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Administracion de hormona
luteinizante recombinante (LHr)
como protocolo de estimulacion
ovarica controlada en FIV-ICSI

Martinez-Robles IM,* Gonzélez-Ortega C,* Saavedra-Campos P, Chavarria-
Noriega R,* Pérez-Pefia E,? Gutiérrez-Gutiérrez AM?

determinar el efecto de LH recombinante en el protocolo de
estimulacion convencional con FSH recombinante en pacientes mayores
de 35 afios de edad a quienes se realizan procedimientos de FIV-ICSI.

estudio de casos y controles, retrospectivo,
comparativo y observacional efectuado en el Instituto Vida (Ledn, Gua-
najuato), de septiembre de 2012 a marzo de 2014. Criterio de inclusion:
pacientes mayores de 35 afios de edad para FIV/ICSI. El grupo de casos
recibié 300 Ul de FSHr y 150 Ul de LHr, y el grupo control sélo 300 Ul
de FSHr.

se registraron 120 pacientes (52 en el grupo de estudio y
68 en el grupo control). Se observé similar nUmero de évulos maduros
y mejor tasa de fertilizacion (84.6%) en el grupo de FSHr-LHr, con dife-
rencia estadisticamente significativa (p<0.01). Las tasas de embarazo
(53.8 vs 35.3%; p<0.02), implantacidén (26.5 vs 16.3%; p<0.02) y recién
nacido vivo (40.4 vs 22.1%; p<0.03) también fueron mas altas en el
grupo de estudio.

la administracién de LHr como protocolo de estimulacion
ovarica controlada con FSHr es eficaz en mujeres mayores de 35 afios de
edad sometidas a FIV-ICSI, pues aumenta significativamente las tasas de
embarazo, implantacidn y recién nacido vivo.

estimulacidn ovarica controlada, gonadotropinas, hor-
mona luteinizante, fertilizacion in vitro, edad avanzada.
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Retrospective, comparative and observational
study of cases and control, it was performed at Instituto Vida, Leon, Guana-
juato from September 2012 to March 2014 in patients >35 years of age. 120
patients were included in their first cycle of IVF/ICSI; 52 patients received
300 Ul of FSHr / 150 Ul of LHr (study group) and 68 patients received 300
Ul of FSHr (control group).

With similar number of mature oocytes, fertilization rate was
higher (84.6%) in FSHr/LHr group compared to FSHr group (78.5%) with
statistically significant differences (p<0.01). Better pregnancy rate (53.8 vs
35.2%; p<0.02) was also found in the study group, as well as implantation
(26.5% vs 16.3%; p<0.02) and birth rate (40.4% vs 22.1%; p<0.03).

According to our results, we consider that it’s appropriate
to use LHr during COH protocols with FSHr in women over 35 years old
who will undergo IVF/ICSI due to the increase of pregnancy, implantation
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and live birth rates.

Controled ovarian stimulation; Gonadotropin; Luteinizing

hormone; In vitro fertilization; Advance age

La administracion de LH exdégena, durante la esti-
mulacién ovarica controlada para tratamiento de
fertilizacion in vitro, ha sido un punto de debate
desde el advenimiento de las gonadotrofinas a
las técnicas de reproduccién asistida. Esta com-
probada la necesidad fisiol6gica de la LH para el
adecuado desarrollo folicular, esteroidogénesis
y fase periovulatoria (induccion a la ovulacion,
reanudacién de la meiosis, luteinizacién tempra-
na, produccién de progesterona);*3 sin embargo,
no existe suficiente evidencia que compruebe la
eficacia de indicar LH recombinante en procesos
de estimulacion ovérica controlada, en pacientes
sin hipogonadismo hipogonadotréfico.

Algunos factores que justifican la prescripcion
de LH exdgena en ciclos de estimulacion ova-
rica controlada para fertilizacién in vitro se
asocian con los propios mecanismos de accién
de los analogos de GnRH durante el ciclo,
polimorfismos en el receptor de LH y mejores

Dra. Isabela Martinez Robles
dra.mtz.isa@gmail.com

resultados reproductivos en pacientes de edad
avanzada.*

La prescripcion de analogos de GnRH en ciclos
de estimulacién ovérica controlada disminuye,
temporalmente y en algunas ocasiones, la con-
centracion sérica de LH. Se ha demostrado que
la disminucién mayor de 50% de LH en la fase
folicular temprana a media resulta en una menor
tasa de embarazo.® La madurez endometrial
se altera en mujeres con baja concentracion
endégena de LH (<1.2 1U/L), lo que indica una
accion directa de ésta en los receptores endome-
triales, necesarios para el soporte de crecimiento
endometrial y receptividad en el periodo de im-
plantacién; sin embargo, algunos autores difieren
con este hallazgo, pues sugieren que menos de
1% de los receptores activos son necesarios para
estimular sus funciones y esas concentraciones
bajas han demostrado mantenerse ain después
de la aplicacién de andlogos de GnRH.® Existe
un polimorfismo de LH (v-bLh) que varia de 0 a
52% segun el grupo étnico estudiado, en quienes
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la actividad de LH se encuentra disminuida. Este
polimorfismo se ha reportado frecuentemente
en mujeres con requerimientos elevados de
FSHr para la estimulacion ovarica y con menos
recuperacion de ovocitos.” En la poblacién mexi-
cana se desconoce su incidencia, pero a futuro
puede existir la posibilidad de indicar LHr a las
pacientes portadoras.

Segln la experiencia acumulada en distintos
estudios, la administracion de LH no provoca
ningln beneficio en mujeres jévenes, con con-
centraciones normales de gonadotropinas;®' sin
embargo, en las pacientes de edad avanzada se
ha reportado su eficacia.'>' La potencial ventaja
de administrar LH a pacientes de edad avanzada
puede explicarse por dos mecanismos diferentes:
1) cambios endocrinos por envejecimiento del
ovario e incremento de las concentraciones de
FSH en la fase folicular temprana, que no son
acompafados por incremento de LH," sino por
disminucion de los valores basales de andrége-
nos;'>'® 2) capacidad folicular para inducir la
sintesis de androstenediona después de admi-
nistrar FSH exdgena, que se encuentra alterada
de forma significativa en pacientes mayores,
comparada con jévenes en edad reproductiva.'”

La dosis dependiente de LH folicular incrementa
la produccién de andrégenos para su posterior
aromatizacién a estrégenos. Este efecto puede
restaurar el ambiente folicular de las pacientes
de edad avanzada, con la finalidad de mejorar
la calidad ovocitaria y embrionaria, ademas de
incrementar la tasa de implantacién.'®

Las pacientes de edad avanzada, quienes se so-
meten a programas de reproduccion asistida de
alta complejidad, representan 57.2% de todos
los casos de infertilidad en algunos centros."
Cuando éstas no ingresan a programas de do-
nacién de 6vulos, los porcentajes de gestacion
disminuyen a medida que aumenta la edad,
marcando la necesidad de buscar alternativas
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para mejorar sus resultados de estimulacién
ovarica controlada.

Entre las diversas opciones de administracion de
LH exd6gena se encuentran: hormona menopdusica
humana (hMG), hormona menopdausica humana
ultrapurificada (h"MG-HP), hormona luteinizante
recombinante o farmacos que simulan su efecto
con gonadotrofina coriénica recombinante (hGCr).
Aunque existen estudios que comparan las diversas
alternativas en estimulacion ovarica controlada, los
resultados han sido poco concluyentes. Sin embar-
go, hay una tendencia en favor de la prescripcion
con LH recombinante, que ademas de ser un
producto recombinante, evita la variacion de lote
a lote e impide impurezas que pueden contener
los productos urinarios.?**'

El objetivo de este estudio es determinar el efecto
de LH recombinante en el protocolo de estimu-
lacién convencional con FSH recombinante en
pacientes mayores de 35 anos de edad a quienes
se realizan procedimientos de FIV-ICSI.

Estudio de casos y controles, retrospectivo,
comparativo y observacional efectuado en el
Instituto de Ciencias en Reproduccién Humana
(Vida) de Leén Guanajuato, de septiembre de
2012 a marzo de 2014.

En septiembre de 2012 inici6 la administracion
de FSHry LHr (2:1) en el Instituto. Previamente,
los protocolos de estimulacién para pacientes
mayores de 35 anos de edad consistian sola-
mente en FSHr. Durante el tiempo de estudio se
conformaron 2 grupos, asignados a dos proto-
colos de la siguiente manera: las pacientes del
grupo de estudio recibieron FSHr-LHr y la del
grupo control s6lo FSHr.

Se valoré la duracién de la estimulacién, ovo-
citos totales recuperados y ovocitos maduros
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(metafase Il), tasas de embarazo, implantacién,
aborto y recién nacido vivo.

Se incluyeron pacientes mayores de 35 afos
de edad, en su primer ciclo de FIV-ICSI, en
quienes la estimulacion ovarica fue Gnicamen-
te con FSHr-LHr (300 UI-150 Ul) o, bien, solo
con FSHr (300 Ul) desde el inicio del ciclo de
estimulacion. A todas se les realiz6 histeroscopia
diagndstica previa, con tratamiento de las altera-
ciones menores identificadas en algunos casos.

Protocolo de estimulacion

A todas las pacientes se les verificé el reposo
ovarico por medio de ultrasonido vaginal y con-
centraciones séricas de estradiol (< 50 pg/mL) el
dia 2 de ciclo, ya fuese espontaneo o inducido.
La estimulacion ovérica controlada inicié con
la aplicacién diaria de 300 Ul de FSHry 150 Ul
de LHr (Pergoveris®, Merck-Serono) o solamente
con 300 Ul de FSHr (Gonal-f®, Merck-Serono).
Se realizé seguimiento folicular por ultrasonido
vaginal el dia 5 de estimulacién y se inici6 el
protocolo con antagonistas de GnRH, especifica-
mente con Cetrorelix (Cetrotide®, Merck-Serono)
a dosis de 0.25 mg/dia por via subcutdnea, hasta
que dos foliculos alcanzaran 14 mm de didmetro
(protocolo flexible). Se continué la vigilancia
del desarrollo folicular con ultrasonido vaginal.
Se indic6 hGCr (Ovidrel®, Merck-Serono) para
maduracién folicular, minimo hasta que dos
foliculos se encontraran de 18 mm. Se realizé
puncién transvaginal guiada con ultrasonido
para captura ovular 36 a 38 horas después de la
administracién de hGCr.??

Inseminacion y cultivo embrionario

La preparacién del semen, identificacion y
cultivo de ovocitos y embriones se realizd
mediante protocolos preestablecidos para
fertilizacion in vitro e ICSI. Después de la cap-
tura de ovocitos, se lavaron en HTF con Hepes

(LifeGlobal), se cultivaron en microgotas con
20 pL de Global for Fertilization (LifeGlobal)
suplementado al 5% HSA (LifeGlobal) y se
cubrieron con parafina liquida; posteriormente
fueron microinyectados seglin nuestra técnica
publicada anteriormente.?*?* Todos los ciclos de
tratamiento se efectuaron exclusivamente con
ICSI para valorar la maduracién de los évulos
el dia de la aspiracion. Los ovocitos inyectados
se evaluaron después de 17-20 h para observar
la formacion de pronicleos y confirmar la ade-
cuada fertilizacion. Los cigotos resultantes fueron
cultivados en microgotas, con 20 pL de Clobal
(Lifeglobal) suplementado con HSA (Lifeglobal)
al 5%, en ambiente de 6% de CO,. Se evalud
la morfologia embrionaria, establecida por el
ndmero y regularidad de los blastémeros, gra-
do de fragmentacion y coexistencia de mono o
multinucleacion.

Transferencia embrionaria

La transferencia embrionaria se realizé en fresco
el dia 3; los embriones clasificados de mejor
calidad fueron seleccionados para su transfe-
rencia, de acuerdo con el nimero y regularidad
de los blastémeros y la cantidad de fragmentos
extracelulares. La técnica se efectué con guia
ultrasonogréfica, con un catéter de Frydman
ultrasoft® (Laboratoire CCD, France). Las pa-
cientes permanecieron en reposo durante 1 hora
después de la transferencia embrionaria.

Soporte luteo

El tratamiento de soporte de fase lGtea consistié
en la administracion de 50 mg/dia de progestero-
na por via intramuscular, desde el dia 1, durante
8-10 semanas, a menos que la fraccion beta
hGC resultara negativa. La determinacién de la
fraccion beta hGC se realiz6 14 dias después de
la transferencia embrionaria. El embarazo clinico
se definié como la presencia de latido cardiaco
fetal por ultrasonido entre las 6-7 semanas.
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Para el andlisis estadistico se utiliz el progra-
ma Statistical Package for Social Sciences (SPSS
version 14.0, Chicago IL, USA). Para evaluar las
diferencias entre grupos se utilizé la prueba t de
Student y para comparar las tasas de embarazo,
implantacion y aborto se requiri6 la prueba de
x2. Se consideré con significacién estadistica el
valor de p<0.05.

Durante el periodo de estudio se evaluaron 120
pacientes mayores de 35 afos de edad en su
primer ciclo de FIV-ICSI. En el grupo de casos se
registraron 52 pacientes (inicio de estimulacion
ovarica controlada con 300 Ul de FSHry 150 Ul
de LHr) y en el control 68 (estimulacién ovarica
exclusivamente con 300 Ul de FSHr).

Los grupos fueron similares en edad, tiempo y
diagndstico de infertilidad (Cuadro 1). Debido a
este equilibrio, las comparaciones fueron vélidas
al introducir las variables de estudio.

Caracteristicas generales de las pacientes con

protocolo de estimulacién ovdrica controlada con FSHr-LHr
o FSHr en monoterapia.

FSHr-LHr FSHr
n=52 n=68

Edad 38.4+25 37.6+£2.2
Tiempo de infertilidad 52+-2.7 48+2.6
(anos)

Motivo de FIV

Factor tubo-peritoneal (%)  6/52 (11.5) 12/68 (17.6)
Factor masculino (%) 13/52 (25) 17/68 (25)
Endometriosis (%) 10/52 (19.2) 8/68 (11.7)
Baja reserva (%) 17/52 (32.6) 19/68 (27.9)
Inexplicable (%) 4/52 (7.6) 8/68 (11.7)
Otros (%) 2/52 (3.8) 4/68 (5.8)
Infertilidad primaria 37/52 (71.1)  52/68 (76.5)
Infertilidad secundaria 15/52 (28.8)  16/68 (23.5)
Nimero de ciclos previos 0 0

Datos expresados como media = DS; p<0.05 estadisticamente
significativa.

FSHr: hormona foliculo estimulante recombinante, LHr: hormona
luteinizante recombinante.
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No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los dias de estimulacién ovari-
ca (8.3 vs 7.9). Se identificé mayor nlimero de
ovocitos totales recuperados en las pacientes
que recibieron solo FSHr (11.1+4.3 vs 9.3+5.2;
p<0.05); sin embargo, cuando se comparé con
el nimero de ovocitos maduros, se obtuvieron
resultados similares en ambos grupos. Se observé
una tasa de fecundacién de 84.6 vs 78.4% en
el grupo de estudio y control, respectivamente,
con diferencia estadisticamente significativa
(p<0.01) (Cuadro 2).

En relacion con el nimero de embriones trans-
feridos, se obtuvo una tasa de embarazo en el
grupo de casos de 53.8% versus el grupo control
de 35.3%; esta diferencia fue estadisticamente
significativa (p<0.02). De igual forma se obtuvie-
ron mejores tasas de implantacion (26.5 vs 16%;
p<0.02) y recién nacido vivo (40.4 vs 22.1%;
p<0.03) en el grupo que recibi6é FSHry LHr. La
tasa de aborto fue de 25% en el grupo de estudio
y de 37.5% en el grupo control, sin diferencias
estadisticamente significativas, al igual queen la
tasa de embarazo multiple (Cuadro 2).

Se evalué el efecto de la hormona luteinizante
en el protocolo convencional de estimulacién
ovdrica controlada para ciclos de FIV-ICSI en pa-
cientes mayores de 35 afos, como una estrategia
eficaz para mejorar los resultados reproductivos.

Decidimos implementar este protocolo con
LHr, s6lo en pacientes mayores de 35 anos
edad, porque algunos reportes sugieren que
no es efectiva en mujeres jovenes. Bosch y sus
colaboradores?® encontraron que las pacientes
menores de 35 afios de edad no mostraron
ninguna diferencia con la administracién de
LHr en el protocolo de estimulacién ovarica
controlada, con una tasa de implantacién de
27 vs 28.6% y de embarazo de 37.4 vs 37.4%,
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Cuadro 2. Resultados clinicos del protocolo de estimulacién ovdrica controlada.

n=52
Dias de estimulacion 83x1.4 79x1.2 ns
Ovocitos 9.3 +£5.2 11.1 £ 4.1 p<0.05
Ovocitos Ml 7.3 %37 8.8 +4.1 ns
Tasa de fecundacion (%) 380/449 (84.6) 473/603(78.4) p<0.01
Embriones transferidos 27+1.2 2.5+0.9 ns
Tasa de gestacion (%) 28/52 (53.8) 24/68 (35.2) p<0.02
Tasa de implantacion (%) 38/143 (26.5) 28/170 (16.3) p<0.02
Tasa de recién nacidos vivos (%) 21/52(40.4) 15/68(22.0) p<0.03
Tasa de aborto (%) 7/28 (25.0) 9/24(37.5) ns
Tasa de embarazo mdltiple (%) 10/28 (35.7) 4/24 (16.6) ns

Datos expresados como media + DS; p<0.05 estadisticamente significativa. FSHr: hormona foliculo estimulante recombinante, LHr: hormona

luteinizante recombinante.

en pacientes que recibieron FSHr-LHr vs FSHr,
respectivamente. En las pacientes mayores de
35 afos se observé un aumento significativo
en la tasa de gestacién (33.5 vs 25.3%) e im-
plantacion (26.7 vs 18.6%). Un metanalisis
efectuado en 2007 tampoco mostré mejoria
en pacientes con concentraciones normales de
gonadotrofinas.?® Contrario a esto, otro meta-
nalisis reciente publicé aumento en la tasa de
gestacion en todas las pacientes que recibieron
LH, independientemente de la edad, lo que re-
presenta el beneficio mas evidente en mujeres
con deficiente reaccion al medicamento.*

En relacion con los dias de estimulacion ovarica,
no encontramos diferencias entre el protocolo
de FSHr-LHr (8.3+1.4) y FSHr (7.9+1.2). Otros
autores obtuvieron similares resultados con esta
variable.?¢2 Al analizar la cantidad total de 6vu-
los obtenidos se observaron mejores resultados
en pacientes a quienes se aplico FSHr (11.1+4.1),
comparada con FSHr-LHr (9.3+5.2) (p<0.05); sin
embargo, la cantidad de ovocitos maduros fue
igual con ambos protocolos, con 8.4+3.7 para el
grupo de FSHry 7.2+3.9 para el de FSHr-LHr. La
mayor parte de los estudios han reportado similar

ndmero de ovocitos recuperados,?? principal-
mente el estudio de Bosch y sus colaboradores,?
donde las pacientes de edad avanzada que
recibieron FSHr-LHr tuvieron menor cantidad
de ovocitos totales, pero al igual que en nuestro
estudio, sin diferencias en ovocitos maduros. Esta
demostrado que la LH puede inducir atresia en
algunos foliculos (principalmente los de menor
tamafio) y mantener intactos aquellos de mejor
calidad, incluso se han aplicado dosis elevadas
(600 Ul/dia) para modular el nimero de 6vulos
en pacientes con excelente reaccion al medica-
mento.*° La tasa de fertilizacion aqui obtenida
fue mejor en el grupo de FSHr-LHr (84.6%) que
en el de FSHr (78.4%) (p<0.01). Esta tendencia
de aumentar la tasa de fertilizacién esta descrita
en el estudio de Bosch y sus colaboradores,?
quienes reportan 61.2% para el grupo de FSHr
versus 68.2% del grupo al que se agregé LHr,
también en pacientes mayores de 35 afos de
edad (p<0.02).

En nuestro estudio encontramos mejor tasa de
gestacion (53.8%) e implantacién (26.5%) con
el protocolo de FSHr-LHr versus FSHr (35.9 y
16.3%, respectivamente). Estos resultados son
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similares a los encontrados por Matorras y su
grupo,”® con mejor tasa de gestacion (30.4% vs
18.5) e implantacién (18.1y 11.3%) a favor del
protocolo que se adicioné LHr. En 2004, Humai-
dan y sus colaboradores®' obtuvieron mejores
resultados en el grupo de LHr de pacientes con
buena reserva ovarica, entre 35 y 40 afios de
edad, en un estudio prospectivo y aleatorizado.
Sus tasas de implantacion fueron de 36.3 vs
13.3% (p<0.05) en los grupos de FSHr-LHr y
FSHr, respectivamente. El estudio de Marrs y
sus colaboradores? reporté aumento en la tasa
de embarazo clinico (45 vs 22%; p<0.02), en
pacientes a quienes se administré LHr durante
el primer ciclo de FIV-ICSI.

Ruvolo y su grupo® implementaron el proto-
colo de FSHr-LHr en pacientes con deficiente
reaccion a los ciclos de estimulacién ovarica y
reportaron resultados significativamente mejores
en las tasas de gestacion e implantacién que las
del grupo que solo recibié FSHr. Ademas, en
ese estudio evaluaron la tasa de apoptosis de
las células del cimulus de ovocitos procedentes
de ambos protocolos de estimulacién ovarica
controlada y encontraron, con diferencia signifi-
cativa, menor tasa de apoptosis en las pacientes
que recibieron LH. La mejor calidad ovocitaria
puede deberse a los mejores resultados repro-
ductivos que se observan en las pacientes que
reciben LHr.

Un metanalisis publicado en 2012, que incluyé
7 estudios y 902 ciclos de FIV en pacientes de
edad avanzada, a quienes se aplicé FSHr-LHr o
FSHr en monoterapia, reporté mejores resultados
de gestacion (RR 1.37) e implantacion (RR1.36)
en las pacientes a quienes se administré LHr,*lo
que coincide con nuestros resultados.

En relacién con la tasa de embarazos miltiples,
no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en ambos grupos; sin embargo, se
observd una marcada tendencia (35.7 vs 16%)
cuando se administré LH, como se describe en

2016 octubre;84(10)

la bibliografia, a consecuencia de una mejor
implantacion.**

Se ha reportado similar tasa de aborto en pa-
cientes que reciben o no LHr.8 Levi-Setti y sus
colaboradores' observaron 14.6% en el grupo
que se adicion6 LHr y 13.9% en quienes no
se aplico. El estudio aqui realizado tampoco
mostré discrepancia entre los grupos: 25 y
37.5%, respectivamente. La tasa de aborto en
ambos grupos fue elevada; sin embargo, al
considerar la edad de las pacientes (mayores
de 35 anos) observamos menor tendencia
a la pérdida gestacional en el grupo que se
aplico LHr.

Con base en los resultados obtenidos, la adminis-
tracién de LHr a los protocolos de estimulacion
ovarica con FSHr es eficaz en mujeres mayores
de 35 anos de edad en tratamiento de repro-
duccién asistida para FIV-ICSI, pues aumenta
significativamente las tasas de embarazo, im-
plantacién y recién nacido vivo.
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