiva; a mes a mes de
reduir la presentacié del SHO en la pacient amb una alta resposta a

I’estimulacid ovarica en cicles de FIV.
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Capitulo 1

Introduccion

<<Y los bendijo Dios, y les dijo: Fructificad y

multiplicaos; llenad la tierra, y sojuzgadia.....>>

— La Santa Biblia: Génesis 1:28.

Para la gran mayoria de parejas, seguir este mandato divino
no representa problema alguno. Sin embargo, una minoria asiste al
pasar de los afios sin lograr la meta que para otras parejas es tan
sencilla: la capacidad de concebir. La ciencia médica, en muchos
casos ha hallado la forma de ayudarlos a concebir de manera
natural. Desafortunadamente, persiste un grupo para el cual
reproducirse sin asistencia médica especializada es imposible. El
campo de la reproduccidn humana asistida y sus nuevas tecnologias
han conseguido romper barreras y traer armonia y felicidad a

muchas familias.



1.1 Justificacion del estudio

El desarrollo en el campo de la reproduccién humana en la
ultima década ha sido vertiginoso, innovaciones como la inyeccidn
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl), el diagndstico
genético pre-implantancional (DGP), las células madre y los avances
en clonacién humana terapéutica, llenan muchas pdginas de
prestigiosas revistas cientificas hoy en dia. Sin embargo, como todo
gran avance cientifico, de la mano a sus innegables beneficios,
caminan también sus complicaciones; durante el desarrollo de esta
tesis, nos centraremos particularmente en la prevencién de la
patologia del cuerpo ldteo hiperfuncionante - el sindrome de

hiperestimulacion ovarica (SHO).

La etiologia exacta del SHO permanece aun por dilucidar, y
hasta ese momento, nuestro esfuerzo se ven enfocado sobretodo a
la prevencion. Es de suma importancia en esta estrategia intentar
“predecir” el tipo de respuesta que tendrd la paciente en base a su
historial médico, examen fisico y ayuda de imagenes y laboratorio y
con base en ello indicar el tipo de protocolo y dosis individual a cada
paciente. Sin embargo, muchas veces nos encontramos ante el
hallazgo de un ovario que responde produciendo excesivos foliculos

y en este punto las estrategias empleadas han sido variadas:



disminucion o cese de las dosis de FSH — el coastings—, disminucion
de la dosis de hCG para maduracién final, reemplazo de hCG por

otros farmacos y finalmente la cancelacidon del ciclo.

El contexto expuesto se veria favorecido de nuevas
estrategias destinadas a disminuir la presentacion del SHO en
aquellas pacientes especialmente susceptibles, como las que
alcanzan un desarrollo multifolicular a los protocolos de

estimulacion.

1.2 Exposicion del problema

Desde los inicios de la estimulacién ovdrica con farmacos como la
hMG®, se observo gue la pacientes sometidas a similares dosis
podrian se agrupadas en tres clases de acuerdo a su respuesta: baja
respuesta, respuesta intermedia y alta respuesta [Ferraretti 1983]. El
perfil de la paciente perteneciente a este Uultimo grupo es
generalmente una paciente joven, con sindrome o evidencia
ultrasonogréfica de ovarios poliquisticos, generalmente de buen

prondstico de gestaciéon [Kligman 2001] y con una tendencia

5 . , . . .. .
Coasting: Técnica que consiste en suspender la administracion de

gonadotropinas antes de la ovulacion para prevenir el SHO (Véase Capitulo 3).
® hMG: Siglas en inglés para Gonadotropina Menopdusica humana. Farmaco
conteniendo gonadotropinas extraidas de la orina de mujeres menopausicas.

3



incrementada a desarrollar SHO [Smitz 1990]. Por el hecho de
tratarse mayormente de pacientes jovenes, la calidad ovocitaria
suele ser 6ptima, lo que favorece la tasa de implantacion y el

correspondiente riesgo de embarazo multiple [Antman 2002].

Una paciente con alta respuesta puede ser identificada durante
ciclos de IA (inseminacién artificial) o ciclos de FIV-ICSI / TE’. En el
primer caso se procede a cancelacion o generalmente se reconvierte
hacia FIV. De modo que en la gran mayoria de ocasiones el destino
final del manejo de una alta respuesta culminara en puncidén ovarica

y transferencia de embriones.

Existen estudios que han demostrado la eficacia de reemplazar la
hCG por una dosis alta de agonistas de la GnRH® para inducir la
maduracién final ovocitaria logrando de esta manera una
disminucion sustancial de la presentacién de SHO [Kol 2000]. Sin
embargo, el beneficio alcanzado en este aspecto se ve ensombrecido
debido a la disminuida tasa de embarazo evolutivo con esta

estrategia [Griesinger 2006].

¢Qué explica que una paciente joven, de buen prondstico, en la
cual se emplea un farmaco con demostrada efectividad en inducir
maduracién ovocitaria [Fauser 2002] y que previene la ocurrencia de
SHO, se evidencie una disminucién en sus opciones de embarazo

evolutivo? La respuesta esta en el cuerpo liteo [Beckers 2003].

7 Fecundacién in vitro o ICSI con transferencia embrionaria.
® GnRH: Siglas en inglés para Hormona Liberadora de Gonadotropinas.
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La clave de los agonistas de la GnRH para prevenir el SHO es
la induccidn de luteolisis’; sin embargo, es esta misma propiedad la
que ocasiona una seria alteracion de la fase Iutea que interferiria con
la implantacion embrionaria. El reto es por tanto, encontrar la
manera de complementar eficazmente las propiedades de este

farmaco con un adecuado soporte de la fase lGtea.

1.3 Situacion actual

En los ciclos de estimulacién ovarica para técnicas de
reproduccién asistida (TRA), la hCG se emplea para una inducir la
maduracion final ovocitaria y establecer una adecuada
sincronizaciéon para realizar la puncién ovdrica y captura de los
ovocitos. Durante décadas esta sustancia ha sido utilizada como
sustituto del pico natural de LH aprovechando su amplia
disponibilidad farmacolégica y similitudes estructurales vy
funcionales. hCG y LH comparten la misma subunidad a y 85% de los
amino acidos de subunidad B; uniéndose al mismo receptor [Kessler
1979]. Sin embargo, la vida media de la LH es de aproximadamente
60 minutos [Yen 1968], mientras que para la hCG en dosis utilizadas

en TRA- 5000 a 10,000 Ul — ocho dias tras su administracion, 10% de

9 .z .
Degeneracion del cuerpo Iuteo



la actividad maxima se encuentra aun presente [Mannaerts 1998]

(Fig. 1.1).

Log concentracién de hCG (IU/L)
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Figura 1.1: Concentracion sérica de hCG tras la administracién i.m. o

s.c. (adaptado de [Mannaerts 1998]).

El tiempo de accién prolongado de la hCG parece ser un
factor capital en la aparicién del sindrome de hiperestimulaciéon
ovarica, una complicaciéon potencialmente mortal que ocurre en la
fase lutea luego de la estimulacidn ovarica debido al efecto positivo
sostenido de la hCG sobre los cuerpos luteos formados. El proceso

patoldgico usualmente se intensifica si se logra la gestacion, debido



a que la elevacién enddgena de hCG sobre-estimula los cuerpos
luteos. En caso de un inminente SHO, frecuentemente se realiza el
coasting, alternativamente la induccién de la maduracién final se
realiza con una dosis reducida de hCG, i.d., 5000 Ul, seguido de la
congelacion de todos los embriones obtenidos sin realizar
transferencia. Con menos frecuencia el ciclo es cancelado y no se
administra hCG. En los ciclos naturales el SHO es practicamente
inexistente, se presume debido al menor tiempo de vida media de Ia

LH enddgena liberada a mitad del ciclo.

Como alternativa a la hCG, los agonistas de la GnRH se han
empleado para inducir liberacién enddégena de LH (conjuntamente
con FSH) reproduciendo el pico fisiolégico de gonadotropinas que
ocurre en la mitad del ciclo menstrual [Nakano 1973]. Numerosos
estudios demuestran que los agonistas GnRH son comparables a la
hCG para inducir la maduracién final ovocitaria y ovulacién [Gonen

1990][Itskovitz 1991][Imoedemhe 1991][Segal 1992].

El pico natural de LH consta de tres fases y dura unas 48
horas [Hoff 1983]. En contraparte, la liberaciédn de LH inducida por
los agonistas GnRH consta de sélo dos fases [ltskovitz 1991] (Véase
Capitulo 2). A pesar de ser mayor la duracion del pico natural de LH,
la liberacion ocasionada por los agonistas GnRH es igualmente
efectiva para maduracion final ovocitaria y ovulacion [Gonen

1990][Itskovitz 1991].



Una posible ventaja de la aplicacidon de un bolo de agonistas
para inducir la maduracién final ovocitaria es la liberacion conjunta
de FSH y LH, simulando lo que ocurre en un ciclo natural. El rol
exacto de la liberacidén interciclica de FSH esta aun por determinarse,
sin embargo se ha descrito que induciria la formacion de receptores
para LH en las superficie de las células de la granulosa luteinizadas
optimizando de esta forma la funcion del cuerpo luteo; ademas en
modelos mamiferos se ha demostrado que interviene en la
maduracion nuclear ovocitaria reanudando la meiosis [Zhang
2009][Zelinski 1995][Yding 1999] y actuando sobre los enlaces
intercelulares del cuimulo permitiendo su expansidon [Stickland

1976][Eppig 1979].

Diversos estudios empleando agonistas GnRH para induccién
de la maduraciodn final fueron realizados en los afios 80 y principios
de los 90 [ltskovitz-Eldor 1988][Gonen 1990][Imoedemhe
1991][Emperaire 1992]. Sin embargo, en aquel tiempo los agonistas
GnRH se empleaban fundamentalmente para la prevencién del pico
prematuro de LH (protocolo largo) y el empleo simultaneo del

farmaco para inducir la maduracién final en esos casos no es posible.

Mas recientemente y gracias a la reintroducciéon en el
mercado de los antagonistas de la GnRH para la prevencién del pico
prematuro de LH [Albano 1997][Itskovitz 1998][European Orgalutran
Study Group 2000]; los agonistas de la GnRH se han vuelto

nuevamente una opcién vdlida para la induccién de la maduracién



final ovocitaria. Esta aplicacion es posible debido a la capacidad del
agonista GnRH de desplazar al antagonista de su receptor e inducir la
liberacion de FSH y LH (efecto flare-up) antes de producir la
posterior insensibilizacién de la hipdfisis (Véase Capitulo 2).
Multiples estudios entre los 90 y principios del 2000 corroboran la
eficacia para inducir la ovulacion del bolo de agonistas GnRH en
protocolos con antagonistas en ciclos de inseminacién artificial y en
ciclos FIV [Felberbaum 1995][Olivennes 1996][Romeu 1997][Itskovitz
2000][Bracero 2001][Fauser2002].

Pese a la eficacia del bolo de agonistas para inducir la
maduracion final ovocitaria, estudios clinicos muestran pobres
resultados reproductivos, especialmente una alta tasa de pérdidas
tempranas [Humaidan 2005a][Kolibianakis 2005]. Una acentuada
lutedlisis y consecuentemente una fase lutea deficiente ocasionada
por la corta liberacién de LH enddgena inducida por el bolo de
agonistas GnRH, es la teoria mas plausible para explicar los pobres

resultados [Babayof 2006][Pirard 2006].

En efecto, en estudios realizados en mujeres normo
ovuladoras empleando protocolo de FSH/antagonistas y
desencadenando la maduraciéon final con bolo de agonistas GnRH;
los niveles de progesterona (P4), estradiol (E2), inhibina A y pro-aC
en fase lutea fueron menores que en ciclos ovulatorios espontaneos

[Fauser 2002].



Otra de las ventajas atribuidas a la induccion de la
maduracion final con bolo de agonistas GnRH es la prevencion del
SHO [Kol 2000][Kol 2003]. EI SHO se caracteriza por el
agrandamiento ovarico debido a los multiples cuerpos luteos y la
trasudacién de fluidos y solutos desde el compartimento intra-
vascular hacia el tercer espacio debido a un incremento en la
capilaridad vascular [Aboulghar 2003]. EI SHO severo es una
complicacién potencialmente mortal. Los factores de riesgo para
SHO incluyen edad joven, bajo IMC, ovarios poliquisticos, episodios
previos de SHO [Esinler 2005]. La sustancial lutedlisis ocasionada por
el bolo de agonista GnRH seria la clave para la prevencién de este

sindrome [Kol 2004].

Por tanto, el bolo de agonista GnRH tiene la propiedad de ser
un eficaz inductor de la maduracién final ovocitaria, asimismo su
utilizacion se asocia a una notable disminucién del SHO, sin
embargo, la lutedlisis que ocasiona deriva en una fase lutea
deficiente traducida en pobres resultados reproductivos, Ia
interrogante que se plantea es: ¢{COmo se puede restaurar la fase

[utea luego de la aplicacion de un bolo de agonista en ciclos FIV?

1.4 Evolucion de la investigacion
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El presente trabajo tuvo sus inicios en el afio 2002. Un estudio
clinico comparativo dirigido por los Doctores Miguel Dolz Arroyo y
Bienvenido Evangelio de la Unidad de Reproduccién Asistida (URA)
del Hospital Clinico Universitario de Valencia (HCUV), investiga el
manejo de las altas respondedoras a ciclos de estimulacion mediante
el uso de agonistas de la GnRH como inductor de la maduracién final
ovocitaria, inspirados en trabajos pioneros en el tema [ltskovitz
2000][Kol 2000]. En una primera etapa de la investigacion el soporte
de fase lGtea en un grupo fue realizado con hCG y el otro recibid el
tratamiento rutinario con progesterona (Véase Capitulo 4), sin
embargo, esta iniciativa tuvo que suspenderse tempranamente
debido a la pobre tasa de embarazos evidenciada en el grupo con P4.
Si bien este estudio no fue publicado, senté empiricamente las bases
para demostrar que el soporte usual de fase litea con P4 era
insuficiente cuando la maduracidn final se realizaba con agonistas de

la GnRH.

Adicionalmente, ya desde ese entonces, la inclusién de un grupo
control — como dictamina la “era de la medicina basada en
evidencias” - de altas respondedoras utilizando dosis estandar de
hCG para inducir la maduracién final ovocitaria planteaba —de Ia
misma forma que sucede actualmente- cuestiones éticas de suma
importancia debido al elevado riesgo de SHO en este grupo de
pacientes. ¢{Debemos randomizar pacientes con respuesta ovarica

extrema a recibir hCG para maduracion final ovocitaria? [Kol 2006].
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Posteriormente a esta etapa se encaré la interrogante acerca de
las dosis de hCG necesarias para suplementar la fase lutea ¢Dosis fija
o dosis flexible? Siguiendo el criterio de individualizacién en el
manejo de las pacientes se procedid a suplementar con dosis
flexibles teniendo como pivote el nivel de E2 sérico durante la
estimulacion ovdrica, esto llevé al disefio de un protocolo para
administrar a cada paciente la dosis adecuada segun los niveles de
E2. Si bien esta estrategia fue empleada en algunas pacientes
(obteniéndose buenos resultados); no dejaba de ser algo complejo
de ejecutar y agregaba incomodidad por cuanto involucraba

desplazamientos y analiticas sanguineas frecuentes.

En este contexto y siempre bajo la guia del Profesor Bonilla-
Musoles y el Doctor Miguel Dolz y con base en el conocimiento
adquirido durante estos afios en el tratamiento de las altas
respondedoras con el empleo de los agonistas de la GnRH -
estrategia denominada “el bolo de agonistas” — decidimos dar un
nuevo enfoque al soporte de fase |ditea empleado hasta el
momento, con la finalidad de hacerlo, parafraseando a Einstein “tan
simple como sea posible, pero no mas simple”; sin disminuir eficacia
y con el objetivo de reducir sustancialmente la presentacién del SHO
sin comprometer las tasas de gestacion evolutiva. El concepto clave
en esta etapa es: la dosis minima eficaz de hCG como soporte de

fase lutea.
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1.5

1.5.1

Estructura y tipografia de la tesis

Organizacion

El presente capitulo introduce la justificacion del estudio,
describe el estado actual del tema a desarrollar y establece la
tipografia empleada en esta tesis.

El capitulo 2 describe las propiedades de los farmacos
empleados que son relevantes para el desarrollo del estudio.

Las pacientes con alta respuesta a la estimulacién ovarica y
su enfoque terapéutico actual se describen en el capitulo 3,
delimitando de esta manera la poblacién objeto de estudio.

El diseno detallado del trabajo de investigacion de esta Tesis
es descrito en el capitulo 4.

En el capitulo 5 se exponen los resultados del trabajo de
investigacion.

Un andlisis critico general del protocolo de estudio se realiza
en el capitulo 6, haciendo incapié en los resultados
obtenidos, proponiendo finalmente un flujograma de manejo
derivado de la investigacion.

Finalmente el capitulo 7 resume las conclusiones vy
contribuciones resultantes de la Tesis; enumerando ademas

las publicaciones y ponencias derivadas.
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1.5.2 Tipografia empleada

Con la finalidad de facilitar la lectura de la presente tesis, se han
empleado diferentes caracteres tipograficos destinados a exponer
armoénicamente y con claridad los conceptos vertidos. De manera
general el texto basico emplea los caracteres habituales que son
familiares al lector; |a tipografia agregada se describird brevemente a

continuacion, mostrando un ejemplo en cada caso particular.

O Los vocablos en lengua fordnea dentro de la terminologia de
reproduccion asistida adoptados en el habla cotidiana se
muestran en letra cursiva, denotando de esta manera que
proceden de una lengua diferente al castellano, por ejemplo,
el hatching.

O Las citas provenientes de terceras fuentes se muestran con

sangria, en cursiva y entre comillas; por ejemplo:
<<Con libertad no ofendo ni temo.>>

— Proverbio uruguayo atribuido al

Procer Jose G. Artigas (1764 — 1850).

0 Las referencias a bibliografia en el cuerpo del texto se hallan
entre corchetes delimitando el apellido del primer autor vy el

ano de publicacion [Edwards 1980]. Las referencias citadas en
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detalle se encuentran ordenadas alfabéticamente en la
seccion de Bibliografia.

0 Las referencias bibliograficas se confeccionaron siguiendo
parametros de aceptacion internacional. Fuente:
http://www.library.uq.edu.au/training/citation/agps_6.pdf

0 La evidencia de un superindice numérico que aparece
posterior a un texto’®, denota una anotacién adicional o
aclaratoria cuya correspondencia se ubicara al final de la

pagina.

10 Ejemplo de nota al pie de pagina.
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Capitulo 2

Descripcion de sustancias clave y

sus propiedades

<<Si quieres saber cuan alto es un edificio,

mira sus cimientos.>>

— Andnimo.

El presente capitulo describe los principales farmacos que se
emplean durante el estudio, exponiendo sus caracteristicas,
propiedades y efectos relevantes en o6rganos clave. Una vez
descritos, serd mas sencillo encuadrar el protocolo y las aportaciones
para el manejo de la paciente con alta respuesta a la estimulacion

ovarica propuestas en esta tesis.
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2.1 La GnRH nativa

Identificada vy sintetizada en 1971 por Andrew Schally y Roger
Guillemin [Schally 1971][Burgus 1972]; la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) conocida también como: hormona
liberadora de hormona luteinizante (LHRH) o Gonadorelina, es un
decapéptido  (pGlu-His-Trp-Ser-Tir-Gli-Leu-Arg-Pro-Gli-NH2)  de
origen hipotalamico que tiene una vida media de 2-4 min [Amoss

1971] (Fig. 2.1).

GnRH-1 AC- (';i"’) Hi

Figura 2.1: Esquema del decapéptido GnRH (adaptado de [Conn
1991]).

Esta neurohormona regula simultdneamente la secrecion de
dos hormonas hipofisarias —FSH y LH - [Schally 1999]. Una
caracteristica singular de la GnRH es que debe ser liberada de forma
pulsatil para ser efectiva. La liberacidn pulsatil de GnRH en Ia
circulacion porta hipotalamo-hipdfisis estimula la sintesis y secrecion

de FSH y LH al unirse a receptores especificos (proteinas de 6-kDa)
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localizados en la superficie de los gonadotropos en la adenohipdfisis.
La cantidad de receptores GnRH es regulada por la misma GnRH de
una forma dosis y tiempo-dependiente. Dosis moderadas de GnRH o
de agonista GnRH causan una disminucidn inicial de los receptores
seguida de un incremento prolongado. Una exposicion continua de
los gonadotropos a altas concentraciones de GnRH induce una

disminucion de los sitios de union [Ortmann 1999].

La estimulacidon pulsatil de los receptores GnRH genera la
activacion de multiples mediadores que inician la exocitdsis de
gonadotrofinas e intervienen en la expresiéon de mRNA de LH y FSH
[Ortmann 1999]. Sin embargo una liberacidon no-pulsatil de GnRH o
sus analogos ocasiona una regulaciéon a la baja (downregulation) de
los receptores de GnRH y una insensibilizacion de los gonadotropos
pituitarios que conlleva la supresion de la secrecion de

gonadotrofinas [Belzet 1978][Hazum 1988].

Ademas de actuar sobre los gonadotropos, se han descrito
receptores extrapituitarios para la GnRH; incluyendo &rganos
reproductivos masculinos y femeninos; asi como numerosos tejidos
cancerigenos de endometrio, ovario y células mamarias [Hsueh

1981][Emons 1997][Casafi 2000].

En el ovario humano, las células de la granulosa expresan
receptores para GnRH [Nathwani 2000]. Durante la fase lutea —
definida como el periodo desde la ovulacién y ya sea el

establecimiento del embarazo o el inicio menstrual dos semanas

19



después [Fatemi 2007]; las células de la granulosa se constituyen en
parte fundamental del cuerpo lateo, exhibiendo una activa funcién
secretora de Progesterona, Estradiol, Inhibina A, Factor de
crecimiento derivado del endotelio (VEGF), Factor de crecimiento del
tejido conectivo (CTGF), PGE2 y PGF2a, 6-keto-PGFla, entre otras
sustancias [Oon 2000] [Wiltbank 2003] [Duncan 2005].

2.2 Los analogos de GnRH

Desde el descubrimiento de la GnRH, mds de 3000 analogos
del péptido han sido sintetizados, estas sustancias poseen mayor
vida media y bioactividad [Rahimipour 2001]. Los analogos de GnRH
se dividen en dos grandes grupos con propiedades estructurales y

bioldgicas singulares: agonistas y antagonistas de la GnRH.

2.2.1 Agonistas de la GnRH

Los agonistas GnRH fueron desarrollados mediante el
reemplazo de uno o dos aminodcidos de la molécula GnRH nativa
(Fig. 2.2) Estos cambios estructurales le confieren a estos
compuestos propiedades hidrofébicas y mayor resistencia a la

degradacién enzimatica [Filicori 1994]. Poco después de su
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descubrimiento, se evidencid que la administracién continua o
repetida de los agonistas GnRH ocasionaba un incremento
transitorio de la funciéon gonadal, seguida de un descenso y una

significativa caida de las hormonas esteroideas.

Agonista GnRH

OO 5B @@

Figura 2.2: Esquema del agonista GnRH (adaptado de [Conn 1991]).

El agonista GnRH al unirse al receptor en adenohipdfisis
ocasiona inicialmente una sefial de activacion y liberacién de
gonadotrofinas, clinicamente conocido como el efecto flare-up; esta
liberacion inicial de FSH-LH sigue los mismos mecanismos que tras la
administracion de GnRH natural. Es asi que el tiempo de unién del
agonista GnRH a su receptor es comparable al de la GnRH nativa. Sin
embargo la farmacocinética presenta algunas diferencias; el pico
natural de LH consta de tres fases y dura unas 48 horas: una fase
rapida ascendente que dura 14 horas, una meseta de 14 horas y una
fase descendente de 20 horas [Hoff 1983]). En contraparte, la

liberacion de LH inducida por los agonistas GnRH consta de sélo dos
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fases: una corta ascendente (>4h) y una larga descendente (>20h) en

total de 24-36 h [Itskovitz 1991] (Fig. 2.3).

GnRHa ;.

14h

Natural

20h

0 24h 48h

Figura 2.3: Duracion del pico de LH inducido por agonistas GnRH y en

ciclo natural (adaptado de [Itskovitz 1991]).

Los agonistas GnRH muestran una afinidad 100-200 veces
mayor por el receptor GnRH que la molécula nativa. Luego de la
unidn, el complejo agonista/receptor se internaliza en el
gonadotropo via endocitosis mediada por el receptor. Este complejo
internalizado sufre posteriormente una disociacion seguida de
degradacién del ligando y reciclaje parcial de los receptores. Sin
embargo, una exposicion sostenida del gonadotropo pituitario al
agonista GnRH reduce la respuesta de estas células a posterior

estimulacion con GnRH. Este proceso es denominado
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insensibilizacion homdloga y causa la supresion de la secrecion de
gonadotrofinas. El mecanismo exacto de la insensibilizacién
homdloga no ha sido claramente dilucidado. Se conoce que altas
concentraciones de GnRH ocasionan una reduccién en el nimero de
receptores para GnRH, este seria uno de los mecanismos para
explicar la insensibilizacion [Ortmann 1999]; sin embargo, otros

mecanismos estarian involucrados [Conn 1991] [McArdle 2002].

Debido a la supresién gonadal reversible que ocasiona, este
farmaco es utilizado en enfermedades dependientes de estas
hormonas. Los agonistas GnRH han sido aprobados para uso en
pacientes con endometriosis, cancer prostatico avanzado, y

pubertad precoz [Winkel 1994].

En TRA, este farmaco se emplea para la prevencion de la
liberacion prematura de LH durante la estimulacion ovarica desde Ia
década de los 80 [Fleming 1982]. Se conoce que la estimulacion
ovarica para FIV y el desarrollo de multiples foliculos ocasionaban un
pico prematuro de LH debido a un estimulo positivo ejercido por los
altos niveles séricos de E2 durante la fase folicular media del ciclo de
estimulacion; este fendmeno ocurria en 20 — 25% de los ciclos [Healy
1986]. Esta exposicidn precoz a altos niveles de LH ocasionaba una
luteinizacion prematura de los foliculos en crecimiento
comprometiendo los resultados o culminando en cancelaciones de
ciclo debido a un detenimiento del crecimiento folicular [Macklon

2006].
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La introduccién de los agonistas para su uso en TRA permitié
la supresion de la actividad hipofisiaria durante la estimulacion
ovdrica en FIV, lo cual resultd en una significativa reduccién de las
tasas de cancelacidn por picos prematuros de LH, mejorando los
resultados y a la vez facilitando la “sincronizacion” para realizar la

extraccion de los évulos [Smitz 1998].

Aprovechando el efecto flare-up, los agonistas GnRH pueden
emplearse para inducir la maduracidn final ovocitaria. Sin embargo,
empleados con este fin se ha evidenciado una fase lutea deficiente
asociada a disminucion de hormonas esteroideas [Beckers 2003];
siendo una acentuada lutedlisis la etiologia mds plausible [Kol 2004].
Estudios in vitro demuestran que los agonistas GnRH son capaces de
iniciar la cascada de la apoptosis en las células de la granulosa
[Takekida 2000]. Sin embargo, un efecto indirecto del agonista
podria estar relacionado con la menor vida media del pico de LH
enddgeno inducido y posterior supresion pituitaria que conllevaria a

una lutedlisis temprana [Hoff 1983] [Itskovitz 1991].

2.2.2 Antagonistas de la GnRH

Sintetizados hace mds de dos décadas [Karten 1986]; los

antagonistas GnRH son el resultado de multiples sustituciones de
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aminodcidos (posiciones 1,2,3,6,8 y 10) en la molécula nativa de
GnRH (Fig. 2.4). Las primeras generaciones de antagonistas fueron
de poca aplicacién clinica debido a efectos colaterales (reacciones
alérgicas edematogénicas y anafilactoides) producidos por la
estimulacion de mastocitos y liberacién de histamina ocasionada por
el farmaco [Morgan 1986]. Los modernos antagonistas desarrollados

estan libres de tales efectos indeseables.

Antagonista GnRH

ac— o 5 D @ G T @ I @D T — v,

Figura 2.4: Esquema del antagonista GnRH (adaptado de [Conn
1991]).

Estos compuestos son capaces de suprimir inmediatamente
la secrecion de gonadotrofinas y con ello la funcidn gonadal
[Diedrich 1994]. A diferencia del agonista, el antagonista GnRH
permanece unido a la superficie del gonadotropo por un tiempo
prolongado y su principal mecanismo de accién es el bloqueo
competitivo del receptor GnRH, ocasionando una inhibicién de la
sefial de transduccion. Los antagonistas GnRH no poseen actividad

agonista alguna, es decir no inducen la liberacidn inicial de FSH — LH
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caracteristica de los agonistas GnRH [Ortmann 1999]. Ademas, su
accién inhibitoria en hipdfisis es rapidamente reversible una vez
cesada la administracién del farmaco, y debido a la naturaleza del
blogueo competitivo de la accién de la GnRH a nivel del receptor, el
grado de supresién gonadal se podria controlar por la dosis de

antagonista administrada [Albano 1997][Fujimoto 1997].

Estos farmacos son ampliamente utilizados en protocolos de
estimulacion ovdrica, pero ademas estan indicados para el
tratamiento de endometriosis, miomas uterinos y cdanceres

hormono-dependientes [Sankaran 2008][Anderson 2009].

En TRA, los antagonistas GnRH pueden administrarse durante
la fase folicular para prevenir el pico prematuro de LH. Multiples
estudios han investigado la dosis y pauta de tratamiento en ciclos

FIV [Macklon 2006]. En general, las pautas utilizadas son:

a. El protocolo de dosis Unica: consiste en la inyeccién de 3 mg
de antagonista en fase folicular tardia (dia 8-9 de
estimulacion) [Olivennes 1998].

b. El protocolo de dosis multiple: consiste en la aplicacién de
una dosis diaria de 0,25 mg de antagonista iniciando el dia
seis de estimulacidon ovarica hasta e incluyendo el dia de la
inducciéon de la maduracién ovocitaria [Ganirelix Dose-

Finding Study Group 1998].
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c. El protocolo de dosis multiple-flexible: consiste en la
aplicacion diaria de 0,25 mg de antagonista iniciando cuando

se alcance 14-16 mm de diametro folicular [Mansour 2003].

2.2.3 Andlogos de GnRH. Estado actual en TRA

Los analogos de la GnRH se han constituido actualmente en una
sustancia ampliamente utilizada en diversidad de especialidades
como la urologia, ginecologia y especialmente reproduccion asistida.
Su actuacién sobre el gonadotropo hipofisiario, nos permite regular
farmacoldgicamente la accion de hormonas como la FSH, LH, vy, a

través de estas, a los esteroides gonadales (Fig. 2.5y 2.6).
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Figura 2.5: Esquema de los diferentes tipos de accién de la GnRH y

analogos sobre el gonadotropo pituitario.
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Figura 2.6: Esquema de la accion de agonista vs antagonista GnRH
sobre la hipodfisis. Nétese el efecto de liberacién inicial de FSH — LH
producido por el agonista (efecto flare-up); asi como su prolongado

tiempo de supresidn pituitaria posterior.

Actualmente, diversos son los andlogos GnRH comercialmente
disponibles para empleo clinico en TRA. Existen numerosos
protocolos dependiendo del efecto deseado (Tabla 2.1 y 2.2); la
descripcién en detalle de cada uno de ellos esta fuera del objetivo de
la presente Tesis, sin embargo el lector serd referido a fuentes de

referencia.
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Analogo GnRH

Principio activo

Nombre

Laboratorio

comercial
Ganirelix Orgalutran® Schering-Ploug
Antagonistas Cetrorelix Cetrotide® Merck
GnRH Antide Antide® Anaspec
Degarelix Firmagon® Ferring
Buserelina Suprefact® Sanofi Aventis
. Leuprorelina Procrin® Abbott
Agonistas -
GnRH Goserelina Zoladex® Astrazeneca
Triptorelina Decapeptyl® IPSEN
Nafarelina Synarel® SEID

Tabla 2.1: Andlogos GnRH comunmente empleados en la practica

clinica.
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Efecto Analogo GnRH / Protocolo

Protocolo largo
Agonista Protocolo corto

Protocolo stop

» _ Protocolo dosis unica
Prevencion del pico

de LH [Raga 2009] Protocolo dosis multiple

Antagonista
Protocolo dosis multiple y flexible

Protocolo CRASH [Humaidan 2005b]

Protocolo agonista-antagonista [Dolz 2009a]

Induccién de
ovulacion:

En inseminacién

En FIV Bolo de agonista GnRH (efecto flare-up)
En preservacion
de la fertilidad
[Oktay
2006][Oktay
2008]

Prevencién del

dafio gonadal Agonista y antagonista GnRH [Imai 2007]

Tratamiento del

SHO Bolo de antagonista GnRH [Bonilla 2009]

Soporte de fase

lUtea Agonista GnRH en dosis multiples [Pirard 2006]

Tabla 2.2: Diversos protocolos y modos de utilizacién de los analogos

de GnRH en TRA.
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Las propiedades particulares de agonistas y antagonistas hacen
gue estos farmacos puedan ser utilizados en diversas fases dentro
del proceso de estimulacidn ovarica. Particularmente, el agonista
GnRH puede ser empleado tanto en fase litea media del ciclo previo
(protocolo largo), como en fase folicular del ciclo de estimulaciéon
(protocolo corto) para prevenir el pico prematuro de LH; ademas su
efecto flare-up lo convierte en un adecuado inductor de la
maduracién final ovocitaria, por ultimo también se le ha descrito
como eficaz suplemento de la fase lUtea. Pocos farmacos en TRA

muestran ser tan versatiles en su uso como los agonistas GnRH.

Como se ha descrito, el antagonista GnRH permanece unido al
receptor en la superficie del gonadotropo por largo tiempo (sin
internalizarse) [Ortmann 1999] y tiene una accién inmediata y
fundamentalmente inhibitoria sobre el gonadotropo. En TRA cuando
el antagonista GnRH es empleado para prevenir el pico prematuro
de LH; permite administrar un bolo de agonista GnRH como inductor
de la maduracién final; en este caso el agonista es capaz de
desplazar al antagonista de su receptor y ocupar su lugar para
producir inicialmente el efecto flare-up y posteriormente la
insensibilizacién pituitaria 7 — 10 dias luego de su administracién por
internalizacion del complejo agonista-receptor. Esta interaccién de
propiedades de los analogos GnRH es la base del protocolo a

describir posteriormente.
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El objeto de estudio de la presente Tesis doctoral, se basa en
la propiedad del agonista GnRH de estimular la liberacién conjunta
de FSH y LH (flare-up); efecto que como se ha expuesto, es un eficaz
inductor de la maduracion final ovocitaria. Ademads, posterior a la
administraciéon de agonista GnRH en ciclo FIV, se ha observado que
acontece una lutedlisis significativa que esta ligada a una
disminucion en la presentacién de SHO; ambos mecanismos de
accion y su impacto en ciclos FIV seran objeto de estudio en la

presente Tesis doctoral.

2.3 Conclusiones del capitulo

En este capitulo se han revisado sustancias clave (y sus
propiedades farmacolégicas), sobre las cuales se asienta la aplicacion
del protocolo a estudiar. Durante el desarrollo de la Tesis se hara
frecuente mencidn al empleo y propiedades de los analogos GnRH,

especialmente al agonista GnRH.
En el transcurso de este capitulo se han descrito:

1. la fisiologia de la hormona liberadora de gonadotrofinas
GnRH: como pilar necesario para describir los analogos y sus

propiedades farmacoldgicas.
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2. la farmacologia y mecanismo de accion del agonista GnRH:
fundamentalmente el efecto flare-up, piedra angular del
protocolo de tratamiento a describir.

3. las propiedades y mecanismo de accion del antagonista
GnRH: especialmente su accidon de bloqueo y cese de accidn
inmediata sobre la hipdfisis.

4. la aplicacion clinica de los andlogos GnRH: para dar una
vision general del wuso actual de estas sustancias,

fundamentalmente en reproduccién asistida.

Toda esta descripcion ha pretendido dotar al lector del
conocimiento fundamental acerca de estas sustancias basicas en la

aplicacion del protocolo a describir en capitulos posteriores.
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Capitulo 3

La alta respuesta:
Individualizacion de pacientes y

protocolos

<<La ciencia es solo un ideal. La de hoy corrige

la de ayer, y la de maiana la de hoy.>>

— José Ortega y Gasset. Filosofo y
periodista espafiol, 1883 — 1955.

En este capitulo abarcaremos los criterios de seleccién
empleados para elegir el protocolo de estimulacién adecuado para
las pacientes susceptibles de TRA, con especial énfasis en el enfoque
diagndstico y tratamiento actual del sub-grupo de las llamadas “altas
respondedoras” a la estimulacion ovarica en FIV, grupo que supone
la poblacién de riesgo para SHO y que serian las principales

beneficiarias del protocolo objeto de esta Tesis.
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3.1 Introduccion

La estimulacién ovarica en FIV supone la administracidon
exdgena de gonadotrofinas y tiene como finalidad promover el
desarrollo multifolicular, disponer de un mayor nimero de ovocitos
para fecundacion e incrementar el nimero de embriones disponibles
para seleccion y transferencia, mejorando de esta manera la

posibilidad de gestacién tras un ciclo FIV [Fauser 2004].

Desde los inicios de la FIV, se evidencid que las pacientes
respondian de tres formas posibles a dosis similares de
gonadotropinas: una alta respuesta, una respuesta intermedia y una
baja respuesta [Ferraretti 1983]. La respuesta a la estimulacién
ovarica posiblemente representa el tamafio de la cohorte de
foliculos sensible a la FSH continuamente presentes en los ovarios y
gue esta directamente relacionada con la magnitud de la reserva
ovarica (i.e. el pool de foliculos primordiales restantes) [Gougeon

1984].

Durante la evaluacion inicial de la pareja tributaria de FIV, se
toman en cuenta diversos parametros destinados a intentar predecir
la respuesta ovarica individual y de esta forma individualizar el

protocolo y dosis de gonadotrofinas a ser administradas.
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En la Unidad de Reproduccién Asistida del hospital clinico
universitario de Valencia, los siguientes son factores mayormente
empleados para valorar la reserva ovarica y predecir la respuesta a la

estimulacion en ciclos FIV:

] Edad

a Férmula menstrual

a Recuento de foliculos antrales
a Hormona antimulleriana

a FSH y estradiol

a IMC

a Historial de respuesta ovarica previa

La descripcion en detalle de cada uno de esos parametros no
es el objetivo principal de esta Tesis; para mayor referencia el lector

es remitido a [Broekmans 2006].

3.2 Recuento de foliculos antrales y prediccion de

la respuesta ovarica

De los pardmetros mencionados, el recuento de foliculos
antrales (RFA) fase folicular temprana (dia 2-3 de ciclo) ha

demostrado ser un instrumento de relevancia clinica para predecir la
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respuesta ovdrica a la estimulacion controlada en ciclos FIV

[Frattarelli 2003][Kwee 2007][Hendriks 2007].

Recordemos que un foliculo es la estructura situada en la
corteza ovarica que contiene al ovocito; éste esta rodeado por una
capa de células de la granulosa (Fig. 3.1), aproximadamente cuando
existen ya tres capas de células en el estrato granuloso de los
foliculos pre-antrales comienzan a aparecer espacios (llenos de
liqguido) que luego confluyen y que proveen un microambiente

nutricio: el antro folicular.

Células fusiformes de Células de la Espacio antral
Ovocito la granulosa teca
Células de la
granulosa
Primordial Primario Preantral Antral

Figura 3.1 Progresion del desarrollo folicular ovarico.

Este contraste liquido permite que estos foliculos sean
facilmente visibles por ecografia transvaginal; la visidn y recuento de

foliculos entre 2 — 9 mm de didmetro en ambos ovarios al inicio del
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ciclo menstrual define al recuento de foliculos antrales [Broekmans
2009]. El nuimero de foliculos antrales se halla estrechamente
relacionado con la reserva ovdrica de la mujer [Broekmans 2004]. Un
alto recuento indica que la paciente posee una gran cantidad de
ovulos restantes en el ovario y a menudo SOP. Por el contrario una
disminuida cantidad de foliculos antrales muestra que la paciente
posee un reducido numero de ovulos y por esto un potencial de
fertilidad también reducido. Estudios observacionales indican que la
cohorte de foliculos antrales reclutados durante la transicion Iuteo-
folicular seria aproximadamente 10 por ovario [Hodgen 1982][Pache

1990] (Fig. 3.2)

5 D 0.29cm

Figura 3.2: Medicion de los foliculos antrales.
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Una vez realizada la evaluacién ecografica y en funciéon del
numero de foliculos antrales la paciente es categorizada en uno de
tres posibles grupos, segun la prediccién de la respuesta a la

estimulacidn ovdrica [Frattarelli 2003][Gdmez 2009]:

] Baja respuesta: < 5 foliculos (Fig. 3.3)
Q Normo respuesta: 5 — 15 foliculos (Fig. 3.4)
m] Alta respuesta: > 15 foliculos (Fig. 3.5)

Figura 3.3: Ecografia ovarica y recuento de foliculos antrales en

modo AVC (Automatic Volume Calculation). Baja respuesta.
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Default
Calidad altat

B99°/V120°

Figura 3.4: Ecografia ovarica y recuento de foliculos antrales en

modo AVC (Automatic Volume Calculation) . Normo respuesta.

Figura 3.5: Ecografia ovarica y recuento de foliculos antrales en

modo inverso. Alta respuesta.
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Posteriormente a la paciente se le asigna el protocolo
correspondiente segun la evaluacién descrita y de acuerdo al

siguiente diagrama (Fig. 3.6).

Evaluacion y diagndstico de la pareja estéril

! v
FIV 1A
v

Prediccion de respuesta ovarica
(seglin recuento de foliculos antrales)

' v
Baja Normal Alta
(<5) (5-15) (>15)

v ' v
Otros Protocolo Protocolo
(Protocalo largo) antagonistas antagonistas
| |
1
Respuesta ovarica

(durante la estimulacién)

' v
Normal Alta
(<15 foliculos) (> 15 foliculos)
’ v
Maduracion con hCG Bolo de agonistas

Figura 3.6: Diagrama de asignacion de protocolo segun evaluacion.
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Quiere decir que las pacientes en las cuales se presume una
alta respuesta son derivadas al protocolo antagonistas para poder
emplear el bolo de agonistas como inductor de la maduracién final

ovocitaria y prevenir de esta manera el SHO.

De igual forma, las pacientes con una prediccion de respuesta
normal, son tratadas con protocolo antagonista, los motivos para la

eleccién de este protocolo en el grupo de normorespondedoras son:

a. En este grupo de pacientes las tasas de embarazo son
similares independientemente del farmaco empleado para suprimir

el pico de LH (agonista vs antagonista) [Orvieto 2009)[Barmat 2005].

b. Si alguna de estas pacientes desarrollase una alta
respuesta durante la estimulacién con gonadotrofinas, podriamos

aun emplear el bolo de agonistas para prevenir SHO.

Las pacientes con alta respuesta a los protocolos de
estimulacion ovdrica, en general tienen un mayor porcentaje de
éxito comparadas con las de baja respuesta [Kligman 2001]
[Rosenwaks 1995]. En contraparte presentan un riesgo
incrementado de presentar SHO [Smitz 1990], complicacién clinica

potencialmente fatal.

Una gran proporciéon de pacientes que desarrollan una
respuesta exagerada a los protocolos de estimulacién presentan

Sindrome de Ovarios Poliquisticos (SOP) [The Rotterdam
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ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS consensus workshop group11 2004]
diagnosticado o encubierto. Las pacientes jovenes con hallazgos
ultrasonograficos morfolégicos de ovarios poliquisticos (> 10
foliculos de 2 — 8 mm en cada ovario), que sin embargo no cumplen
los criterios de Rotterdam para ser diagnosticadas de SOP; presentan
una respuesta clinica muy similar cuando son sometidas a

estimulacion ovarica [Kligman 2001].

Asi pues la poblacion objeto de esta tesis es la alta
respondedora, este grupo de pacientes presenta un riesgo
incrementado de presentar SHO; en ellas la aplicacion de un bolo de

agonistas reduciria esta potencial complicacion.

3.3 Alta respuesta. Definicion

Existen diferentes definiciones en la literatura sobre lo que
constituye una alta respuesta; en general se toma como referencia el
desarrollo multifolicular que supondria un riesgo para desarrollar

SHO.

! Grupo de trabajo de consenso en Sindrome de Ovarios Poliquisticos de
Réterdam auspiciado por ESHRE / ASRM.
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El concepto mayormente utilizado se basa en el total de
foliculos evidenciados por ultrasonido el dia de la maduracién final
ovocitaria, la mayoria de investigadores sostienen que un ndmero
mayor o igual a 15 foliculos de mds de 14 mm el dia de la
maduracion final ovocitaria, supone un riesgo incrementado para
desarrollar SHO [Garcia 2006]; existe sin embargo, variabilidad en

cuanto a la cifra y diametro folicular [Egbase 1999].

Otra definicion se basa en el numero de ovocitos recuperados
tras la estimulacion ovarica, la recuperaciéon de 15 o mas ovocitos

definen una alta respuesta [Rabadan 2005].

Existe por ultimo un criterio bioquimico basado en los niveles
de estradiol “maximo”. Sin embargo, sobre este punto existe una
amplisima variabilidad de criterios, segun los autores, para definir lo
gue constituye una cifra de E2 “elevado”, la cual varia desde > 3000
pg/ml [Rabadan 2005] [Tortoriello 1998] [Fluker 1999], > 4000 pg/ml
[Ho 2003], > 6000 pg/ml [Egbase 1999] hasta > 10,000 pmol/L
[Hendriks 2004].

De los factores mencionados, el numero de foliculos puede
eficazmente discriminar las pacientes en riesgo de desarrollar SHO

de importancia clinica [Papanikolaou 2006].

3.4 Manejo de la alta respondedora. Estado actual
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Se han sugerido varios métodos para prevenir una alta
respuesta a los protocolos de estimulacidn; en primer lugar debemos
tener en cuenta por las caracteristicas clinicas o antecedentes de la
paciente su riesgo de responder a la estimulacion de forma
“exagerada” basandonos en la historia clinica asi como en las
pruebas auxiliares especialmente la ultrasonografia; la identificaciéon
adecuada de una paciente de riesgo nos permitird adoptar la

estrategia de estimulacion mas acorde al perfil de la paciente.

3.4.1 Identificacion de la alta respondedora

0 Joven (<35 afos) [Golan 1988]

0 Delgada [Navot 1988]

0 Alérgica [Enskog 1999]

o Sindrome de ovario poliquistico (Oligo-amenorrea, obesidad,
hirsutismo) [Schenker 1978] [Navot 1992]

0 Identificacidon ecografica de ovarios de aspecto poliquistico (>
10 foliculos antrales de 2 — 8 mm con estroma denso)
[Kligman 2001] (Fig. 3.7)

o Antecedente de alta respuesta y/o SHO [Aboulghar 1996]
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Figura 3.7: Ecografia ovarica y recuento de foliculos antrales en

modo AVC (Automatic Volume Calculation). Ovarios poliquisticos.

3.4.2 Actuacion clinica frente a la alta respuesta

a. Antes de la estimulacion

Una vez identificada la paciente con riesgo de alta respuesta, se
han descrito una serie de medidas preventivas, que describiremos

a continuacion:

a.1 Hiperestimulacidn ovarica controlada individualizada
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Se han descrito diversos protocolos de estimulaciéon que
pueden ser utilizados en estas pacientes, tales como [Dolz

2009b]:

O Step-up (FSH a dosis crecientes)

o Step-down (FSH a dosis decrecientes)

0 Protocolos en secuencia (Step-up inicial seguido de step-
down)

0 Los mencionados protocolos se complementan con

supresores hipofisarios analogos de la GnRH.

a.2 Empleo de antagonistas

Articulos recientes muestran que tras un protocolo largo con
agonistas, en el cual se evidencia un crecimiento folicular
acelerado o signos de riesgo, la sustitucion por antagonistas,

disminuiria el riesgo de SHO [Gustofson 2006].

b. Durante la estimulacion

Se han descrito varios métodos para prevenir el SHO o disminuir
su severidad una vez iniciada la estimulacién ovarica y confirmada
una alta respuesta. Se recomienda precaucién cuando se evidencien

alguno de los siguientes indicadores de riesgo [The Practice
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Committee of the American Society for Reproductive Medicine®?

2004]:

0 Niveles de E2 de elevacion rapida
o Niveles de E2 > 2500 pg/ml

0 Gran numero de foliculos de tamano intermedio (10—-14 mm)

b.1 Diferir la maduracidon ovocitaria con hCG y cancelacién el

ciclo

Es la estrategia empleada mds antigua y la mas efectiva en
prevenir la presentacién del SHO ante una alta respuesta. Sin
embargo es empleada solamente por una minoria médica, debido a
gue conllevaria la pérdida de un ciclo de tratamiento en el cual ha
sido depositada la confianza de una pareja [Delvigne 2001]. Ademas
los pardmetros para cancelar un ciclo no estan plenamente definidos
existiendo en la literatura una amplia diferencia entre centros

[Schenker 1993] [Haning 1983] [Blankstein 1987].

En las pacientes estimuladas empleando un protocolo largo
con agonistas GnRH, conjuntamente al cese de la aplicacidon de FSH,
se mantendra el andlogo hasta la presencia de sangrado menstrual
en las pacientes; ya que esta estrategia aceleraria la involucién de

cuerpos luteos mejorando la sintomatologia [Risk 1991]. Asimismo

12 ey s 1 . . .. .
Comité practico de la sociedad americana de medicina reproductiva.
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se recomienda la abstinencia sexual ante el riesgo de ovulacion

espontdnea que podria conllevar embarazo multiple y SHO tardio.

b.2 Reduccién de la dosis de hCG para maduracién final

La recuperacion ovocitaria descrita cuando se emplearon dosis
de 2000 Ul de hCG, mostré una reduccion significativa, comparada
con dosis de 5000 y 10000 Ul de hCG que demostraron tasas
comparables [Abdalla 1987]. En pacientes con alta respuesta, por lo

tanto, la dosis de hCG a emplear seria de 5000 Ul [Whelan 2000].

b.3 HCG recombinante (hCGr) para maduracién final ovocitaria

Estudios clinicos aleatorizados han demostrado que una dosis
de 250 ug de hCGr es tan efectiva como una dosis de 10000 Ul de
hCG para inducir maduracion ovocitaria; asimismo las tasas de SHO
son similares [Driscoll 2000], por lo tanto emplear hCGr no ofrece

ventaja alguna para disminuir el riesgo de SHO en estas pacientes.

b.4 LH recombinante (LHr) para maduracién final ovocitaria

Dada la evidencia que brinda a la hCG empleada para
maduracién ovocitaria un rol mediador en la aparicién del SHO
(debido probablemente al efecto luteotrépico duradero ejercido por
hCG), una estrategia consiste en emplear la LHr en lugar de hCG para

maduracion folicular.
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Bajo condiciones fisioldgicas, la ovulacidon se produce debido
a un pico en la concentracién de LH. Un estudio sobre LHr [The
European Recombinant LH Study Group 2001], demostré que una
dosis Unica de este medicamento (20000 Ul) era efectiva en inducir
la maduracién final y mostraba una reduccion significativa de SHO
comparado con hCG. Sin embargo; la aplicaciéon prdctica de este
protocolo resulta sumamente dificil, debido a que esta dosis no se

encuentra comercialmente disponible [Ludwig 2003].

b.5 Coasting

Descrita a finales de los 80 y principios de los 90 [Rabinovici
1987] [Urman 1992] [Sher 1993]. Es la técnica mas difundida ante
una alta respuesta [Delvigne 2001]; aunque no elimina el 100% de

los casos de SHO.

Se basa en la aceptacion de que los niveles de E2 el dia de la
maduracion ovocitaria predice el riesgo para SHO. Cuando una
paciente considerada de riesgo presenta niveles “elevados” de E2, se
suspenden las dosis de FSH, continuando con los farmacos
blogueadores de la hipdfisis (agonistas o antagonistas), hasta que los
niveles de estradiol desciendan a un “nivel seguro”. En general se
suspenden las gonadotropinas cuando se alcanza un nivel de E2 >
3000 pg/ml; aunque no existe un consenso absoluto en esta cifra
[Delvigne 2001]. Posteriormente, se inicia un control exhaustivo de
los niveles de E2 que se lleva a cabo hasta que descienda hasta

“cierto nivel”, igualmente no existe consenso en dicho nivel
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considerado “seguro” aunque la mayoria de centros emplean una
cifra de E2 < 3500 pg/ml para inducir la maduracién final ovocitaria

con hCG [Rabaddan 2005].

Un problema final lo plantea el correcto empleo del coasting
ya que se ha visto una disminucién de la calidad ovocitaria
[Aboulghar 1997], fecundacidn [Laufer 1984], y de las tasas de
implantacion que estan en relacién estrecha con el tiempo que
transcurre desde la suspension de las gonadotropinas hasta la
aplicacion de la hCG; que llevan a sugerir a algunos autores la
necesidad de congelar los embriones si el coasting dura mas de 3
dias [Ulug 2002], sin embargo, estudios retrospectivos con nimero
importantes de pacientes sélo hallaron una disminucion en la tasa
de ovocitos recuperados pero no en otros parametros de calidad

ovocitaria o implantacién [Delvigne 2002b] [Tortoriello 1998].

La ausencia de estudios de calidad sobre el tema limita en
gran medida las conclusiones sobre la efectividad del coasting en la
prevencion de SHO como fuese recientemente publicado por la base

de datos Cochrane [Delvigne 2002a].

b.6 Criopreservaciéon de embriones

Una alternativa a la cancelacion del ciclo, es administrar la hCG,
recuperar los ovocitos, fecundarlos y proceder a su criopreservacion.
Al emplear esta estrategia se evita el riesgo de SHO tardio ya que no

se expone a la paciente a hCG enddgena producida por el trofoblasto
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implantado; sin embargo el riesgo de SHO temprano no se elimina

totalmente ya que se expone a la paciente a hCG exdgena.

Los resultados controvertidos en FIV con este procedimiento
[Amso 1990] [Benadiva 1997] [Endo 2002], la necesidad de contar
con un programa de congelacién/descongelacion efectivo (no
siempre disponible en todos los centros) y la percepcién entre los
especialistas de que los ciclos de descongelacidn tienen un impacto
negativo en las tasas de gestacion, hacen que esta técnica no sea

empleada como primera eleccién [Delvigne 2001].

b.7 Administracion de cabergolina

El SHO es el resultado de un incremento de la permeabilidad
vascular ocasionado por la produccién de factores vasoactivos
producidos en el ovario/cuerpo luteo (e.g., VEGF). En modelos
animales se ha descrito que la cabergolina (agonista del receptor 2
de dopamina) inactiva sustancias como el VEGF disminuyendo de
esta forma la permeabilidad ovdrica. Estudios recientes en ciclos de
ovodonacién [Alvarez 2007] sugieren un papel preventivo potencial

pendiente de mayor evaluacién [Soares 2008].

b.8 Agonistas de la GnRH para maduracion final ovocitaria

Técnica objeto de la presente Tesis y que serd desarrollada en

amplitud en los capitulos siguientes.
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c. Otras estrategias

c.1 Aspiracidn folicular temprana unilateral

La hemorragia intrafolicular inducida por la punciéon ovarica
tiene un impacto negativo en la funcion del cuerpo luteo como fuese

descrito a principios de los 90 [Gonen 1991].

Alguna evidencia sostiene que la aspiracién de células de la
granulosa disminuiria los niveles circulantes de mediadores quimicos
implicados en la aparicién del SHO aunque este hecho no estd
exento de controversias en la aplicaciéon practica [Laufer 1990]
[Egbase 1997]. Este hecho aunado a la necesidad de dos tiempos
quirurgicos incide en la poca utilizacién de esta estrategia [Delvigne

2002c].

Sin embargo como extensién de este principio se ha
convertido en practica comun la meticulosa puncién y aspiracién de
todos los foliculos estimulados durante la recuperacién ovocitaria de
la paciente con alta respuesta; conducta que realizamos en nuestra

practica.
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c.2 Electrocauterizacion ovdrica por laparoscopia o

fertiloscopia

En pacientes con SOP, la destruccién de foliculos en la
superficie ovdrica ha sido empleada por algunos autores para
prevenir SHO. El abordaje quirdrgico varia desde laparotomia,
laparoscopia y recientemente se ha descrito la técnica mediante
fertiloscopia [Fernandez 2004] (Fig. 3.8 y 3.9). Aunque los datos
preliminares disponibles sobre esta técnica son alentadores [Fukaya
1995] [Rimington 1997]; la naturaleza invasiva de este
procedimiento asociado a sus potenciales complicaciones
(adhesiones, pérdida de tejido ovarico) hacen que su aplicacion en
pacientes con SOP se restringa a casos excepcionales y como ultimo

recurso [Delvigne 2001].

Trompa

Ovario

Figura 3.8: Electrocauterizacidn ovarica laparoscépica. Notese la

destruccidn folicular en la superficie ovarica.
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a. Fertiloscopio
b. Douglas con liguido

Figura 3.9: Electrocauterizacion ovarica por fertiloscopia. Esquema

de la técnica (izquierda). Detalle de la perforacion ovarica (derecha).

3.5 Conclusiones del capitulo

En este capitulo se ha revisado el enfoque diagndstico de la
paciente tributaria de FIV, con especial énfasis en el diagndstico de
la alta respondedora; mostrandose el RFA como una herramienta de
suma importancia para la predicciéon de la respuesta ovarica a los
protocolos de estimulacion. Ademads, se ha descrito la forma de
dirigir a la paciente con alta respuesta a la estimulacién ovarica. El

desarrollo de este capitulo ha permitido exponer que:

» La apropiada identificacion de las pacientes con riesgo de alta
respuesta, en particular las pacientes con ovarios
poliquisticos o SOP, permite una adecuada individualizacién

de protocolos de estimulacidn seguros y eficaces.
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» El SHO constituye la consecuencia clinica de riesgo mas
importante de las pacientes con alta respuesta.

» Hasta el momento, ninguna de las estrategias de prevencién
empleadas; exceptuando a la cancelacién del ciclo, es
totalmente eficaz. Sin embargo, la mayoria de las técnicas
empleadas disminuye la incidencia en pacientes con alta
respuesta con riesgo de SHO.

» A pesar de la amplia utilizaciéon del coasting para prevenir
SHO, no existe evidencia que sugiera (0 no) su uso en
preferencia a otras estrategias. Asimismo no existe consenso

estandarizado en su forma de uso.
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Capitulo 4

Diseno del estudio

<< El buen carpintero mide dos veces, corta una.>>

— Proverbio hondureno.

En este capitulo se describird en detalle el proyecto del
estudio, incluyendo la metodologia empleada; la inclusion de
pacientes, el protocolo a emplear, asi como los objetivos

pretendidos.
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4.1 Hipétesis de trabajo

La hiperestimulacién ovarica controlada, tiene al SHO como la
complicacién mas grave. Este sindrome, que potencialmente puede
poner en peligro la vida de las pacientes, se caracteriza por:
aumento del tamafio ovarico, ascitis, derrame pleural,
hemoconcentracidn, oliguria y tromboembolismo. El SHO de inicio
temprano ocurre antes de 10 dias tras la induccién de la maduracién
final ovocitaria; el tardio se presenta luego de transcurridos 10 dias

[Papanikolaou 2006].

Estudios previos sefialan una tendencia a disminuir la
incidencia de SHO cuando se emplean protocolos con antagonistas.
En un reciente estudio que incluyé alrededor de 2500 ciclos, se halld
una incidencia global de 2.1% de SHO (temprano: 1.2%; tardio: 0.9%)
en protocolos con antagonistas GnRH, comparado con un 3.3%
previamente descrito en protocolo largo con agonistas GnRH
[Papanikolaou 2006][Mathur 2000]. Una revisién Cochrane seiala
gue el tratamiento con antagonistas GnRH se asocia a una reduccion
significativa del riesgo de SHO severo, en comparacion con el uso de
agonistas GnRH [Al-Inany 2007]. La hCG se utilizé en todos estos
estudios para inducir la maduracion final ovocitaria. Hasta el
momento, ningln estudio a gran escala ha investigado la incidencia

de SHO cuando se utiliza un agonista GnRH para la maduracion final,

60



y especificamente ninguno ha sido enfocado en la paciente con alta

respuesta.

Adicionalmente, y con la finalidad de disminuir la alta tasa de
aborto temprano asociada a este protocolo en comparacién con el
empleo de hCG; se pretende explorar el soporte de fase Idtea con

dosis bajas de hCG en el grupo de pacientes con alta respuesta.

4.2 Objetivo

El objetivo del presente estudio es, a gran escala:

= Valorar la incidencia de SHO (formas moderada y severa) en
mujeres con alta respuesta (definida como el hallazgo de mas
de 14 foliculos > 14 mm el dia de la induccién final ovocitaria)
sometidas a maduracién final ovocitaria con un bolo de
agonista GnRH, en ciclos FIV/ICSI con protocolo de

antagonistas GnRH.
y concomitantemente,

= Explorar el efecto clinico de la utilizacién de dosis bajas de

hCG como soporte de fase lUtea en este protocolo.

61



4.3 Diseino del estudio

En una fase inicial el disefio del estudio fue prospectivo y
comparativo. Tras la maduracién final ovocitaria con un bolo de
agonista GnRH, se procedid a separar aleatoriamente a las pacientes
en dos grupos segun el soporte de fase lutea utilizado. Grupo uno
(fase lutea con dosis estandar de progesterona: 600 mg/dia): 71
pacientes y Grupo 2 (fase Iutea con P4 mds dosis bajas de hCG): 71
pacientes; para alcanzar 80% de poder de deteccion de una
diferencia entre proporciones de grupo de 0,1700. Sin embargo, este
disefio tuvo que abandonarse prematuramente debido al pobre

resultado reproductivo en uno de los brazos.

Finalmente, la investigacién fue redirigida hacia un estudio de
cohortes, observacional, secuencial, no controlado, prospectivo de
analisis retrospectivo; y que incluyd un total de 192 pacientes en

cuatro afios de estudio.
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4.4 Pacientes

4.4.1 Criterios de inclusion

= El principal criterio de inclusion fue la alta respuesta a la
estimulacion ovdrica en ciclos FIV o ICSI: presencia de > 15
foliculos > 14 mm el dia de la maduracién final ovocitaria
[Papanikolaou 2006].

= Fueron incluidas pacientes en su ler, 2do o 3er ciclo.

4.4.2 Criterios de exclusion

= Alteraciones médicas significativas en la paciente (diabetes,
epilepsia, enfermedad renal, trastornos metabdlicos, etc.)
incluso si los criterios de inclusion fuesen cumplidos.

= E| SOP per se no se considerd criterio de exclusion.

4.4.3 Grupos de tratamiento
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En su primera etapa (principios de 2002), tras la maduracién
final ovocitaria con bolo de agonista GnRH, las pacientes fueron
asignadas a uno de los siguientes grupos de acuerdo al soporte de

fase lutea empleado:
Grupo A: Progesterona vaginal 600 mg/dia

Grupo B: Progesterona vaginal 600 mg/dia mas 1000 Ul
de hCG i.m. (tres dosis).

Sin embargo, este disefio se interrumpid precozmente debido
a la baja tasa de embarazos (1/15) en el grupo A, comparada con el B
(7/15). Este hallazgo planteaba serias cuestiones éticas para

continuar con esta linea de investigacion.

El disefio del estudio fue entonces reorientado y todas las
pacientes recibieron soporte de fase litea con hCG, siendo incluidas

de acuerdo a la siguiente secuencia:
De 2002 —2003: Grupo A: 44 pacientes (1000 Ul de hCG)
De 2003 — 2005: Grupo B: 115 pacientes (500 Ul de hCG)

De 2005 — 2006: Grupo C: 33 pacientes (250 Ul de hCG)

4.5 Lugar de ejecucion
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Este proyecto fue realizado en la Unidad de Reproduccién

Asistida del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

4.6 Material y métodos

4.6.1 Protocolo de estimulacion

Todas las pacientes recibieron una dosis fija de 150 — 200 Ul
de FSH recombinante (Gonal-F®; Laboratorios Serono; A. Madrid,
Espafia) para la estimulaciéon ovarica, iniciando el 2do o 3er dia del
ciclo menstrual. La dosis inicial fue pautada segun el recuento de
foliculos antrales y los criterios descritos en el capitulo 3. Tras seis
dias de estimulacién, la dosis de FSH podia ser ajustada segun la
respuesta ovarica. La prevencién del pico prematuro de LH se realizd
con 0,25 mg de antagonista GnRH (Cetrotide®; Serono Internacional
S.A. Ginebra, Suiza) iniciando cuando el foliculo dominante tuviese >
14 mm de didmetro maximo hasta e incluyendo el dia de la

induccion de la maduracion final ovocitaria.
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La induccion de la maduracidn final se realizé con una dosis
Unica de 1,5 mg de acetato de leuprolide (Procrin®, Abbott S.A.
Madrid, Espafia) s.c. cuando dos o mas foliculos alcanzaron un
tamaino de 18 - 20 mm. El soporte de fase lutea se inicié el dia
posterior a la puncidn ovarica/captura ovocitaria (PO) y se
administraron dosis fijas de hCG (via i.m.) (Lepori® Farma-Lepori.
Barcelona, Espafia) cada tercer dia (PO+1, PO+4 y PO+7) tres dosis en
total, adicionalmente se administré progesterona via vaginal (200
mg x 3)(Progeffik® EFFIK Laboratorios, S.A. Madrid, Espafia) iniciando
al dia siguiente de la PO y al menos hasta la prueba de embarazo. En
caso de gestacion la P4 fue continuada hasta la semana 12 de

embarazo (Fig. 4.1y 4.2).
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PROTOCOLO DE ESTIMULACION

Dia 2-3 de ciclo ECO transvaginal (RFA). Inicio
de estimulacion con 150 — 200 Ul de FSH.
Continuar

Dia 6 de estimulacion ECO de control. Regular
dosis de FSH si es requerido. Introducir el
antagonista GnRH si foliculos = 14 mm.
Continuar

Monitorizacion cada 2 — 3 dias.

o l

2 foliculos de 18-20 mm

Dia de la induccidon de la maduracion final

ovocitaria 1,5 mg de acetato de leuprolide s.c.

35 horas

A

Puncidn ovdrica / Captura de ovocitos

l

Randomizacién

A Y

Soporte fase lutea: Soporte fase lutea:
Progesterona Progesterona vaginal 600
vaginal 600 mg/dia mg/dia mds hCG (3 dosis)
i
+ 5 | |
SUSPENDIDO 1000 Ul 500 Ul 250 Ul

Figura 4.1: Esquema del protocolo de estimulacién para manejo de
pacientes con alta respuesta. ECO, ecografia. RFA, recuento de

foliculos antrales.
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En fase lutea, se exploraron tres dosis diferentes de hCG
como suplemento distribuidos en los grupos A — C durante anos
consecutivos: Grupo A (n=44): 1000 Ul; Grupo B (n=115): 500 Ul y
Grupo C (n=33): 250 IU.

L.

Cetrorelix L »,
0,25 mg/d
d
| K] e

Leuprolide A A A

Acetate 0,3 ml ] T i
L - of X
hCG hce

Figura 4.2: Esquema del protocolo de tratamiento y soporte de fase
[Utea. Se utilizaron 150 — 200 Ul de FSH recombinante (FSHr). 0.25
mg/dia de antagonista GnRH se afiadieron al alcanzar 14 mm el
foliculo dominante. La induccién final se realiz6 con 1,5 mg de
acetato de leuprolide. El soporte de la fase lutea incluyd tres dosis

de hCG (250 — 1000 UI).

Al inicio del estudio la dosis de hCG en fase litea se pautd
teniendo en cuenta las dosis usuales empleadas en ciclos FIV: 2500
Ul [Pefarrubia 1998]. Sin embargo al tratarse de altas
respondedoras la dosis fue fraccionada (tres dosis de 1000 Ul).
Luego de un afio de empleado este protocolo y tras un analisis

interno, se procedio a reducir la dosis a 500 Ul, el mismo proceso se
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realizé tras dos afios con esta segunda dosis hasta llegar finalmente

a 250 Ul para soporte de fase lutea.

4.7 Aspiracion ovocitaria, cultivo, transferencia de

embriones

La captura ovocitaria se pauté 35 horas tras la administracion
del agonista GnRH mediante puncidn-aspiracion transvaginal guiada
ecograficamente con sonda vaginal de 5 MHz (ALOKA SSD-1400,
Aloka Co. Ltd. Tokio, Japan); con aspirador Labotec 4014, (Gottingen,
Germany) y agujas 18G (Cook® medical, USA) y vacio entre 160 — 180
mmHg. Los ovocitos recuperados se inseminaron con FIV o ICSI,

segun la calidad seminal.

Figura 4.3: Material quirdrgico para la captura ovocitaria. HCUV.
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La seleccion embrionaria se realizé de acuerdo a criterios
morfoldgicos previamente descritos [Veeck 1990]. Todos los
embriones fueron transferidos empleando catéteres suaves
(Labotect GMBH Labor-Technik_Gottingen) y bajo guia ecografica
(Aloka ultrasound 1400 y sonda abdominal de 3,5 MHz).

4.8 Embarazo

Una gestacién bioquimica fue definida por la positividad de
un test de hCG en orina (hCG in urine with on-board controls,
Inverness medical, Unipath Ltd, Bedford, UK) 14 dias luego de la

transferencia embrionaria.

El embarazo clinico fue definido como la verificaciéon de un
saco gestacional intradtero con actividad cardiaca presente 3

semanas luego del test de hCG en orina positivo.

4.9 Clasificacion del SHO
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El SHO fue clasificado de acuerdo a la sintomatologia,
evaluaciéon clinica, ultrasonografia y hallazgos de laboratorio,
siguiendo criterios de clasificacion previamente descritos [Golan
1989]. Debido a que las formas leves del sindrome carecen de
relevancia clinica, Unicamente las formas moderada y severa de SHO

fueron incluidas en el analisis estadistico.

= SHO Moderado: Definido por distension abdominal y
malestar, nduseas con o sin vémito, evidencia ecografica de
ascitis, tamafo ovarico de 8 — 12 cm, hematocrito de < 45%.

= SHO Severo: Definido por ascitis con o sin hidrotérax, tamafio
ovarico variable, hematocrito > 45%, , leucocitosis (> 15.000),

oliguria.

4.10 Monitorizacion del ciclo de estimulacion

4.10.1 Ultrasonido

Todas las pacientes fueron sometidas a una ecografia el dia 2
6 3 del ciclo antes de iniciar la estimulacion, luego al 6to dia de

estimulacién y posteriormente segun la respuesta ovarica.
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4.10.2 Induccion de la ovulacion

La induccion de la maduracidon final ovocitaria se realizd al

verificar dos o mds foliculos de 18 — 20 mm de didmetro mayor.

4.11 Analitica hormonal

Para el analisis hormonal se obtuvo una muestra de sangre
venosa periférica, 1 x 10 ml, de la cual se obtuvo aprox. 4 — 5 ml de
suero que fue enviado al laboratorio central de HCUV para analisis.
Los niveles de E2 fueron analizados el dia de la maduracién final
ovocitaria (enzyme immunoassay kit, Vidas, Biomerieux, France). La
variabilidad intra e interensayo para E2 fue de 2,3% y 3,9%

respectivamente. Las unidades se expresan en pg/ml.

4.12 Criterios de valoracion
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4.12.1 Principales

. Frecuencia del SHO (moderado y severo)
= Tasa de embarazo / ciclo
= Tasa de embarazo clinico / ciclo

4.12.2 Secundarios

= Dias de estimulacion
= Niveles de estradiol el dia de la maduracidn final
= Numero de ovocitos recuperados

=  NuUmero de embriones transferidos

4.13 Analisis estadistico

Los datos se procesaron utilizando el software Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) 13.0 (SPSS Inc., USA) y los valores

expresados como media +- DE y en porcentaje cuando era aplicable.
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Tomando en consideracion que los grupos no eran equivalentes en
ndmero ni en tiempo de evaluacién, el andlisis entre grupos se
realizd empleando el test no paramétrico de Kruskall Wallis y el test
X* para las proporciones. Un valor de p < 0,05 fue considerado como

estadisticamente significativo.

4.14 Informacion e inclusion de pacientes

A las pacientes que cumplian los criterios de inclusion se les
ofrecia verbalmente la participacién en el estudio. Dada Ia
aceptaciéon verbal se procedia a la firma del consentimiento

informado.

4.15 Etica

Segln un estudio piloto interno en la URA del Hospital Clinico
Universitario de Valencia (datos no publicados), la inclusién de las
pacientes en el presente estudio no alteraba sus posibilidades de
conseguir una gestacién. Mas aun, concerniente al SHO el mismo

estudio piloto sugirid una reduccién en la incidencia cuando se
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empleaba el agonista GnRH para inducir la maduracién final
ovocitaria. Consideramos que los criterios de la declaracién de
Helsinki*® acerca de las buenas practicas clinicas fueron cumplidos

en el presente estudio.

B Declaracién de Helsinki de la Asociacién Médica Mundial, disponible en:

http://www.wma.net/es/30publications/10policies/b3/index.html
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Capitulo 5

Resultados

<< Una libra de aprendizaje requiere unas diez libras de

sentido comun para aprovecharla.>>

— Proverbio persa.

En este estudio se incluyen 192 ciclos de pacientes;
subdivididas en tres grupos de acuerdo a la dosis de hCG empleada
en la fase lUtea, todas ellas sometidas a ciclos de fecundacidn in vitro

(Fig. 5.1):

=  Grupo A: 44 ciclos; 1000 Ul de hCG empleada.
=  Grupo B: 115 ciclos; 500 Ul de hCG empleada.
=  Grupo C: 33 ciclos; 250 Ul de hCG empleada.
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N2 de pacientes

Figura 5.1: Numero y distribucidén de pacientes segun la utilizacién
de hCG en fase lutea. Grupo A: 1000 Ul, Grupo B: 500 Ul, Grupo C:
250 UI.

5.1 Datos generales

El nimero de pacientes incluido fue: 44, 115 y 33 en los
grupos A, B y C respectivamente. Los tres grupos fueron
comparables segun edad, dias de estimulacion y niveles de E2 el dia

de la maduracion final ovocitaria. Los niveles de estradiol fueron
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2371 +- 1205, 2506 +- 1460 and 2834 +- 1332 pg/ml, en los grupos A,

By C respectivamente (Tabla 5.1).

5.2 Resultado clinico

Un numero similar de ovocitos fue recuperado en los grupos
Ay C, 159 + 60 and 17,8 +- 8,1, respectivamente.
Significativamente menos ovocitos se recuperaron en el grupo B:
13,4 + 7,1 (p = 0,001). Significativamente mas embriones se
obtuvieron en el grupo C: 8,3 +- 5,6 vs grupo A: 6,2 +- 6,2 y grupo B:
5,4 +- 3,6 (p = 0,001). La media de embriones transferidos fue 2,6 +-
0,5enelgrupoA; 2,1+ 0,4enelgrupoBy1,9+-0,5en el grupoC,
mostrando diferencias entre los tres grupos (p = 0,0001), sin
embargo, este hallazgo se podria correlacionar con la tendencia

actual de disminuir el nUmero de embriones a transferir (Tabla 5.2).

5.3 Resultado reproductivo

79



La tasa de embarazo fue de 54,4%; 51,3% and 50% en los
grupos A, By C respectivamente, y las tasas de embarazo clinico por

ciclo fueron 47,2%; 42,8% y 40,3% (Tabla 5.2).

5.4 SHO

Un total de 15/192 pacientes (7,8%) desarroll6 SHO
moderado o severo. Cuatro pacientes (9,1%) en el grupo A, 3
pacientes (2,6%) en el grupo B y 1 paciente (3,0%) en el grupo C
desarrollaron SHO moderado. Con respecto al SHO severo: 2
pacientes (4,5%) en el grupo A, 4 pacientes (3,5%) en el grupo By 1
paciente (3,0%) en el grupo C desarrollaron sintomas severos; no
hallandose diferencias diferencias entre los grupos (Tabla 5.3). La
gran mayoria,-85,7% (6 de 7) de los casos severos fue SHO de inicio

tardio, y un 66,7% ocurrié en gestaciones multiples (Fig. 5.2).
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Grupo A Grupo B Grupo C Total
1000 Ul hCG 500 Ul hCG 250 Ul hCG
N° de pacientes 44 115 33 192
Edad (afios) 335+-34 32,6 +-3,5 32,1+ 3,4 32,7+-35
Estimulacion (dias) 8,5+-1,3 93+-21 94 +-27 9,1+-21
E2 el dia de la ovulacion (pg/ml) 2371 +- 1205 2506 +- 1460 2834 +- 1332 2531 +- 1366

Valores presentados como media +- DE

Empleando el test de Kruskal Wallis no se hallaron diferencias significativas
E2 = estradiol; hCG = gonadotropina coriénica humana

Tabla 5.1: Edad de las pacientes y caracteristicas de la estimulacién ovarica.
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Grupo A Grupo B Grupo C 0 Total
1000 Ul hCG 500 Ul hCG 250 Ul hCG
N° de pacientes 44 115 33 - 192
Ovaocitos recuperados 159 +-6,0° 134 +-7,1° 17,8 +-8,1° 0,001 14,8 +-7,2
Embriones por ovocito % 39° 40° 46° 0,0001 41,6
Embriones transferidos 26+-05% 2,1+-0,4° 1,9+05° 0,0001 21+-05
Tasa de embarazo (%) 24/44 (54,5) 59/115 (51,3) 16/33 (50) NS 99/192 (51,8)
Embarazo clinico (%) 21/44 (47,2) 49/115 (42,8) 13/33 (40,3) NS 83/192 (43,4)

Los valores se representan como media +- DE y en porcentaje (%) cuando sea aplicable

2b¢ Denota diferencia significativa entre los valores

Los valores mostrados como media +- DE fueron evaluados mediante el test de Kruskal Wallis

Los valores mostrados como porcentaje fueron evaluados mediante el test chi-cuadrado

hCG: gonadotropina coriénica humana; NS: estadisticamente no significativo

Tabla 5.2: Resultados del ciclo de tratamiento.
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Grupo A Grupo B Grupo C

p Total
1000 Ul hCG 500 Ul hCG 250 Ul hCG
N° de pacientes 44 115 33 - 192
SHO moderado n (%) 49,1) 3(2,6) 1(3.0) 0,172 8 (4,2)
SHO severo n (%) 2 (4,5) 4 (3,5) 1(3.0) 0,923 7 (3,6)

Los valores mostrados en porcentaje (%) fueron evaluados mediante el test de chi-cuadrado no hallandose diferencias significativas.

Tabla 5.3: Incidencia del sindrome de hiperestimulacién ovdrica.

83



177

[ Sin SHO [] SHO temprano B Gestacion multiple
B SHO moderado [] SHO tardio ] Gestacién tnica
[] SHO severo

Figura 5.2: NUumero de casos y distribucién del SHO. Nétese la preponderancia de SHO tardio asociado a gestacién

multiple en la gran mayoria de casos de SHO severo. SHO: Sindrome de Hiperestimulacion Ovarica.
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Capitulo 6

Discusion

<<Lo importante es no dejar de hacerse preguntas.>>

— Albert Einstein, 1879 — 1955.

El presente estudio representa un gran esfuerzo enfocado
en la paciente de alto riesgo para SHO, valorando la eficacia y
seguridad de suplementar la fase |Utea con dosis bajas de hCG tras la
maduracion final ovocitaria con un agonista GnRH. El resultado
muestra que empleando este protocolo se logra normalizar el
resultado reproductivo en ciclos de fecundacidon in vitro. Con
respecto al SHO, se encontrd una frecuencia global de 4,2% y 3,6%
para los casos moderado y severo respectivamente; ademas se
evidencid una clara tendencia a tener menos casos de SHO de

relevancia clinica al emplear menores dosis de hCG como soporte de
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fase lutea, y muy importante, se pone de manifiesto una clara
relacion entre los embarazos multiples y la presentacion de SHO

severo al emplear este protocolo.

Publicaciones previas muestran una baja tasa de resultados
reproductivos al emplear agonistas GhRH como agentes inductores
de la maduracidn final ovocitaria [Babayof 2006][ltskovitz 2000][Kol
2005][Humaidan 2005a][Kolibianakis 2005]. Este agente es
responsable de ocasionar una fase lUtea sub-dptima asociada a
niveles bajos de hormonas esteroideas y un acortamiento de la fase
[utea [Segal 1992][Balasch 1995]; la disminucién de los niveles
hormonales esteroideos puede llegar a ser abrupta (especialmente
en las pacientes con alta respuesta) ocasionando inestabilidad
endometrial y comprometiendo receptividad e implantacion
[Sharara 1999]. Sin embargo, este proceso deletéreo podria ser
contrarrestado por la potente accién luteotrdopica de la hCG,
restaurando la fase lutea [Humaidan 2006]. La consecuencia clinica
es la normalizacion de las tasas de embarazo mostradas en el
presente estudio que mostrd una tasa global de embarazo del 51,8%
y un embarazo clinico del 43,4%. Estos resultados constituyen las
tasas “esperadas” en esta poblaciéon y concuerdan con recientes

publicaciones al respecto [Humaidan 2006].

Con la introduccién de los antagonistas GnRH en ciclos FIV,
revisiones recientes han mostrado una disminucién en la

presentacion de SHO severo [Al-Inany 2007]. Mas aun, combinando
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el protocolo de antagonistas con la maduracién final empleando un
bolo de agonistas GnRH se podria reducir ain mas la presentacion
del SHO, como lo sugieren estudios en ciclos de ovodonaciéon
[Acevedo 2006][Bodri 2008] y en ciclos FIV [Kolibianakis
2005][Humaidan 2005a]. El SHO severo, como ha sido calculado por
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se presenta en 0,2 — 1%
de todos los ciclos de estimulacién en reproduccidn asistida [Binder
2007]; sin embargo, en pacientes de riesgo -altas respondedoras-, la
frecuencia exacta de esta complicacién, potencialmente mortal,
permanece desconocida. Los casos moderado-severos en las
pacientes con alta respuesta en las cuales la maduracién final se
realiza con dosis estandar de hCG podrian ser hasta del 30% segun

se puede extraer de las escasas publicaciones sobre el tema.

El SHO se caracteriza fundamentalmente por el crecimiento
ovarico debido a la formacién de multiples cuerpos luteos y la
trasudacién de fluido y solutos hacia el tercer espacio ocasionada
por un incremento de la capilaridad vascular [Aboulghar 2003]. A
pesar de su imprecisa etiologia, se ha demostrado que tras la
administracion de hCG para inducir la maduracion final, se produce
una excesiva secresion de péptidos vasoactivos y esteroides
provenientes de los cuerpos luteos estimulados, que inducirian la
pérdida de fluido hacia el tercer espacio. En un esfuerzo por
identificar estos agentes como posibles predictores del desarrollo de
SHO, una serie de sustancias incluyendo el VEGF, interleukinas e

inhibina B, han sido estudiadas. De estas, el estudio de inhibina B ha
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mostrado gran potencial, ya que su incremento se ha relacionado
con una sensibilizacién del foliculo en crecimiento a la accidén de Ila

hCG [Miao 2009].

El VEGF ha sido descrito como un agente vasoactivo clave
implicado en el SHO [Pellicer 1999]. Algunos estudios han hallado un
incremento del VEGF y otras sustancias proinflamatorias (factor de
necrosis tumoral a—TNFa-, y pro-aC) secretadas por las células de la
granulosa tras la administracién de hCG [Soares 2008]; lo cual
incrementaria la permeabilidad vascular; sin embargo, otras
publicaciones no hallan diferencias en la expresion de estos factores
entre ciclos inducidos con hCG vs aGnRH [Babayof 2006]. Podemos
concluir que el VEGF es un factor clave en la fisiopatologia del SHO,
pero que la medicién de sus niveles en sangre para intentar predecir

el desarrollo de SHO resulta aun controvertida.

Mas recientemente, un grupo de moléculas implicado en la
fisiologia ovarica -moléculas de adhesidn celular- han sido descritas
como indicadores de la funcién del cuerpo luteo, especificamente la
expresion de la CD144/caderina-5 sobre la permeabilidad capilar ha
sido evaluada tras la administracion de hCG vs aGnRH mostrando
una tendencia aunque no significativa hacia una mayor expresion
tras la hCG [Cerrillo 2009]. Esta diferencia en la regulacion de
mediadores vasoactivos inducidos por hCG vs aGnRH podria estar

implicada en la reduccién del SHO tras la administracién del aGnRH.
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Basados en estos hallazgos, la sustitucién de hCG (que
estimula los cuerpos luteos por mas de una semana) por un farmaco
alternativo capaz de producir el pico enddgeno de LH suficiente para
inducir la maduracién final ovocitaria, resulta un enfoque de interés
para prevenir el SHO. En ese sentido, el agonista de GnRH ha
demostrado ser un eficaz inductor de la maduracion final ovocitaria,
y debido a la corta vida media del pico enddgeno de LH que produce,
resulta en una disminucién de los mediadores implicados en el
incremento de la permeabilidad vascular ya que ocasiona una
inhibicién del funcionamiento de los cuerpos luteos, lo cual por un
lado resulta beneficioso para prevenir el SHO pero que sin embargo
hace que un soporte de fase lutea intenso sea esencial para un

normal resultado en ciclos de fecundacion in vitro.

En el presente estudio, 15 pacientes de un total de 192
(7.8%), desarrollaron ya sea SHO moderado o severo (Tabla 5.3);
estos resultados a primera impresion parecen invalidar el propdsito
de la utilizacion de un agonista GnRH como inductor final de la
maduracion ovocitaria — el cual es reducir el SHO — sin embargo,
debemos tener en consideracion que la poblacién estudiada
corresponde a pacientes con alta respuesta a la estimulacién (media:
14,8 ovocitos recuperados); la correcta lectura seria que empleando
este protocolo se lograria reducir la presentacion del SHO al menos
en un 50% si comparamos nuestros resultados con la frecuencia de
SHO publicada para altas respondedoras en la cuales se empled

dosis estandar de hCG para la maduracion final [Dhont
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1998][Babayof 2006][Engmann 2008]. Puntualmente, en el grupo C
los casos de SHO severo representaron sélo un 3% (1/33 pacientes),
este hallazgo creemos que es especialmente relevante para este
grupo de pacientes de riesgo. Mas aun, el andlisis del sub-grupo de
casos con SHO severo en este estudio, mostré que la gran mayoria
de casos (6 de 7 -85,7%-) correspondian a formas tardias del
sindrome, con la aparicién de los sintomas a los 11,8 dias (media)
tras la induccion de la maduracién final ovocitaria; ademas, la
gestacion gemelar estuvo presente en un 66,7% (4 de 6) de estos
casos. Este resultado sugiere que las formas severas de SHO
ocurridas en este estudio estan claramente relacionadas con el
embarazo multiple y no con el tipo de protocolo empleado. Es
conocido que la gestacion multiple eleva los niveles circulantes de
hCG enddgena que a su vez actuaran sobre los multiples cuerpos
luteos producidos por las altas respondedoras; la consecuencia
clinica puede ser la presentacion de un SHO de inicio tardio o el
agravamiento de una forma temprana pre-existente. Este
conocimiento conlleva la necesidad de minimizar las gestaciones
multiples especialmente en las altas respondedoras, y debido a que
en términos generales, este grupo de pacientes es de “buen
prondstico”, la transferencia electiva de embridén Unico [Moreno
2007] se sugiere como altamente recomendable cuando se utilice
hCG como soporte de fase IUtea tras el empleo de un agonista GnRH

como inductor de la maduracién final ovocitaria.
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Varios agonistas GnRH estan descritos como eficientes
inductores de la maduracion final ovocitaria (buserelina, triptorelina,
leuprorelina, etc) todos ellos con caracteristicas de grupo similares.
Los mds empleados en practica clinica son triptorelina y leuprorelina;
y hasta el momento ningln estudio ha demostrado una ventaja clara
de un agonista especifico sobre otro. Adicionalmente existe una falta
de estudios que enfoquen en la dosis “6ptima” del agonista para
inducir la maduracion final; un reciente meta-analisis muestra que
las dosis usualmente empleadas son: 0,2 mg de triptorelinay 1-2 mg
de leuprorelina [Griesinger 2006]. En nuestro estudio se empled 1,5
mg de leuprorelina debido a su eficacia [Parneix 2001][Romeu
1997][Bracero 2001] y la experiencia clinica con el farmaco en la URA
del HCUV. El presente estudio muestra que el acetato de leuprolide
— leuprorelina — es, no solamente un eficiente inductor de la
ovulacion, sino que ademds su empleo se relaciona con una

disminucion de la presentacién de SHO de relevancia clinica.

Una menor incidencia de SHO es una las principales
razones para inducir la maduracion final ovocitaria empleando un
agonista GnRH [Revel 2001][Kol 2005]. Sin embargo, el mecanismo
exacto de la prevencidon del SHO tras la ovulacién con agonista GnRH
permanece aun por ser aclarada. Este hecho parece estar
relacionado con la lutedlisis, la cual induciria una disminucién de las
sustancias vasoactivas implicadas en la génesis del SHO (e.g., VEGF)
[Kol 2004]. Sin embargo, permanece aun por dilucidar si esta

lutedlisis es ocasionada por una accion directa del agonista sobre el
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cuerpo luteo o una accién indirecta mediada por la funcidn
hipofisaria. Un efecto directo se considera plausible ya que se han
descrito receptores para los agonistas GnRH en dérganos extra-
hipofisarios [Casan 2000], incluyendo las células de la granulosa
[Latouche 1989][Minaretzis 1995]; mas aun, estudios in vitro
muestran que los agonistas GnRH son capaces de iniciar la cascada
de la apoptosis en las células de la granulosa [Takekida 2000]. De
otro lado, un efecto indirecto podria estar relacionado con la menor
vida media del pico de LH inducido por el agonista y la subsecuente
supresion pituitaria que llevaria hacia una lutedlisis temprana [Hoff
1983][Itskovitz 1991]. Finalmente, el efecto ocasionado por el
agonista GnRH debe ser adicionado a otras posibles causas
presumiblemente relacionadas con una fase IUtea insuficiente

descrita en los ciclos FIV en general [Macklon 2006].

Al utilizar agonistas GnRH para inducir la ovulaciéon y hCG
como soporte luteo se han mostrado buenos resultados en ciclos de
inseminacion artificial [Pefiarrubia 1998]. Sin embargo, para altas
respondedoras en ciclos FIV, y debido al prolongado tiempo de vida
media de la hCG, en nuestro estudio establecimos una aplicacién
fraccionada, iniciando 24 horas tras la puncién ovarica, este intervalo
de tiempo fue establecido empiricamente teniendo en cuenta el
hecho de que la puncién ovdérica/captura ovocitaria constituye un
procedimiento deletéreo para la células de la granulosa y por lo
tanto el efecto de la hCG podria ser de mayor beneficio luego de

este evento. En linea con este argumento, estudios recientes
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muestran que la hCG administrada 35 horas [Humaidan 2006] y 44-
48 horas [Krause 2005] tras la maduracidn final con agonista GnRH,
restaura efectivamente una o6ptima fase lutea y las tasas de
embarazo en ciclos FIV; esta normalizacion en las tasas de embarazo
ha sido también obtenida tras emplear la “maduracion final doble”:
un bolo de agonista GnRH mas una dosis baja de hCG como
inductores de la ovulacion [Shapiro 2008]. Otros dos estudios
[Engmann 2006][Engmann 2008] también confirman la baja
incidencia de SHO y normalizacion de tasas de gestacion al emplear
agonistas GnRH para maduracion final, en estos ultimos se empled
un “agresivo” soporte de fase lutea consistente en administracion de
estradiol via oral y transdérmica asociado a progesterona i.m. diario.
A pesar de que las tasas de implantacion fueron restauradas a
niveles normales en ambos estudios, existen potenciales sesgos ya
gue se compararon grupos de pacientes sometidas a diferentes
protocolos de estimulacién: protocolo largo con agonista versus el
protocolo antagonista GnRH/agonista GnRH y se apoy¢ la fase lutea
con dosis individualizadas de parches de estradiol y P4 Unicamente
en el grupo de estudio. Otro aspecto a tener en cuenta es que la
suplementacion diaria con progesterona por via intramuscular hasta
las primeras semanas de gestacidon podria resultar muy incobmoda

para muchas pacientes.

La poblacion objeto de la presente Tesis fueron las
pacientes en riesgo de SHO. Se podria argumentar que segun los

niveles de estradiol presentados en el trabajo (media: 2531 +- 1366
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pg/ml) este riesgo seria discutible. Sin embargo, un estudio reciente
mostrd que los niveles de E2 el dia de la maduracién final no son
superiores al contaje folicular para identificar pacientes en riesgo de
desarrollar SHO [Papanikolaou 2006]. El numero de ovocitos
recuperados en la poblaciéon objeto de este estudio se considera
suficiente para definir pacientes en riesgo para SHO (14,8 +- 7,2
(media)) y este hallazgo es mas confiable en términos de prediccion

gue la concentracion de E2 solamente.

Con miras a optimizar este protocolo, debemos dirigirnos
en busca de la dosis “Optima” de hCG como soporte luteo. En
nuestro estudio, las gestaciones bioquimicas y las tasas de embarazo
clinico fueron similares entre los grupos. Sin embargo, se evidencié
una clara tendencia a tener menos casos de SHO en relacién a la
utilizacion de menores dosis de hCG. A pesar de no ser
estadisticamente significativo, nuestros resultados sugieren que el
empleo de tres dosis de 1000 Ul de hCG en la fase lutea seria
desaconsejable. La administracién de 250 o 500 Ul, permitid la
transferencia de embriones en ciclo fresco, obteniéndose tasas de
gestacion similares; y su empleo merece mayor investigaciéon. Por
ultimo, con el objetivo de disminuir alin mas la presentacion del
SHO, una estricta politica de transferencia de embridn Unico unido a
este protocolo se considera una pauta altamente recomendable
[Trout 2001]. Ademas, si el embrién se transfiriese tras un cultivo
largo (dia +5 o +6), incrementaria el periodo de observaciéon de

nuestra paciente para detectar tempranamente cualquier signo de
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aparicion y/o evolucién del SHO y proceder a la criopreservacion
embrionaria con transferencia en ciclo posterior en caso de ser

necesario (Fig. 6.1).
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MANEJO DE PACIENTES CON ALTA RESPUESTA EN CICLOS FIV

Dia 2-3 de ciclo ECO transvaginal (RFA). Inicio
de estimulacion con 150 — 200 Ul de FSH.
Continuar

Dia 6 de estimulacién ECO de control. Regular
dosis de FSH si es requerido. Introducir el
antagonista GnRH si foliculos 2 14 mm.
Continuar

|

Monitorizacion cada 2 - 3 dias

2 foliculos de 18-20 mm

Dia de la induccién de la maduracidn final

ovocitaria 1,5 mg de acetato de leuprolide s.c.
I 35 horas

Puncién ovdrica / Captura de ovocitos

l

Soporte de fase litea tras la puncion ovarica
(PO) con 250 0 500 Ul i.m. de hCG; dias PO+1,
PO+4, PO+7 y progesterona vaginal 600 mg/d.
Laboratorio cultivo largo a blastocisto.

|

| Monitorizaciéon ambulatoria de la paciente

Cancelacién de transferencia.
Suspender soporte de fase |utea.
Vitrificacion de embriones.
Transfer en ciclo posterior.

s

SHO severo

no

| Transferencia de embrion Unico. |

!

| Monitorizacién ambulatoria de la paciente |

Figura 6.1: Protocolo propuesto para el manejo de pacientes con alta

respuesta a la estimulacién ovarica en ciclos de fecundacion in vitro.
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Capitulo 7

Conclusiones

<<El pesimista se queja del viento; el optimista

espera que cambie; el realista ajusta las velas.>>

— William George Ward. Tedlogo y
matematico inglés, 1812 — 1882.

En el presente capitulo se enumeran las conclusiones
derivadas de la presente Tesis; asimismo, se presenta una relacion
de las principales aportaciones y publicaciones producto de este
trabajo. Finalmente, se sugieren futuras lineas de investigacidn sobre

el tema.

97



7.1 Conclusiones finales

En conclusion, el presente estudio ha mostrado que:

1. Con la administracion de bajas dosis de hCG en la fase lutea
tras la maduracion final con un agonista GnRH (dias PO +1,
+4 y +7) resultan tasas de embarazo y de embarazo
evolutivo adecuadas al grupo de pacientes que tratamos;
ademads, apoya el concepto acerca de su efectividad en
reducir la presentacién de SHO de relevancia clinica en

pacientes de riesgo.

2. Los tres grupos (250, 500 6 1000 Ul) de hCG permitieron la
transferencia de embriones en fresco con similares tasas de

gestacion.
3. A pesar de no alcanzar diferencia estadisticamente

significativa, se constata que con el uso de 500 6 250 Ul de

hCG hay una tendencia a que ocurran menos casos de SHO.

4. El protocolo propuesto ha permitido que el 100% de las

pacientes sean transferidas con embriones en fresco.
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7.2 Resumen de las aportaciones

Las contribuciones mas destacadas de esta Tesis son:

1. Se ha investigado el empleo del agonista GnRH como
inductor de la maduracidn final ovocitaria, particularmente
en la paciente con alta respuesta a la estimulacion.

2. Se ha explorado el efecto de la suplementacion de la fase
[utea con dosis bajas de hCG tras el empleo del agonista
GnRH.

3. Se ha propuesto un esquema de tratamiento para pacientes
tributarias de FIV - incidiendo especialmente en las pacientes
con alta respuesta -, con el objetivo de prevenir el SHO vy sin
detrimento del resultado reproductivo.

4. Se ha definido que la transferencia de embrién tnico seria
un complemento adecuado para el protocolo sugerido con
miras de reducir aun mas la presentacion de SHO.

5. La transferencia en estadio de blastocisto —por su tiempo de
cultivo largo- incrementaria el periodo de observaciéon de
nuestra paciente para detectar precozmente alguna
potencial complicacién.

6. El protocolo propuesto para manejo de la paciente con alta
respuesta ha demostrado ser eficaz en reducir Ila

presentacion de SHO y capaz de normalizar la tasas de
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embarazo permitiendo en todos los casos la transferencia de

embriones en fresco.

7.3 Publicaciones y ponencias derivadas

El presente trabajo de investigacion ha derivado en las

siguientes publicaciones y ponencias cientificas:

1. [Castillo 2007] Castillo J.C., Dolz M., Evangelio B., Abad de
Velasco L., Bonilla-Musoles F. <<Efficacy and security of
luteal phase support with low doses of hcg in ohss high risk
patients triggered with GnRH agonists>>. Comunicacién oral
0-202, sesion 55. XXl Congreso Anual ESHRE, Lyon, France,
Julio, 2007.

2. [Castillo 2008] Castillo J.C., Dolz M., Evangelio B., Abad de
Velasco L., Casaii E., Bonilla-Musoles F. <<Dosis minima
eficaz de hCG como soporte liteo en pacientes con riesgo
de SHO y maduracion final con agonista GnRH>>.
Comunicacién oral C-12, XXVII Congreso Nacional SEF,
Oviedo, Espaia, Mayo, 2008.

3. [Castillo 2009] Castillo J.C., Dolz M., <<Sindrome de
hiperestimulacion ovarica Ill. Prevencion con bolo de
agonistas>>. En En F. Bonilla-Musoles, M. Dolz, J. Moreno, F.

Raga, ed. Reproduccion Asistida Abordaje en la prdctica
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clinica. Madrid: Panamericana. Capitulo 24. ISBN 978-84-
9835-156-9, Setiembre, 2009.

4. [Castillo 2010] Castillo J.C., Dolz M., Evangelio B., Abad de
Velasco L., Casaii E., Bonilla-Musoles F. <<Cycles triggered
with GnRH agonist: exploring low-dose HCG for luteal

support>>.RBM Online 2010, 20(2), pp. 175-81.

7.4 Investigaciones futuras

Con el objetivo de hallar la dosis “6ptima” de hCG en fase
lutea dentro de este protocolo; seria necesario realizar estudios
comparativos entre las dosis de 500 vs 250 Ul, de manera
aleatorizada; la adicién de un grupo control que incluyera la
administracion estandar de hCG para maduracion final ovocitaria en
este grupo de pacientes de riesgo; si bien aportaria un mayor peso
de evidencia cientifica; no esta exenta de cuestionamientos éticos
significativos que la harian de dificil aplicacién en la practica.

La fase lutea durante este estudio fue cubierta empleando
progesterona vaginal ademas de las dosis de hCG suministradas. El
efecto luteotrépico de la hCG como suplemento hace que los niveles
séricos de P4 alcancen valores suprafisiolégicos [Humaidan 2006],
por lo que la administracién concomitante de progesterona talvez no
seria necesaria; ademas, dado que la administracién via vaginal

diaria puede resultar incomoda para muchas pacientes; evitarla
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podria ser beneficioso. Seria interesante estudiar este concepto en
estudios comparativos.

Fisiologicamente la hCG enddgena producto del embrién
implantado es soporte suficiente para mantener el cuerpo luteo
durante los primeros estadios de la gestacion [Speroff 2005]; este
hecho plantea la interrogante acerca de la necesidad o no de aplicar
la dltima dosis de hCG utilizada en nuestro estudio (dia PO+7) ya que
coincide con el periodo peri-implantatorio. Seria beneficioso valorar
si Unicamente dos dosis bajas de hCG (PO+1 y PO+4) serian
suficientes en este protocolo.

Por ultimo, pero no menos importante, con el objetivo de
reducir ain mas la presentacion del SHO, se deberia estudiar el
impacto de una politica estricta de transferencia de embrién unico;
en estadio de blastocisto -de ser posible-; como complemento a la

maduracion final con agonista GnRH.
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La presente Tesis es fruto del estimulo desarrollado en las aulas de

La Universidad de Valencia “un cruce del saber, un estimulante

espacio para el conocimiento, una Nave para el futuro...”*

gy

Facultat de Medicina i Odontologia

VNIVERSITAT
B VALENCIA

" Francisco Tomas. Rector de la Universidad de Valencia. 2009. Disponible en:
http://www.uv.es/comunica/docs/institucional_sp.pdf
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Apéndice A

Abreviaturas

ASRM

AVC

CTGF

DE
DGP

e.g.

E2
ESHRE

FIV

Sociedad Americana de Medicina Reproductiva, (American
Society of Reproductive Medicine).

Cédlculo Automatico de Volumen, (Automatic Volume
Calculation). Sofware empleado en ultrasonidos con
tecnologia 3D para la valoracién de voliumenes.

Factor de crecimiento del tejido conectivo, (Conective Tissue
Growth Factor).

Desviacion estandar.

Diagndstico genético preimplantacion. Identificacion de una
condicidn patoldgica en el dvulo, cigoto o blastocisto antes
de la implantacién. Un andlisis citogenético determina la
presencia o ausencia de enfermedad.

Significa “por ejemplo”; proviene de la expresidon en Latin
exempli gratia.

Estradiol.

Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Embriologia,
(European Society of Human Reproduction and Embriology).

Fecundacion in vitro.
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FSH

FSHr

GnRH

hCG

hCGr

HCUV
hMG

i.d.

i.m.

ICSI

IMC

kDa
LH

Hormona foliculo estimulante, (Follicle Stimulating
Hormone).

Hormona foliculo estimulante recombinante, (Follicle
Stimulating Hormone recombinant). FSH preparada con
tecnologia DNA recombinante.

Hormona liberadora de gonadotropinas, (Gonadotropin-
Releasing Hormone).

Gonadotropina coriénica humana, (human Chorionic
Gonadotropin).

Gonadotropina coriénica humana recombinante, (human
Chorionic Gonadotropin recombinant). hCG preparada con
tecnologia DNA recombinante.

Hospital Clinico Universitario de Valencia.

Gonadotropina Menopdusica humana, (human Menopausal
Gonadotropin). Extracto de orina de mujeres menopdusicas
conteniendo altas concentraciones de gonadotropinas
pituitarias. Se les conoce también como Menotropinas.
Significa “es decir”; proviene de la expresidn en Latin id est.
Intramuscular.

Inseminacion Artificial.

Inyeccidon  Intracitoplasmatica de  Espermatozoides,
(Intracytoplasmic Sperm Injection).

Indice de Masa Corporal.

Kilo Daltons.

Hormona Luteinizante.
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LHr

LHRH

mRNA
oMms
P4

PG
RFA
S.C.
SHO
SopP
TE
TNFa
TRA
Ul
URA
VEGF

XZ

Hormona Luteinizante recombinante, (Luteinizing Hormone
recombinant). LH preparada con tecnologia DNA
recombinante.

Hormona liberadora de la hormona luteinizante,
(Luteinizing Hormone Releasing Hormone).

ARN mensajero.

Organizacidon Mundial de la Salud.

Progesterona. Se denomina P4 debido a que su estructura
guimica corresponde a cuatro anillos A, B, C, D.
Prostaglandinas.

Recuento de Foliculos Antrales.

Subcutaneo(a).

Sindrome de Hiperestimulacién Ovdrica.

Sindrome de Ovarios Poliquisticos.

Transferencia embrionaria.

Factor de necrosis tumoral o, (Tumoral Necrosis Factor a).
Técnicas de Reproduccidn Asistida.

Unidades Internacionales.

Unidad de Reproduccidn Asistida.

Factor de crecimiento vascular endotelial, (Vascular
Endothelial Growth Factor).

Prueba estadistica no paramétrica de Pearson

107



108



Apéndice B

Glosario de términos

A

Aborto clinico: Aborto de un
embarazo clinico que tiene
lugar entre el diagndstico del
embarazo y las 20 semanas
de

completas edad

gestacional.

B

Blastocisto: Un embridon con
una cavidad llena de fluido
denominada blastocele

(usualmente desarrollado

109

cinco o seis dias tras la

fecundacion).

C

Ciclo cancelado: Un ciclo TRA
en el cual se ha llevado a cabo
una estimulacién ovdérica o
monitorizacién con la
intencion de realizar una TRA
no se ha

pero en la cual

procedido a la puncién
ovarica/aspiracion folicular o
en el caso de un embridn
descongelado, a la

transferencia.



Cigoto: Célula diploide

resultante de la fecundacion

de un 6vulo por un
espermatozoide que
subsecuentemente se

desarrolla en un embrion.

Criopreservacion: Congelacion
y almacenamiento de

gametos, cigotos o embriones.

D

Diagnéstico genético
preimplantacion (DPG):
Cribado de células

provenientes de embriones

para la deteccién de
alteraciones genéticas y/o
cromosdmicas antes de la

transferencia.

110

Embarazo bioquimico:

Evidencia de  concepcién
basada unicamente en datos
bioquimicos en suero u orina
antes de la  evidencia
ultrasonografica de un saco

gestacional.

Embarazo clinico: Evidencia
de un embarazo por
parametros clinicos o

ecograficos (visualizacién de
un saco gestacional). Incluye
los embarazos ectopicos.
Sacos gestacionales multiples
en una misma paciente se
cuentan como un embarazo

clinico.



Embriéon: Producto de la
concepcidn desde el momento
de la fecundacién hasta el final
del estadio embrionario luego
de ocho semanas (el término
“pre-embrién”, o concepto en
divisién ha sido reemplazado

por el de embridn)®.

Fecundacion: Penetracion del
espermatozoide en el évulo y
fusion de los materiales
genéticos que resultaran en el

desarrollo de un cigoto.

> La Ley 14/2006, de 26 de mayo,
sobre técnicas de reproduccién
humana asistida, emplea el término
pre-embrion para fines de aplicacion
legal exclusivamente.
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Fecundacion in vitro (FIV):

Procedimiento TRA que

involucra la fecundacion

extracorporea.

H

Hiperestimulacion ovarica

controlada: Tratamiento

médico para inducir el

desarrollo de multiples

foliculos ovaricos con la

finalidad de obtener multiples
en la

ovocitos puncion

ovarica/aspiracion folicular.

Implantacion: Adhesion vy
subsecuente penetracién por

libre del blastocisto

del

la zona

(usualmente dentro



endometrio) que inicia cinco a

siete dias tras la fecundacion.

Inyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoides:
Procedimiento FIV en el cual
un Unico espermatozoide es
inyectado a través de la zona

peltcida dentro del ovocito.

O

Ovodonacion: Procedimiento
TRA realizado con ovocitos de

terceros.

S

Saco gestacional: Estructura

llena de fluido conteniendo un
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embrién, que se desarrolla

usualmente dentro del Utero.

T

Tasa de embarazo clinico:
Numero de embarazos clinicos
expresados por 100 ciclos
iniciados, ciclos de aspiracién,
de

o ciclos transferencia

embrionaria.

de
(TRA):

Técnicas Reproduccion

Asistida Todo
tratamiento o procedimiento
qgue incluya la manipulacién in

vitro de ovocitos y esperma

humano o embriones con el

propdsito de conseguir un
embarazo. Esto incluye,
inseminacion artificial,
fecundacion in  vitro e



inyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoides
procedentes de eyaculado,
con gametos propios o de
donante y con transferencia
de embriones, transferencia

intratubarica de gametos16

Transferencia de embriones:
Procedimiento en el cual los
embriones son depositados
dentro del Jtero. [Zegers

2006].

'® De acuerdo a la Ley 14/2006, de
26 de mayo, sobre técnicas de
reproduccién humana asistida.
Disponible en:
http://www.boe.es/boe/dias/2006/
05/27/pdfs/A19947-19956.pdf
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