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Resumen

Objetivo: Determinar si existen diferencias en las concentraciones hormonales de los liquidos folicu-
lares obtenidos tras utilizar dos protocolos de estimulacion (andlogo largo vs antagonista) y analizar
su relacion con la obtencion de gestacion. Material y Métodos: Ensayo clinico prospectivo y aleatori-
zado con 150 pacientes que se sometieron a FIV/ICSI. Setenta y cinco pacientes fueron asignadas al
protocolo largo de estimulacion con agonistas de la GnRh 'y otras 75 utilizaron el protocolo de anta-
gonistas de la GnRh. Se incluyeron pacientes menores de 40 afios con esterilidad primaria que se so-
metian a un primer ciclo de FIV/ICSI. De cada grupo, se seleccionaron aquellos liquidos foliculare s
que se consideraron claros (sin contaminacion sanguinea) (53 y 18 respectivamente), determindndose
la concentracion de estrogenos, progesterona, testosterona, FSH, LH y prolactina. Resultados: No se
encuentran diferencias significativas entre los niveles de hormonas esteroideas y proteicas en el liqui-
do folicular en funcion del protocolo de estimulacion usado o la consecucion de embarazo o no.
Conclusion: Nuestras resultados nos hacen pensar que los cambios séricos (disminucion de LH, es-
tancamiento del estradiol) que acontecen en los ciclos de antagonista no repercuten sobre los niveles
de hormonas a nivel folicular, por lo que cabe la posibilidad que la utilizacion de dichos farmacos no
reperata de forma negativa ni sobre el foliculo, ni sobre la calidad ovocitaria.

Palabras Clave: Liquidos foliculares. Niveles hormonales,Protocolos de estimulacion.
Embarazo.

Summary

Objetive: To determinate if there are any diferences in hormonal concentration in follicular fluid ob-
teined after ovarian stimulation for IVF/ICSI with GnRH agonist or antagonist and to evaluate their
association with clinical pregnancy.. Methods: A prospective study with 150 women undergoing

IVF/ICSI was carried out. Seventy five women were treated with GnRH agonist and 75 were treated
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with GnRH antagonist. All women participating in the study were under 40 years old. In each group,
those follicular fluid considered as “clear” (without hematic contamination) were collected and folli-
cular fluid concentrations of oestradiol, progesterone, testosterone, FSH, LH and prolactine were
quantified. Results: No diferences were found in follicular fluid concentrations of hormones between
groups. These diferences were also not found when the final result (clinical pregnancy) was conside-
red. Conclussion: We think that serical changes found when GnRH antagonist are used for ovarian
stimulation (decrease of LH and low rising of oestradiol) do not affect follicular fluid hormonal con-
centrations. Therefore, GnRH antagonist could not negatively affect follicle or ovocitary quality.

Key words: Follicular fluid. Hormonal concentrations. Ovarian stimulation. Pregnancy.

INTRODUCCION

La prevencion del pico de LH durante la estimula-
cidn ovarica controlada en ciclos de FIV/ICSI se ha
realizado clasicamente con farmacos agonistas de la
GnRh, generalmente mediante el llamado protocolo
larg. Con este protocolo se han descrito una serie de
inconvenientes(1): Mayor duracion del ciclo, posibili-
dad de administracion del agonista de la GnRh al ini-
cio de la gestacidon, mantenimiento del cuerpo lateo
del ciclo previo a la estimulacion, sintomas de depri-
vacion hormonal, peor respuesta en bajas responde-
doras, mayor gasto en gonadotropinas, la induccion
de la ovulacion sdlo es posible mediante inyeccion de
HCQG, etc...

La introduccidn de los protocolos de estimulacion
ovarica mediante antagonistas de la GnRh pretendid
eliminar algunos de dichos inconvenientes. Asf el uso
de antagonistas de la GnRh en técnicas de reproduc-
cion asistida simplifica y acorta la estimulacion ova-
rica, disminuye el riesgo de hiperestimulacion ovari-
ca y disminuye el gasto en gonadotropinas. Sin
embarm, las tasas de gestacion obtenidas son meno-
res que con el uso de agonistas.(2) Esta disminucidon
de las gestaciones se ha achacado a un manejo inade-
cuado del antagonista debido a la corta experiencia en
el uso del mismo, pero también se ha descrito que la
drastica caida de la LH tras administrar el fArmaco
puede afectar al funcionamiento de las células de la
granulosa, lo que justificarfa la caida del estradiol sé-
rico que se produce en muchas ocasiones (3, 4).

Una de las posibilidades para intentar estudiar el
correcto funcionamiento de las células de la granulo-
sa es analizar el liquido folicular. El liquido folicular
es un complejo compartimento funcional en el que se
integran distintas sefiales, endocrinas, inmunologicas
y mitdgenas. Durante la maduracion folicular, se de-
sarrolla un aumento del volumen de liquido folicular,
asi como de los niveles hormonales intrafoliculares,

elaborando un microambiente adecuado para el creci-
miento y la maduracién del ovocito (5). Diversos es-
tudios han identificado los niveles hormonales en li-
quido folicular de estradiol, progesterona, prolactina,
asf como de otras sustancias, como marcadores po-
tenciales de la calidad ovocitaria.(5-8) relacionando-
los con las tasas de gestacion (9-12). Asi, se encuen-
tran diferencias en los niveles hormonales en funcién
de que los ovocitos asociados sean o no fecundados
in vitro tras ciclos de estimulacion.

Los niveles de estradiol en el liquido folicular se
relacionan con la calidad global del foliculo relacio-
nandose su concentracion con el nimero de células
de la granulosa. Por su parte, los niveles de progeste-
rona se relacionan con la madurez del ovocito y con
el grado de luteinizacion del foliculo. También los ni-
veles de androgenos se han usado como pardmetro de
calidad ovocitaria encontrando que los niveles de tes-
tosterona se encuentran significativamente disminui-
dos en el liquido folicular cuyos ovocitos se fecunda-
ron.

El objetivo de este estudio es determinar si existen
diferencias en las concentraciones hormonales de los
liquidos foliculares obtenidos tras utilizar dos proto-
colos de estimulacion (andlogo largo vs antagonista).

Analizar la relacion de dichos niveles hormonales
con la obtencidn del embarazo.

MATERIAL Y METODO

Entre Mayo y Diciembre de 2005, se selecciona-
ron de forma prospectiva y aleatorizada 150 pacientes
del programa de Reproduccion Asistida de la Unidad
de Reproduccidn del Servicio de Obstetricia y
Ginecologia del Hospital Universitario “Virgen de las
Nieves” de Granada que se sometieron a FIV/ICSI.
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Setenta y cinco pacientes fueron asignadas al proto-
colo largo de estimulacidén con agonistas de la GnRh
y otras 75 utilizaron el protocolo de antagonistas de
la GnRh.

Se incluyeron pacientes menores de 40 afios con
esterilidad primaria que se sometfan a un primer ciclo
de reproduccion asistida.

En el protocolo de analogo largo, se inicid la esti-
mulacidén cuando se evidencid reposo ovarico esta-
blecido por la ausencia ecografica de foliculos mayo-
res de 10mm en los ovarios. Las dosis de FSH fueron
de 300UI los dos primeros dias y 150 UI el resto, rea-
lizando un primer control ecogréfico el dia 7°, partir
del cual se individualizaba la administracion de FSH.

En el protocolo de Antagonista se inici6 la estimu-
lacion el 2° dia de un ciclo espontineo o inducido con
anticonceptivos. Se usd la misma pauta de estimula-
cion que en el otro grupo 300 UI de FSH los dos pri-
meros dias y 150 UI el resto El antagonista se inicia-
ba cuando el foliculo mayor media 14 mm. de
didmetro medio y se mantenia hasta el dfa previo a la
administracion de HCG. En todos los casos se admi-
nistrdo 10000 U.I. de HCG recombinante cuando se
observaban mas de tres foliculos mayores de 18 mm,
realizando la puncidn folicular a las 35-37 horas. La
gonadotropina utilizada en todos los casos fue FSH
recombinante.

Una vez obtenidos los liquidos foliculares, se se-
leccionaron aquellos que contenfan un complejo ci-
mulo corona ovocito y que se consideraron claros (sin
contaminacion sanguinea). Una vez aislado el ovoci-
to, se realizd un pool de liquidos de cada paciente, se
centrifugd (400g) en el laboratorio durante 10 minu-
tos, con el objetivo de decantar el sobrenadante elimi-
nando el contenido celular. Los liquidos foliculares
fueron congelados a -80 ° C hasta la determinacion
hormonal. Para dicho analisis hormonal se utilizaron
kits comerciales (Roche/Hitachi modular E-170 sys-
tem, Madrid, Espafia) determindndose en cada pa-
ciente la concentracion de: estrogenos, progesterona,
testosterona, FSH, LH y prolactina.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante
el procesador estadistico SPSS 13.0

RESULTADOS

La edad media de las pacientes seleccionadas era
de 33,1 afios. La etiologia de la esterilidad fue similar
en ambos grupos, encontrando que la causa mas fre-
cuente fue el factor masculino (53,1% de los casos)
seguido de la esterilidad sin causa aparente (24,1%) y
la existencia de factor tubarico (19,6%), no encon-

trando diferencias significativas entre ambos grupos
de estudio.

Los ciclos puncionados y los liquidos obtenidos en
funcidn del protocolo seguido se describen en la tabla 1.

Tabla 1
Ciclos puncionados y liquidos obtenidos en funcion del
protocolo utilizado

N: 150 Agonistas Antagonistas
Ciclos 75 75
Punciones 70 65
Liquidos claros 53 38

Las principales variables clinicas, relativas a la esti-
mulacién y de laboratorio obtenidas con ambos proto-
colos de estimulacion se reflejan en las tablas 2 y 3.

Tabla 2
Variables clinicas en funcion del protocolo de
estimulacion usado

VARIABLES AGONISTAS ANTAGONISTAS
CLINICAS (n=75) (n=75)
Edad 332+41 32,638
(afios) (18-40) (22-40)

Dfas estimulacion 114£22 100+£23*
(ciclos no cancelados) (5-18) (4-16)

N° foliculos >17 mm 6,4+3,1 6,2+33
(ciclos no cancelados) (1-16) (1-16)
Dosis total FSHr (UI) 2619,4 + 1278 4 2402,5 + 1548,4

(ciclos no cancelados) (800 - 6900) (850 - 6300)
Estradiol sérico

(dfa hCG) pg/mL

24977+ 17310 1468,2 + 1540,5

(ciclos no cancelados) (459 -6929) (417 - 6830)
12,668 11,0+£6,8
LHr ampollas (2-31) (2-32)
n=46 n=50
Dosis tres primeros 743,6 +201,5 774,4 + 196,5
dias (FSHr) (450-1350) (450-1450)
*p<0,001

El estudio de los liquidos foliculares claros en am-
bos grupos, no hall6 diferencias estadisticamente sig-
nificativas en las variables clinicas, de laboratorio y
de resultado analizadas (Tabla 4).

Al realizar el estudio comparativo entre los nive-
les de hormonas esteroideas en liquido folicular pro-
cedentes de pacientes sometidas a DFM con protoco-
lo de agonista largo para ICSI y en liquido folicular
de pacientes sometidas igualmente a DFM para ICSI
con protocolo de antagonista, no se encuentran dife-
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Tabla 3
Variables de laboratorio en funcion del protocolo de estimulacion usado

VARIABLES LABORATORIO AGONISTAS ANTAGONISTAS
N° ciclos puncionados 70 65
N° ciclos con transferencia 72,7% 63,0%
(101/139) (85/135)
N° ovocitos por puncién 8949 82+4,1
(1-32) (1-19)
% ovocitos metafase 11 78,3 +£23,0 77,2 23,6
(20-100) (20-100)
% ovocitos fecundados/ ovocitos 69,0 +32,7 65,0+ 36,5
microinyectados (0 -100) (0 -100)
Tasa de punciones con fallo 14,4% 23,4%
total de fecundacion (17/118) (26/111)
29,2% 35,9%
(tipo ) (73/250) (83/231)
% emb calidad (tipo 1I) 10,8% 9,1%
(27/250) (21/231)
% emb >4 células 74,7% 72,7%
(186/250) (168/231)
% transferencia tras puncion 85,6% 76,6%
(101/118) (85/111)
N° embriones por transferencia 2,110 20+1,1
(1-3) (1-3)
% embriones no transferidos con 14,7% 14,3%
desarrollo hasta blastocisto (5/34) (6/42)
N.S.

rencias significativas en ninguna de las hormonas
evaluadas. Estradiol, progesterona, testosterona, ofre-
cen unos niveles en liquido folicular muy semejantes
en ambos grupos de pacientes. Igualmente, los rangos
de valores maximos y minimos para cada hormona

Tabla 4
Variables clinicas, de laboratorio y resultados de los ciclos
de pacientes tratadas con agonistas y antagonistas cuyos
liquidos foliculares claros fueron analizados

VARIABLES CLINICAS, | AGONISTAS | ANTAGONISTAS
DE LABORATORIO Tabla 5
Y RESULTADOS Niveles de hormonas esteroideas en liquido folicular de ci-
clos de DFM. Comparacion entre protocolo con agonista
Liquido folicular claro (LFC) 53 38 largo y antagonista
Edad (afios) B4d 32436 HORMONAS AGONISTA ANTAGONISTA
(18 - 40) (22-39) ESTEROIDEAS (n=53) (n=38)
Dias de estimulacion “’76 : 82’1 10’88 i‘lg Estradiol 554763 326,778 445,357 £ 245010
. (7-18) ®-14) pefmL (76200 - 1431.200) | (5.496 - 1.462.000)
Dosis total FSHr (U 25?%3 i61 93834 26110263 : iégg 3 Progesterona 12.992+4.622 1250244927
(1137-6900) | (1000 -14625) ng/mL (1424-28.040) (826-22.124)
Estradiol sérico 2071 2053 1830 £ 1391,7
) ? Testosterona 52+15 51+1,1
(dfa de hCG) pg/ml (459 - 6356) (214 - 6136) gl (18124 2690)
N.S NS
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tes (Tabla 5).

también son similares entre ambos grupos de pacien-

No se hallaron diferencias al comparar los niveles

Tabla 8

Niveles de hormonas proteicas en liquido folicular de ci-
clos de DFM. Comparacion entre agonistas y

antagonistas.
Tabla 6
; . L . . HORMONAS AGONISTAS | ANTAGONISTAS
Niveles de hormonas esteroideas en liquido folicular de ci-
clos de DFM. Comparacion entre ambos protocolos de es- PROTEICAS
timulacion en funcion del resultado final (embarazo o no). en LF (n=53) (n=38)
Protocolo con agonistas de la GnRH FSH 44 +3,6 37+£24
HORMONAS Gestaciones No gestaciones mUl/mlL. ©5-15.1) ©38-10,3)
ESTEROIDEAS (n=15) (n=38) LH 0.2£02 0.5£0.5
mUI/mL 0,1-1,6) 0,1-2,1)
Estradiol 494.334 £ 299.552 577.629 + 337.566 PRL 559+259 444 + 15,0
pg/mL (95240 - 1181600) (76200 - 1431200) ng/mL (22,5 - 144.8) (22,5-93.5)
Progesterona 13517+ 4.620 12794 £ 4.671
ng/mL (2700-21180) (1424-28040) N.S.
Testosterona (3,8-17,6) 5217
ng/mL 50£1,0 (1,8-12,4) Tabla 9
Niveles de hormonas proteicas en liquido folicular de ci-
N.S clos de DFM. Comparacion entre ambos protocolos de es-
timulacion y resultado final (embarazo o no). Protocolo
con agonistas de la GnRH
Tabla 7 N X
. . L. . . HORMONAS Gestaciones No gestaciones
Niveles de hormonas esteroideas en liquido folicular de ci- PROTEICAS (n=15) (n=38)
clos de DFM. Comparacion entre ambos protocolos de es-
timulacion en funcion del resultado final (embarazo o no). FSH 5,755 40+34
Protocolo con antagonistas de la GnRH mUI/mL (1,5-14,5) (0,5-15,1)
LH 0,2+0,1 0,2+0,2
HORMONAS Gestaciones No gestaciones mUI/mL (0,1-0,5) (0,1-1,6)
ESTEROIDEAS (Il=6) (n=32) PRL 53,0 + 29,1 57,1 + 24,8
Ng/mL (29,0)-136,4) (22,5-144,8)
Estradiol 431.960 + 208.392 438.466 +263.403
pg/mL (289520 -446520) (5496 - 1462000) N.S
Progesterona 11.591 +5.351 12.573 £5.200
ng/mL (4612- 19280) (816-22124) Tabla 10
Testosterona 4212 5410 Niveles de hormonas proteicas en liquido folicular de ci-
ng/mL (2,6 -5,3) 4,0-9,0) clos de DFM. Comparacion entre ambos protocolos de es-
N.S timulacion y resultado final (embarazo o no). Antagonista

de dichas hormonas en funcidn de si se consiguid em-
barazo o no para cada uno de los grupos de estudio
(Tablas 6 y 7).

Tampoco encontramos diferencias significativas al
comparar los niveles de distintas hormonas proteicas
en el liquido folicular en funcidn del protocolo de es-
timulacidn usado (protocolo de agonista largo o pro-
tocolo de antagonistas) o del resultado final obtenido
(embarazo o no) (Tablas 8, 9 y 10). FSH y LH pre-
sentan en ambos grupos de pacientes niveles en LF
comparables tanto en sus valores medios como en los
rangos de maximos y minimos.

HORMONAS Gestaciones No gestaciones
PROTEICAS (n=15) (n=32)
FSH 2,8+1,9 4,0+2,6
mUI/mL (1,1 -6,6) (0,8 - 10,3)
LH 0,8+0,4 0404
mUI/mL (0,2-1,5) 0,1-2,1)
PRL 44,0 £ 15,1 44,0 £15,2
ng/mL (25,2-70,4) (22,5-93,4)
N.S
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DISCUSION

En nuestro estudio, no hemos encontrado diferen-
cias en las concentraciones hormonales en los liquidos
foliculares obtenidos de ciclos estimulados con agonis-
tas o antagonistas. Tampoco hemos hallado diferencias
en el andlisis de dicho liquido entre pacientes que que-
daron gestantes vs no embarazadas, independiente-
mente del protocolo de estimulacidn aplicado. Esta cir-
cunstancia nos hace pensar que los cambios séricos
(disminuciéon de LH, estancamiento del estradiol) que
acontecen en los ciclos de antagonista no repercuten
sobre los niveles de hormonas a nivel folicular, por lo
que cabe la posibilidad que la utilizacion de dichos far-
macos no repercuta de forma negativa ni sobre el foli-
culo, ni sobre la calidad ovocitaria.

En programas de donacion de ovocitos, los resul-
tados obtenidos con embriones provenientes de ciclos
de antagonista son similares a los obtenidos cuando
los ovocitos provienen de ciclos de agonista (13). El
hecho de que, embriones que se han obtenido tras el
uso de antagonistas de la GnRH durante la estimula-
cion, al ser trasferidos a endometrios formados me-
diante terapia hormonal sustitutiva no modifiquen las
tasas de gestacion en receptoras de ovocitos, debe ha-
cernos pensar que, quiza, en el resto de las pacientes,
las alteraciones séricas que este tipo de farmacos pro-
duce o el farmaco por si mismo acttian de forma dele-
térea sobre el endometrio y ésta sea la causa de la
menor tasa de gestacion existente. Los estudios publi-
cados hasta ahora muestran resultados contradicto-
rios. Asi Kolibianakis y colaboradores (2002) (14) en
un estudio prospectivo encuentran un mayor grado de
madurez histologica endometrial en el momento de la
puncidn ovérica cuanto mas tarde se aflade el antago-
nista durante el protocolo de hiperestimulacion ovari-
ca controlada. Por el contrario Saadat y colaboradores
(2004) (15) no encuentran diferencia alguna en la ma-
durez endometrial en el momento de la puncidn ova-
rica entre dos grupos de donantes en cuya hiperesti-
mulacidn ovéarica controlada se usaron agonistas o
antagonistas de la GnRh. Deben plantearse nuevos
estudios de receptividad endometrial que aclaren la
influencia del antagonista sobre el endometrio.

La comentada disminucion de LH a nivel periféri-
co que provocan los antagonistas podria traducirse en
unos niveles inferiores de PG a nivel folicular en pa-
cientes tratadas con estos firmacos. Nuestros resulta-
dos no avalan éste hecho por lo que, como han suge-
rido otros autores (16), la produccion de progesterona
por las células de la granulosa tras la administracion

de hCG podria no depender de los niveles previos de
LH.

En una reciente revision Cochrane publicada (17),
la adicion de LH a los protocolos de estimulacion no
ha demostrado aumentar la tasa de embarazo en
FIV/ICSI. Esta conclusidn se repite al analizar espe-
cificamente el subgrupo en el que la estimulacidn se
realizd con antagonistas de la GnRH. Lo cual parece
sugerir que la mencionada disminuciéon de LH no mo-
difica negativamente las tasas de embarazo.

Garcia Velasco y cols (2001)(12) en un ensayo cli-
nico aleatorizado con 19 y 25 casos en cada grupo,
encuentran menor concentracion de estradiol sérico y
folicular en un grupo tratado con antagonistas de la
GnRH frente al tratado con agonistas de la GnRh.
Nuestro estudio con una mayor potencia (el doble de
casos) no haya esas diferencias. Encontramos dos dife-
rencias fundamentales entre nuestro estudio y el de es-
tos autores: Nuestras cohortes recibieron igual dosis de
FSH al inicio de la estimulacion mientras que, en el es-
tudio comentado, el grupo de antagonistas de la GnRH
recibio inicialmente menos dosis, lo cual, como sehala
Blumenfeld (18), se puede relacionar con la concentra-
cidn de estradiol folicular y podria condicionar la dife-
rencia en concentracion de estradiol en liquido folicu-
lar hallada en dicho trabajo. Al analizar el resto de
resultados obtenidos en nuestro estudio observamos
como éstos son superponibles a los hallados en el de
2004 excepto en el nimero de ovocitos recuperados en
el grupo tratado con anilogos de la GnRH donde dicho
nimero duplica llamativamente al que nosotros recu-
peramos, existiendo una gran disparidad con el valor
de la misma variable en el grupo de antagonistas de la
GnRh. Es el valor de estradiol sérico y folicular de esta
cohorte el que difiere sustancialmente del que nosotros
obtenemos y permite a los autores encontrar diferen-
cias significativas. Esto, probablemente pasd por que
esa cohorte no tenfa las mismas caracteristicas basales
que la otra del estudio. Probablemente el pool de liqui-
do folicular obtenido tras una estimulaciéon que ha de-
sarrollado de media 16 ovocitos tenga concentraciones
de estradiol mayores reflejando el microambiente foli-
cular existente.

Podemos concluir que, con los farmacos antago-
nistas del GnRh obtenemos una menor tasa de gesta-
ciones clinicas, si bien no parece que la causa se en-
cuentre a nivel del complejo foliculo-ovocito. Por
otro lado los niveles de hormonas a nivel folicular no
son predictivas de la posibilidad de embarazo en estas
pacientes. Futuros estudios, probablemente a nivel
endometrial, deben realizarse para aclarar la menor
tasa de gestaciones que se obtienen con estos firma-
COs.
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