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Estudio comparativo entre la estimulacion ovarica
con la asociacion citrato de clomifeno —
gonadotrofina menopausica humana y otros tres
ciclos en fecundacion in vitro

Dr. Julio César Quintana Paunette '

Resumen

Este articulo fue realizado con la finalidad de evaluar la utilidad de los ciclos que combinan
citrato de clomifeno y gonadotrofina menopdusica humana comparativamente con otros tres
protocolos de estimulacion ovdrica que incluyen: gonadotrofina menopdusica humana, buserelin
y hormona foliculo estimulante en pacientes sometidas a fecundacion in vitro. Se estudiaron 188
pacientes considerando: edad, maduracion de los ovocitos, presencia de fecundacion, de
embarazos clinicos, de gestaciones miiltiples, de abortos y de embarazos viables.

Los resultados indican que no hubo diferencias significativas en la edad de las mujeres incluidas
en cada protocolo. En cambio, los tratamientos con citrato de clomifeno tuvieron ovocitos mds
inmaduros, menor porcentaje de fecundacion y de embarazos clinicos, sin disminuir el riesgo de
embarazos miltiples y de abortos. Por lo tanto, nuestras conclusiones desaconsejan el uso de este
tipo de tratamientos, siendo preferible la utilizacion de protocolos con buserelin, en ciclos largos,

asociados a gonadotrofinas.
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HMG: gonadotrofina menopdausica humana
LH: hormona luteinizante

MI: metafase I

MII: metafase II

PI: profase 1

PM: posmaduros

RIA: radioinmunoanilisis

TE: transferencia embrionaria

Introduccién

La fecundacién asistida incluye todos aquellos procedi-
mientos que se realizan tanto in vivo como in vitro que
estdn dirigidos a facilitar el encuentro entre el ovocito y
el espermatozoide o que utilizan donacién de los mismos
M, La fertilizacién in vitro y transferencia embrionaria
(FIV-TE) es uno de los procedimientos mds usados ac-
tualmente para el tratamiento de diversas causas de este-
rilidad.

Desde los primeros intentos de obtener FIV se vio la

Revista Médica del Uruguay




Estudio comparativo de estimulacion en fecundacion in vitro

gran importancia que tenfa disponer de un buen niimero
de ovocitos para realizar la inseminacién. En 1978 Step-
toe y Edwards @ lograron, en un ciclo esponténeo, la fe-
cundacién de un ovocito con posterior embarazo a térmi-
no, hecho demostrado también, més recientemente, por
otros autores &% A pesar de ello, las dificultades para
predecir el pico end6geno de LH (hormona luteinizante)
previo a la extraccion de los ovocitos —y el escaso niime-
ro de que se dispone~ hace que actualmente se realice es-
timulacién ovérica antes de la puncién folicular. En mu-
chos casos, dicha estimulacion es precedida o acompafia-
da de la administracién de andlogos de 1a hormona libe-
radora de gonadotrofinas (aGnRh). Estos tratamientos
permiten conseguir un desarrollo folicular miiltiple, con
la consiguiente extraccién de la mayor cantidad de ovoci-
tos disponibles para la inseminaci6n, asf como predecir el
mejor momento para su recuperacion.

En la década de 1980 se introdujo el citrato de clomi-
feno (CC) para la estimulacién ovirica, lograndose obte-
ner un niimero mayor de ovocitos que en los ciclos espon-
taneos . Hacia 1982 comenzaron a publicarse trabajos
donde se utilizaba la gonadotrofina menopdusica humana
(HMG) como inductor del crecimiento folicular, con muy
buenos resultados ©. Finalmente, se dispuso de la hormo-
na foliculo estimulante (FSH) extraida de orina de mujeres
posmenopdusicas para los ciclos de estimulacién.

En la actualidad y en espera de la comercializacién de
la FSH recombinante, frecuentemente se utilizan proto-
colos que combinan la administracién de FSH y HMG
asociadas o no con aGnRh.

En los dltimos afios algunos autores han vuelto a intro-
ducir el CC en el arsenal terapéutico de la estimulacién
ovdrica, ya sea solo ) o asociado con dosis minimas (una
inyeccién) ® o multiples  de HMG. Esta conducta esta-
rfa justificada en que estos tratamientos son menos costo-
sos y mejor tolerados por las pacientes, obteniendo un
porcentaje de embarazos aceptable. Por otro lado, traba-
jos previos ponfan en duda el efecto deletéreo que el CC
podria causar sobre el desarrollo endometrial y la implan-
tacién embrionaria '?. En un estudio previo de nuestro
centro donde se compararon ocho ciclos diferentes de es-
timulacién ovirica para FIV, se llegé a la conclusién de
que los ciclos con aGnRh, y en especial los protocolos
largos, proporcionaban mayor niimero de gestaciones y
embarazos a término !'V. Es por tal motivo que en este
trabajo nos basamos en estos hechos para incluir dichos
tratamientos y la HMG como punto de referencia para la
comparacién de los resultados alcanzados con los ciclos
de CC.

Objetivos

Esta comunicacién se realizé con la finalidad de evaluar
la utilidad de los tratamientos de estimulacién ovérica
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que asocian CC y HMG frente a los ciclos con HMG sola
y los que combinan aGnRh en ciclo largo con HMG o
con HMG y FSH.

Material y método

Este trabajo, desarrollado en el Centro de Inseminacién
in Vitro y Transferencia Embrionaria de Sevilla (Espa-
fia), se realiz6 en forma retrospectiva. Se tomd en consi-
deracion la edad de las pacientes, la maduracioén de los
ovocitos obtenidos, la presencia de fecundacién, el indice
de embarazos clinicos (presencia de embrién con latidos
positivos en la ecografia vaginal) por transferencia em-
brionaria realizada, los embarazos mdltiples y el resulta-
do final de las gestaciones. Fueron aceptados para el es-
tudio aquellos casos en que el semen de la pareja o del
donante cumplia con los requisitos de normalidad de la
Organizacién Mundial de la Salud U2 yolumen mayor
de 1,5 ml, recuento de espermatozoides de 20 millones /
ml o més, motilidad grado 3 o 4 mayor de 40%, morfo-
logfa normal de, por lo menos, 40%.

El grupo estudiado estaba integrado por 188 ciclos, co-
rrespondientes a igual nimero de pacientes, que consul-
taron entre 1985 y 1995. Tenian las siguientes caracterfs-
ticas: edad comprendida entre 23 y 45 afios, ciclos mens-
truales esponténeos, valores séricos normales de gonado-
trofinas (GN), estradiol (Ez), hormonas tiroideas y pro-
lactina, medidos por radioinmunoandlisis (RIA) el tercer
dia del ciclo. La cavidad endometrial era normal, docu-
mentada por la ecografia vaginal y la histerosalpingogra-
fia. Se excluyeron los casos con evidencias de poliquisto-
sis ovirica o endometriosis activa.

Para el procesamiento y andlisis de los datos en orde-
nador se utilizé el programa Sigma, que comprende una
base de datos y un programa estadistico. Dicho analisis se
realiz6 con la prueba de Chi cuadrado (X?).

Protocolos de estimulacién ovdrica

Ciclos sin andlogos de la hormona liberadora de
gonadotrofinas

Citrato de clomifeno mds gonadotrofina menopdusica
humana

CC (Omifin®; laboratorio Merell-Dow Espaiia SA) 100
mg via oral (v/o) por dia desde el quinto dia del ciclo y
durante 5 dias. Al cuarto dia del tratamiento con CC se
agregaba HMG (Pergonal®; laboratorio Serono SA, Ma-
drid, Espafia.) 150 U.L intramuscular (i/m) por dia hasta
el dia previo a la administraci6n de la gonadotrofina co-
riénica humana (HCG).

Gonadotrofina menopdusica humana
225 UL i/m por dia desde el tercer dia del ciclo mens-
trual. A partir del aumento del Ez por encima de 100
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pg/ml, se disminufa la dosis a 150 U.L por dia hasta el
dia previo a la HCG.

Ciclos con andlogos de la hormona liberadora de
gonadotrofinas

El aGnRh administrado en este trabajo fue el buserelin
(Bus). Los protocolos indicados fueron de ciclos largos.
Se entiende por tales la administracién de los analogos y
las gonadotrofinas en forma secunencial, con el fin de lo-
grar una completa desensibilizacién de los ovarios; (va-
lores de B2 < 50 pg/ml) antes de la estimulacién 314,

Buserelin mds gonadotrofina menopdusica humana

Bus (Suprefact®; laboratorio Behring, Barcelona, Espa-
fia) 300 microgramos subcutdneos cada 12 horas a partir
del dfa 21 del ciclo previo a la estimulacién y hasta el
dfa de la HCG. HMG 150 U.L i/m por dfa el tercer o
cuarto dfa del ciclo, luego se aumentaba a 225 U.L i/m
por dia hasta que el E; superaba los 100 pg/ml. A partir
de ese momento se disminuia a 150 U.L por dia hasta 48
horas antes de la administracién de 1a HCG.

Buserelin mds gonadotrofina menopdusica humana

mds hormona foliculoestimulante

Bus igual al protocolo anterior. HMG 150 U.L i/m por
dia desde el dia 3 del ciclo y hasta 48 horas antes de la
HCG.

FSH (Fertinorm®; laboratorio Serono SA, Madrid, Es-
paiia) 225 U.L i/m por dia desde el tercer dia del ciclo y
hasta el aumento del E; (> 100 pg/ml).

Tratamiento postransferencia

Progesterona micronizada (Utrogestan®; laboratorio Be-
sin Isconesco, Parfs, Francia) un évulo cada 12 horas, du-
rante 15 dias. HCG (Profasi®; laboratorio Serono SA,
Madrid, Espaiia) 5000 U.L i/m los dias 2, 5 y 8 después
de la transferencia. Hidroxiprogesterona (Prolutén De-
pot®; laboratorio Schering SA, Madrid, Espafia) 250 mg
i/m por dfa los dfas 2, 5, 8 y 14 postransferencia.

Seguimiento

El control de las pacientes incluidas en este estudio se
basaba en la dosificacién diaria de Es sérico a partir del
segundo dfa del ciclo estimulado y de la medicién por
ecografia vaginal del crecimiento folicular a partir del
sexto dia del ciclo. Cuando se lograban dos o més foli-
culos de didmetro igual o mayor a 16 mm y valores de
E: superiores a 600 pg/ml, se interrumpia la estimula-
cién. Posteriormente se administraba HCG 10.000 U.L
i/m, 34 horas antes de la extraccin de los ovocitos.

El diagnéstico inicial de gestacion se realizaba con la
determinacidn de la beta HCG a los 15 dias de la transfe-
rencia embrionaria. La confirmacién del embarazo clinico
se efectuaba por ecografia vaginal 10 a 15 dias mds tarde
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Recuperacién de ovocitos

La recuperacidn estaba precedida de una anestesia gene-
ral superficial con el fin de evitar los reflejos y permitir
la deambulacién precoz, una vez realizado el procedi-
miento. Se realizaba una antisepsia del introito vaginal y
la vagina y se introducia la sonda vaginal. Bajo visi6én
ecogrifica directa se aspiraban todos los foliculos mayo-
res de 10 mm a través de una aguja de puncién vaginal
(Swemed Lab®; Wipak, Estados Unidos) Los ovocitos
obtenidos eran enviados al laboratorio.

Preparacién de ovocitos

De acuerdo a la maduracién de los ovocitos en el mo-
mento de ser recuperados se clasifican en: PI (profase I),
MI (metafase I), MII (metafase II), PM (posmaduro) y
AT (atrésicos). Los mismos eran colocados en un medio
de cultivo (Ham’s F10) suplementado con 7,5% de suero
de cord6n fetal, e incubados a 37°C de temperatura y 5%
de COa, hasta ser inseminados.

Preparacién del semen

Se utilizé el método de Swim-up que consiste bdsica-
mente en la mezcla del eyaculado con Ham’s F10 suple-
mentado con suero de cordén fetal. Luego se centrifuga
el preparado con el fin de obtener un alto porcentaje de
espermatozoides normales y eliminar otras células y res-
tos celulares del contenido seminal.

Inseminacién

Promedialmente se depositaban 100.000 espermatozoi-
des por ovocito, variando el momento de la inseminacion
de acuerdo a la maduracién del mismo: PI a las 24 horas
posextraccion, MI 4-6 horas, MII, PM y AT alas 3 horas.
Los AT eran inseminados tGnicamente en aquellos casos
en que no habia un deterioro total de sus estructuras.
Tras la inseminacidn eran incubados en las condiciones
antes sefialadas, durante 16 a 20 horas. Luego se observa-
ban al microscopio buscando la presencia de fecundacién.

Transferencia embrionaria

La misma se realizaba a las 48 horas de la puncidn foli-
cular. Se transferfan, siempre que era posible, tres em-
briones en un estadio de desarrollo de cuatro células
aproximadamente.

Se administraban 2 mg de flunitrazepam (Rohipnol®;
laboratorio Roche, Espaiia), v/o una hora antes del proce-
dimiento. Luego de un lavado y asepsia de la vagina y
cuello uterino se introducia un catéter transcervical (La-
botec®; Gottingen, Alemania) hasta 1 cm del fondo ute-
rino y se efectuaba la transferencia.

Resultados

Del total de pacientes, 136 tenian menos de 35 afios (grupo
1), 38 tenfan entre 35-39 afios (grupo 2) y 14 tenfan 40
afios o mds (grupo 3). En el grupo 1, predominaban los tra-
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Tabla 1. Tratamiento por edad

Tratamiento < 35 afios 35-39 afios > 39 afios Total
pacientes
CC+HMG 35 25,7% 6 15,7% 6 . 42,8% 47
HMG 30 22,5% 15 39,4% 5 35,7% 50
BUS+HMG 21 15,44% 6 15,7% 2 14,2% 29
BUS+HMG+FSH 50 36,76% 11 28,9% 1 71% 62
Toial 136 38 14 188

x2=10,59 (6 gl) NS

CC: citrato de clomifeno; HMG: gonadoirofina menopéusica humana; Bus: buserelin (buserelina); FSH: hormona foliculoestimulante.

% de ovocitos

CC+HMG HMG

| NN

BUS+HMG+FSH

BUS+HMG

Figura 1. Maduracién de ovocitos por tratamiento. x>=188,87 (12 gl); p<0,001
CC: citrato de clomifeno; HMG: gonadotrofina menopausica humana; Bus: buserelin (buserelina); FSH: hormiona foliculoestimulante.

tamientos con Bus + HMG + FSH, seguidos por los que
combinan CC + HMG. En el grupo 2, el tratamiento pre-
dominante era el de HMG sola, estando en segundo Iugar
los que combinan ambas gonadotrofinas. El tercer grupo
recibié predominantemente CC + HMG o HMG (tabla 1).

Cuando relacionamos la maduracién de los ovocitos
con los protocolos empleados, encontramos que la mayor
proporcién de inmadurez (PI) correspondié a CC + HMG
(24,1%) frente a un minimo porcentaje en los ciclos con
andlogo (0,2%—0,5%). Los ovocitos que podemos consi-
derar en vias de maduracién (MI) fueron los mas frecuen-
temente encontrados en todos los protocolos, seguidos
por los maduros (MII). Finalmente los PM y AT fueron
recuperados en muy baja proporcién en todos los proto-
colos, con una leve predominancia en los que incluyen
Bus. Con el objetivo de valorar la predominancia de los
ovocitos inmaduros o maduros que proporcionaban cada
protocolo, se compard el porcentaje de los diferentes es-
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tadios de maduracidn en cada uno de ellos y con los de-
més tratamientos. Se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas, con un claro incremento de las for-
mas inmaduras (menos favorables para la fecundacién)
en los ciclos con CC (figura 1). La fecundacién estuvo
presente en un porcentaje muy alto en todos los ciclos.
Sin embargo, al comparar la presencia de embriones en-
tre los tratamientos con CC y los otros protocolos se en-
contrd una diferencia significativa a favor de los ciclos
con HMG y Bus, mostrando una menor tasa de fecunda-
cién en los ciclos con clomifeno (tabla 2).

La observacién de latidos embrionarios en la ecograffa
vaginal, que nos certifican el embarazo clinico, estaban
presentes en 10% de los protocolos con CC. Esta propor-
cién fue mayor en los demds tratamientos, llegando a
37% en el que combina Bus con ambas gonadotrofinas.
También en este caso el estudio estadistico mostré una
diferencia estadisticamente significativa al comparar los
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Tabla 2. Fecundacién por tratamiento

Tratamiento Fecundacion Si Fecundacion No Total pacientes
CC+HMG 36 77% 11 23% 47
HMG 46 92% 4 8% 50
BUS+HMG 28 99% 1 1% 29
BUS+HMG+FSH 58 94% 4 6% 62
Total 168 20 188

x2: 11,14 (3 gl). p<0,05.

CC: citrato de clomifeno; HMG: gonadotrofina menopausica humana; Bus: buserelin (buserelina); FSH: hormona foliculoestimulante.
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Figura 2. Embarazos por tratamiento. x=10,43 (3 gl); p<0,05

CC: citrato de clomifeno; HMG: gonadotrofina menopdusica humana; Bus: buserelin (buserelina); FSH: hormona foliculoestimulante.

embarazos obtenidos con CC y los logrados con HMG o
la asociacién de aGnRh con GN (figura 2).

Cuando se estudi6 la presencia de embarazos dnicos o
miultiples no se encontraron diferencias significativas en-
tre los cuatro protocolos empleados (figura 3).

De los embarazos logrados llegaron a ser viables entre
63% y 72% de los mismos, sin encontrar diferencias es-
tadfsticamente significativas (figura 4).

Discusién

La proporcién de ciclos recibidos era diferente para cada
grupo etario. Esto se debié a una serie de circunstancias
presentes en el momento de realizar la indicacién del tra-
tamiento, como la disponibilidad comercial de los medi-
camentos, la capacidad de respuesta prevista para cada
paciente y la bibliograffa previa que hacfa recomendable
el uso de uno u otro protocolo. Los ciclos que incluyen
aGnRh fueron indicados con la finalidad de que el far-
maco administrado antes que las GN produjera un hipo-
gonadismo farmacoldgico ¥, y secundariamente, un re-
poso ovdrico favoreciera de esta manera la accién y el
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control de las GN administradas exdgenamente. Muchas
de las pacientes admitidas en primer lugar para FIV por
el centro fueron tratadas con CC + HMG o HMG debido
a que adn no se disponfa de Bus ni de FSH. El hecho de
no haber diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos etarios y la proporcién de protocolos recibi-
dos, hace que la edad no sea un factor determinante a la
hora de valorar los resultados finales. El elevado porcen-
taje de ovocitos MI y MII recuperados y la inseminacién
efectuada con semen normal son responsables del alto in-
dice de fecundacién obtenido. Sin embargo, el mismo fue
mds desfavorable en los ciclos con CC (diferencia esta-
disticamente significativa, p<0,05).

Si bien nuestros resultados indican que los ciclos con
CC tienen una mayor proporcién de ovocitos maduros,
mds favorables para la fecundacién (26,1% frente a
18,8% a 23,3% de los tratamientos restantes), esto no ha
significado mds embriones disponibles para la transfe-
rencia (77% frente a 92%—-99%), ni mayor ndmero de
embarazos por transferencia embrionaria (10% compara-
do con 17%-37,9%). Como se indic6 en el capitulo ante-
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Figura 3. Embarazo Unico o multiple por tratamiento. x3=1,12 (3 gi); N/S.
CC: citrato de clomifeno; HMG: gonadotrofina menopdausica humana; Bus: buserelin (buserelina); FSH: hormona foliculoestimulante.
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Figura 4. Evolucién de embarazos. x?=0,34 (3 gl); N/S.

CC: citrato de clomifeno; HMG: gonadotrofina menopdusica humana; Bus: buserelin {buserelina); FSH: hormona foliculoestimulante.

rior fue significativamente menor que en los otros proto-
colos (p<0,05). Estos tratamientos tampoco contribuye-
ron a disminuir el indice de embarazos miiltiples.

Finalmente, hay una leve tendencia, aunque no signifi-
cativa, en el porcentaje de abortos con respecto a los ci-
clos con aGnRh.

Cuando comparamos los embarazos obtenidos entre
los ciclos con HMG sola y los que incluyen aGnRh, en-
contramos un mejor resultado en estos dltimos. Este he-
cho se podria explicar por los altos niveles de LH end6-
gena que se suma a la de la propia HMG, teniendo una
accién deletérea sobre el desarrollo folicular y endome-
trial 19,

Los protocolos que incluyen Bus y ambas GN arroja-
ron un indice m4s alto de embarazos que los que asocian
el andlogo y HMG. Al comparar los tratamientos con
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HMG, Bus + HMG y Bus + HMG + FSH entre si, no en-
contramos diferencias significativas en la proporcién de
embarazos miltiples ni de abortos

Conclusiones

E! andlisis anterior nos lleva a la conclusién de que la
asociacién CC + HMG tiene peores resultados en térmi-
nos de maduracidn de ovocitos (mayor proporcién de PI,
no compensado por un porcentaje levemente més alto de
formas maduras), de fecundacidn y de embarazos que los
restantes tratamientos estudiados. Por otra parte, tampo-
co contribuye a disminuir el indice de embarazos muilti-
ples y de abortos. Este hecho hace que actualmente pen-
semos que el argumento planteado por algunos autores
® de que estos tratamientos son menos costosos y mejor
tolerados por las pacientes, no es suficiente para volver
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a utilizarlos, ya que como hemos visto en este trabajo los
pobres resultados finales no lo justifican. Al comparar
entre si los protocolos de HMG, Bus + HMG y Bus +
HMG + FSH los indices de fecundacién y embarazos al-
canzados fueron més favorables en los ciclos con andlo-
gos, fundamentalmente cuando se asocian con ambas
GN, como se muestra en la figura 2.

Summary

The present report was drafted with the aim of evaluating
the usefulness of the cycles which combine clomiphene
citrate and human menopausic gonadotrofin as compared
with other three protocols of ovaric stimulation which in-
cludes : human menopausic gonadotrofin, buserelin, and
stimulating follicle hormone in patients submitted to fe-
cundation in vitro, A study was carriéd out of 188 pa-
tients considering : age, maturation of ovocytes, presence
of fecundation, clinical pregnancies, multiple gestations,
abortions and viable pregnancies.

Available results indicate that there were no signifi-
cant differences in the age of the woman included in each
protocol. Conversely, treatment with clomiphene citrate
yielded more immature ovocytes, less percentage of fe-
cundation and clinical pregnancies, without a decrease in
the risk of multiple pregnancies and abortions.

Résumé

Le but de cet article est celui d’evaluer I’ utilité des cycles
qui combinent le cytrate de clomiphéne et la gonadotrop-
hine ménopausée humaine, tout en comparant a trois au-
tres protocoles de stimulation ovarique qui incluent: go-
nadotrophine ménopausée humaine, busereline et hormo-
ne follicule stimulante, ches des patients qui subirent une
fécondation in vitro. 188 patients furent étudiées, tenant
compte de leur 4ge, maturité des ovocytes, présence de
fécondation, grossesses cliniques, gestations multiples,
avortements et grossesses viables.

Les résultats révélent qu’il n’y eut pas de grandes dif-
férences selon I’dge des femmes inclues a chaque proto-
cole. Cependant, les traitements avec cytrate de clomip-
hene eurent des ovocytes moins miirs, un pourcentage
plus bas de fécondation et de grossesses cliniques, sans
diminution du risque de grossesses multiples et d’avorte-
ments. Nos conclusions donc, ménent & déconseiller I’-
emploi de ce type de traitements, étant préférable I"utili-
sation de protocoles avec buserelin, aux longs cycles, as-
sociés & des gonadotrophines.
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