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Pulsatile GnRH added to gonadotrophins for controlled ovarian stimulation
improves embryo quality after cryopreservation. Case report
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Resumen
Objetivo: Evaluar el efecto de la administracion pulsdtil de la GnRH durante la estimulacion ovdrica
en la calidad de los pre-embriones criopresenados tras la descongelacion.

Disefio: Describe la tasa de supervivencia de pre-embriones tras la descongelacion y de niimero de
células por embrion tras dicho proceso.

Caso dinico: Mujer sometida a cinco ciclos de fecundacion con micro i nyeccion intrmacitoplasmdtica.
Intervenciones: Los pre-embriones obtenidos de ciclos ICSI se congelaron y descongelaron para pos-
teriores transferencias.

Resultados de medidas principales: La tasa de supervivencia de pre-embriones tras la descongelacion
y niimero de células perdidas por pre-embrion en los ciclos con 'y sin GnRHp.

Resultados: De los 23 embriones descongelados procedentes de los ciclos estimulados con pauta es-
tandar, 17 sufrieron un proceso de lisis o degeneracion (73,91%), los 6 restantes presentaron pérdida
de células (100%) y grado embrionario el 50%. Los embriones provenientes del ciclo con GnRHp
mantuvieron el grado embrionario (100%) y uno tuvo pérdida de celularidad (25%).

Conclusiones: La administracion pulsdtil de GnRH podria mejorar la tasa de supervivencia de pre-
embriones criopresenados tras el proceso de descongelacion, resultando ser un factor positivo en la
calidad embrionaria.
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Summary

Objective: To determine the effect of the administration of pulsatile GnRH during ova rian stimulation
on embryo quality after cryopresenaion.
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Study design: To determine the survival rate of embryos and the number of cells per embryo after tha-

wing.

Case report: Woman subjected to five ICSI cycles.

Interventions: The embryos obtained were thawed for transfer.

Main outcome measures: Embno survival rate and number of cells lost after thawing in cycles with ot

without pulsatile GnRH.

Results: Of the 23 embryos thawed from cy cles using the standard stinulation protocol, in 17 there
was cell degeneration and lysis (73.91%), and the remaining 6 had cell loss (100%) and 50% showed
a decrease in embryo grade. In sharp contrast, embryos from cy cles using pulsatile GnRH maintaines
embryo grade (100%) and there was cell loss in only one embryo(25%).

Conclusions: Administraion of pulsatile GnRH could be used to improve embryo survival rate and

quality after cryoprese nation.

Key words: GnRH. Embryo cryopreservation. Embryo quality. ICSI.

INTRODUCCION

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
es un decapéptido hipotaldmico que desempefia una
funcidn trascendental en el ciclo reproductivo. En hu-
manos se han identificado dos formas, 1lamadas
GnRH-I y GnRH 1I, codificadas por genes diferentes
(1,2). La GnRH tipo I se sintetiza en el hipotdlamo
medio basal y drea predptica del hipotdlamo anterior
estd codificado por un unico gen localizado en el cro-
mosoma 8pl11.2-p21. Aunque estas hormonas com-
parten cDNA y estructuras gendémicas comparables,
su distri bucién tisular y la regulacién de la expresion
genética es significantemente diferente. Su secrecién
es pulsatil (3) via circulacién portal, alcanza la hipé-
fisis anterior donde se une a un receptor especifico y
ejerce su accion sobre el gonadotropo para la sintesis
y liberacién de FSH y LH (4) hormonas necesarias
para el desarrollo folicular, la esteroidogénesis y es-
permatogénesis. Es sabido que esta hormona desem-
pefa una funcién trascendental en el ciclo reproduc-
tor. Las variaciones en el ritmo de secrecion, son
imprescindibles para determinar el tipo de subunidad
de gonadotropina que debe sintetizars e.

La GnRH tipo II, se sintetiza en el cerebro medio
y se diferencia de la tipo I en tres aminoécidos de las
posiciones 5, 7y 8 (5, 6), el gen codificador estd si-
tuado en el cromosoma 20p13 y su accién es bdsica-
mente ex trapituitaria.

Ambas formas se distribuyen por diferentes 6rga-
nos y tejidos ejerciendo acciones endocrinas a nivel hi-
pofisarno y autocrinas / paracrinas en compartimentos
extrahipofisarios. La GnRH I se encuentra en niveles
mds elevados a nivel central mientras la GnRHII se ex-

presa en mayor medida en tejidos extrapituitarios (6).
El efecto biolégico de GnRH I y GnRH II estd media-
do por el receptor para la GnRH I, codificado por el
gen 4q21.2 (7) pues no se ha demostrado, por el mo-
mento, que exista un receptor especifico para la
GnRH II en humanos. Estudios experimentales de-
mostraron que la accién de la GnRH no esta limitada
a su modulacion en la sintesis de hormonas. Hace va-
rios afios se detectd la expresion de receptores de
GnRH, asi como la produccién de este decapéptido,
en 6rganos extrpituitarios como el ovario (ovocito) (8-
10), endometrio (11), miometrio (12) testiculos (esper-
matozoides) (13, 14), placenta (15,16). La GnRH ex-
trahipotaldmica es inmunoldgica, bioldgica y
quimicamente idéntica a la GnRH hipotaldmica (17).
Por otra parte, se ha divulgado la ex presion del mRNA
y de la proteina de GnRH inmunoreactiva y de su re-
ceptor en el embrién humano preimplantacional y en
el endometrio en todas las fases del ciclo como en el
oviducto en la fase litea, indicando la importancia de
GnRH en la implantacién (18, 19).

Este hecho, junto con los datos observacionales de
que tanto la GnRH nativa como los andlogos agonis-
tas de GnRH (GnRHa) mejoran los resultados de fer-
tilizacién in Vitro (20), hicieron sospechar un papel
trascendental de la Gonadorelona hipotaldmica en los
mecanismos de implantacidn, bien a través de una
adecuada preparacion endometrial o bien por una me-
jora de la calidad embrionaria. En estudios realizados
en nuestra clinica observamos diferencias estadistica-
mente significativas en el nimero de ovocitos recupe-
rados y en el porcentaje de gestaciones administrando
GnRH en los ciclos de ICSL
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tras la descongelacion de embriones procedentes de
ciclos de FIV realizados a una misma paciente con di-
ferentes pautas de estimulacién, refuerza la posible
implicacién de la GnRH en la fertilizacion, calidad
embrionara ypresumiblemente sobre la implantacion.
La escasa o nula perdida de células, asi como el man-
tenimiento del grado de maduracién de los embriones
del ciclo en el que se utilizo la GnRH pulsatil
(GnRHp) como terapia adyuvante en la estimulacién
ovarica, frente a los obtenidos en los ciclos estandar,
sugieren una accién directa de la GnRH sobre el pro-
ceso de maduracién y fecundacién del ovocito.

CASO CLINICO

Paciente de 38 afios que consulta por esterilidad
primaria de 9 afios de evolucién por factor tubdrico.
Se someti6 a 5 ciclos de fecundacién con microinyec-
cién intracitoplasmdtica (FIV-ICSI), en cuatro de ellos
la estimulacién se realiz6 mediante FSHeecombinan-
te, gonadotropinas urinarias y previa desensiblizacién
hipofisiaria con andlogos agonistas de la GnRH
(GnRHa) y en un ciclo se afiadi6 a la pauta anterior,
una inyeccién subcutdnea de 14 pg de GnRH pulsitil
en un pulso de 90 minutos por via subcutdnea.

En todos los ciclos se obtuvo una buena respuesta
ov drica, valorada por el niimero de ovocitos, grado de
maduracién ovocitaria (MII) y niveles plasmaticos de
estradiol asi como la calidad embrionaria.

En la tabla 1 se expresa la pauta de estimulacion
ovarica, niveles de estradiol obtenidos, nimero de

ovocitos totales y en metafase II, ovocitos fecundados
y numero de embriones congelados, en cada uno de
los ciclos de FIV.

En cada ciclo se transfirieron tres embriones y los
restantes que presentaban caracteristicas morfoldgi-
cas de viabilidad se criopreservaron. En el quinto ci-
clo de tratamiento se consiguié gestacién de un feto
con anencefalia que finaliz6 con interrupciénvolunta-
ria de embarazo.

Se realizaron tres ciclos (A, B, C) con 27 de los
36 embriones criopreservados, cuyos resultados se
expresan en la Tabla 2.

Se analizaron los embriones criopreservados tras
la descongelacidn, valorando la calidad embrionaria
mediante el grado de maduracién y nimero de células
que presentaban el dia de la transferencia.

Para el ciclo A se descongelaron cinco embriones
procedentes del ciclo n° 1 de FIV, de los que dos no
evwlucionaron y en tres hubo pérdida de células del
75%, 33% y 66% respectivamente y uno de ellos pre-
sentd involucién en la calidad en el momento de la
transferencia. No se consiguid gestacion.

Para el ciclo B de los seis embriones descongela-
dos, procedentes del ciclo n° 1 de FIV, tres no evolu-
cionaron y los restantes mostraron disminucién en el
nimero de células del 0%, 50% y 80% respectiva-
mente y dos de ellos en la calidad embrionaria. No
hubo gestacion.

En el ciclo C se descongelaron seis embriones pro-
cedentes del ciclo n° 2 y seis del n° 3 que no evolucio-
naron. Posteriomente cuatro embriones del ciclo 4°,
en el que se utilizé la GnRHp mantuvieron el grado

Tabla 1
Resultados de 5 ciclos de FIV realizados en ZYGOS
N° Ciclo Tratamiento E2 pg/mL Novocitos/Metafase II | Fecundados Congelacion
1 FSH-r 1125 Ul 5.617 20/17 15 11
HMG 125 UI
GnRH-a
2 FSH-r 1700 UI 5.862 22/21 9 6
HMG 525 UI
GnRH-a
3 FSH-r 2100 UI 4.116 21/16 11 6
HMG 225 UI
GnRH-a
4 FSH-r 2100 UI 2042 14/9 8 4
GnRHp (20 pg/pulse)
GnRH-a
5 FSH-r 2650 Ul 2692 29/23 15 7
GnRH-a
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Tabla 2
Resultado de la descongelacion de embriones

Tabla 3

Calidad embrionaria tras la descongelacion

embrionario previo a la ciopreservacion, con una pér-
dida celular del 0%, 0%, 62% y 0% respectivamente,
evolucidn que se mantuvo hasta la transferencia.

De los 23 embriones descongelados procedentes
de los ciclos estimulados con pauta estdndar, 17 su-
frieron un proceso de lisis o degeneracién (73,91%),
los 6 restantes presentaron pérdida de células (100%)
y grado embrionario el 50%. Los embriones prove-
nientes del ciclo con GnRHp mantuvieron el grado
embrionario (100%) y uno tuvo pérdida de celulari-
dad (25%) (Tabla 3).

DISCUSION

La GnRH desempeifia un papel importante en la
reproduccién mamifera estimulando la sintesis y la

N° Ciclo Ciclo origen Estadio Estadio | Transfer Cido Total embriones Pérdida de Pérdida de
(n° de embriones) |  Pre- Post- origen descongelados embriones células
A 4_2 Deg i} importantes
4-2 1-2 1-2 1 11/11 5/11 6/11
1(5) 3-2 2-2 2-2
3.1 Deg i 2 6/6 476 2/6
3-1 1-1 1-3 3 6/6 6/6 6/6
B 4-2 4-2 5-3 4 4/4 0/4 1/4
4-2 2-2 3-3
1(6) 5-3 1-3 2-3
4-3 Deg - secrecion de gonadotropinas mediante su unién a los
4-1 Deg - receptores de GnRH (GnRHRs) en los gonadotropos
4-1 Deg - pituitarios. Ademds de este papel bien documentado,
C 4_9 Deg NO la GnRH tiene .efectos diref:tqs sobre las géqadgs. Se
6_2 Deg NO expresa en varios compartimientos del ovario inclu-
5_1 Deg NO yepdq las cé1u1a§ granulosgs luteinicas, las célulgs
2(6) 5_1 Deg NO epiteliales superficiales ovdricas y los tumores ovéari-
§_2 -9 NO* cos (21-24). Ademds se ha demostrado la expresién
6-2 1.9 NO* del ARNm de la GnRHI y de la proteina en el epitelio
*lysed tubdrico de la trompa de Falopio durante la fase luteal
del ciclo reproductivo (25). Se ha encontrado que la
4-1 Deg NO GnRH modula la esteroid ogénesis bdsica (26) e indu-
4-1 Deg NO ce la transcripcion de varios genes implicados en la
3(6) 4-2 Deg NO maduracién folicular y la ovulacién (27, 28), expre-
4-3 Lisado NO sada en niveles de estradiol adecuados, segun los foli-
6-3 Lisado NO culos desarrollados, como se demuestra en la tabla
8-3 Lisado NO ndmero 1 y en la calidad de los ovocitos. Ademds, la
6-1 6-1 6-1 GnRH vy sus andlogos sintéticos tienen efectos inhibi-
4-2 4-2 4-2 torios del crecimiento directo en tumores sensibles a
4(4) 8§-2 5-2 5-2 hormona, incluyendo los carcinomas del ovario, de
6-2 6-2 6-2 mama, del endometrio, y de la prdstata (29-32). Cabe
pensar que la GnRH pueda actuar como factor impor-

tante en la regulacién autocrina y paracrina de la fun-
cién ovdrica local (24). Sin embargo, hasta la fecha,
los mecanismos moleculares en la regulacion de la
expresion del gen de GnRH (receptor de la GnRH) en
el ovario humano siguen siendo mal entendidos.

En los ciclos de fecundacion in vitro, el desarrollo
de multiples foliculos, tiene unos requerimientos de
GnRH I mayores que los que se precisan para el ciclo
monofolicular fisiolégico y esta hormona se encuen-
tra incluso en concentraciones menores pues; el em-
pleo de GnRHa reduce los niveles de mRNA de
GnRH I (22), ademas los niveles elevados de estra-
diol, que se alcanzan en estos ciclos, tienen un efecto
inhibitorio sobre la secreciéon de GnRH I a nivel cen-
tral, y a nivel periférico suprimen la expresién de
RNAm de GnRHI y del receptor para GnRH (33, 34).
Por otro lado, en el compartimento ov drico, los estro-
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genos incrementan los niveles de RNA m de GnRH II
de una manera dependiente de la dosis y del tiempo
(35). La GnRh II o sus andlogos causan una regula-
cién a la baja del RNAm de GnRHI en un amplio ran-
go de concentraciones (22). Esta disminucién de la
concentracién de la GnRHI causaria un incremento
de la expresion del receptor de GnRH tanto a nivel pi-
tuitario como a nivel de las células de la granulosa o
de la superficie del ovario (24).

Existen evidencias de que la GnRH segregada a
nivel del oviducto durante la fase ldtea puede contri-
buir a mejorar la calidad de los gametos y de embri o-
nes, y por ende la tasa de implantacién. Sin embargo
en los ciclos de FIV los ovocitos y embriones no es-
tdn en contacto con los fluidos tubdricos, pudiendo
suponer una disminucién en la calidad embrionaria y
en la tasa de implantacidn, explicando la causa de las
gestaciones tan bajas en relacién con el nimero de
embriones que se consigue en el laboratorio.

En el caso presentado, los embriones obtenidos han
demostrado un comportamiento desigual en cuanto a
su calidad, respecto a su estadio previo a la criopreser-
vacion. El hecho de que los embriones pertenezcan a la
misma pareja y provengan de ovocitos obtenidos de di-
ferentes ciclos de FIV, con el mismo protocolo de esti-
mulacién en 3 de ellos y que solamente los embriones
provenientes del ciclo en el que se utilizo GnRHp fue-
ron los tnicos que, tras la descongelacién, han mante-
nido las caracteristicas (numero de células y fase de
maduracién) a las previas, podria deberse a que la con-
centracion de GnRH plasmitica existente en el ciclo
natural esta calculada para un ciclo monofolicular y
por ello seria “insuficiente” para extender sus efectos
bioldgicos a los ovocitos del ciclo nultifolicular que
caracteriza al ovario sometido a hiperestimulacién con-
trolada para tratamientos de FIV.

El suministro de GnRH exdgena, en los ciclos
multifoliculares resulta ser un aporte de ligando adi-
cional que se uniria a sus receptores especificos, in-
crementados en la regulacion a nivel de las células de
la granulosa. Esta interaccién desencadenaria la sefia-
lizacion intracelular correspondiente, probablemente
a nivel de metabolismo fosfolipidico, estimulando la
maduracion del ovocito, conservando las células de la
granulosa del foliculo ovdrico y predisponiendo asi,
al ovocito fecundado criopreservado a soportar mejor
el proceso de descongelacion, resultando ser un factor
condicionante en el niimero y en la calidad de los em-
briones obtenidos tras un proceso de criopreserva-
cidén. Las tres principales variables que demuestran la
eficiencia de la criopreservacion son la tasa de super-
vivencia de embriones, la tasa de implantacién y la
tasa de embarazos llegados a término. La calidad em-

brionara tras el proceso de descongelacion se aprecia
en la tabla 3; se manifiesta por su resistencia al pro-
ceso de criopresenacidon-descongelacion y por tanto
en la supervivencia integral o parcial del embrién. Se
han realizado diversos estudios del comportamiento
de pre-embriones en estado de prontcleo criopreser
vados obtenidos en ciclos de fertilizacién in vitro con
o sin agonistas de GnRH y se ha observado que la uti-
lizacién de agonistas no afecta a la calidad de los pre -
embriones (36) presentando igual aptitud para el de-
sarrollo después de la criopreservacién (37), ni a la
tasa de embarazos e implantacién (38). Sin embargo,
estudios recientes con blastocistos descongelados de-
rivados de ciclos con agonistas de GnRH vs. antago-
nistas han demostrado que los pimeros presentan una
tasa mayor de supervivencia al proceso de congela-
cién que los blastocistos obtenidos de ciclos con an-
tagonistas de GnRH (39). Si el uso de GnRH pulsétil
ayuda a una seleccién de pre- embriones con una me-
jor calidad, y siendo el éxito de la implantacién de-
pendiente de la calidad embrionaria y de la receptivi-
dad uterina, se podria considerar la administracién
exdgena y continuada de esta hormona un factor se-
lectivo positivo en el éxito de la implantacion.

CONCLUSIONES

La administracién pulsatil de GnRH exégena en
ciclos de estimulacién ovérica previo ICSI en la mis-
ma paciente parece mejorar la calidad de los pre-em-
briones criopreservados tras la descongelacion, refle-
jado en una mayor tasa de supervivencia de los
mismos y en una perdida menor de células respecto a
los ciclos sin tal suministro hoomonal.
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