USO DE LA HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE
HUMANA RECOMBINANTE EN LA INFERTILIDAD

ANOVULATORIA
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RESUMEN

Orperner: Estudiar los efectos usando dosis miiliiples de
la FSH humana recoimbinante en nueve iferes con hi-
pogenadismo hipagonadoirdlico, analizando su capa-
cidad de inducir ef crecimienio folicular y siniesis de es-
teroides ovdricos. Disrsa: Trabajo clinico abieric. Mare-
raL Y sitopos: Deé nueve casos de hippogonadismo
gonadoirdfico. una tenia diagnostico de sindronte de
Kallman. una deficiencia aislada de gonadotropinas y
siete panhipopituitarisnio secundario a hipofisectomia.
Se administré inyecciones IM de hFSHr (Folitropina-alfa
Instituto Ares-Serono. Ginebra) en dosis crecientes (se-
mana 1: 75 Ul/dia. semana 2: 150 Ul/dia. semana 3: 225
Ul/dia) durante uni promedio de 17 dias (rango: 15-15).
Se efectud toma de nuesiras de sangre repularmente y
estudios ultrasonogréficos frecuentes para nionitorizar
el desarrollo folicular. Para las inedicioiies hormona-
les se recurric al radioinmunoandlisis. Resveianos: Las
concentraciones séricas iniciales de FSH y de hormona
tuteinizanie (LH) fueron 0.48 (0.09-1.22) UI/L y 0.26 (<
0.15:0.41) Ul/L, respectivamente. Los valores maximos
de FSH duramie la prueba llegaron a 10.3 (7.9-13.6) UL/
L, en tamo que las concentraciones séricas de LH signi-
ficativamente permanecieron esiables 0.33 (0.19-0.52)
UIZL. Los niveles séricos de androstenediona y testoste-
rona no mostraron cambios significativos durante la ad-
minisiracign de hESHr y el esiradiol sérico reveld sélo
unaumentoleve: 1317 (51-.239) pmol/L. Se desarrolia-
ron foliculos multiples que llegaron a dimensiones pre-
ovulatorias (> 14 mm). con un indice de desarrollo foli-
cular de 1.92+ 0.7 mm/dia. Concrusiones: Del presente
trabajo se deduce que la hFSHr resultc efectiva en ni-
Jjeres condleficiencia de gonadotropinas para estimular
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el crecimiento folicular normal hasia la etapa preovu
latoria ¢ induccion de ovulacion, sin impedirlo el au-
mento leve observado del estradiol. Asimismo. los ni-
veles sericos de LH enddgerto extremadamente bajos
cursaron con secrecion androgénica deficitaria, indican-
do la necesidad de contar con dicha gonadotropina para
inducir una apropiada sintesis de esteroides.

Palabras clave: FSH humana recombinante, infertifidad
anovulatoria. hipogonadismo hipogonadotrdfico, sinte-
sis de esteroides. crecimiento folicular,
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SUMMARY

Orsecrive: To study the effects of muitiple doses of recomr
binant hunian FSH in 9 women with hypogonadotropic
hypogonadism, analyzing its capacity to induce the fol-
licular growth and ovarian steroids synthesis. Drsicx:
Open clinical work, MareriaL anp aETHODS: In nine cases
of hypogonadotropic hypogonadism one with Kallman s
syndrome, one isolated gonadotropin deficiency, and
seven frypophysectomy panftypopituitarism- we adimin-
istered parenteral hFSHr (Follitropin alpha. Institute
Ares-Serono, Geneva) in increasing doses (week 1. 75
[U/day, week 2: 1501U/day. week 3: 225 IU/day) during
17 days average (range: 15-13). Blood samples were
taken regularly for harmonal radioimmune analysis, and
frequent uvltrasound studies were conducted to scan fol-
ficufar development. Resuirs: Initial serum FSH and LH
levels were 0,48 (0,09-1,22) 1U/L and 0,26 (< 0.150.41)
10/ respectively. Maximum FSH values reached 10.3 -
{7.9-13.6) IU/L and serun LH remained stable 0.33
(0,190.52) IU/1. Androstenedione and testosterone did
not show significant changes during hFSHr administra-
tion and estradiol increased slightly to 1317 (51-239)
pmol/L. Multiple follicles developed to preovulatory size
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(> 14 mm), with a follicular development index of 1,92
+ 0.7 mm/day. Concusions: Fronr the current report if can
be inferred that hFSHr was effective in women with go-
nadotropin deficiency to stimulate normal follicular
growth up to preovulatory stage and ovulation induction,
without impediment of esiradiol slight increase. Like-
wise, endogenous LH extremely low serum levels carry-
ing to androgenic secretion deficit, indicate the need of
this gonadotropin to induce an appropriate steroid syn-
thesis.

Key words: Recombinant human FSH, anovulatory in-
fertility, hypogonadotropic hypogonadism. steroid syn-
thesis, follicular growth.
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INTRODUCCION

Por mas de 30 afios se viene utilizando en el tra-
tamiento de lainfertilidad humanalas gonadotro-
pinas menopausica humana (hMG) y coridnica
(hCG) yla hormona foliculoestimulante urinaria
purificada (uFSH)!. En nuestro pais, comunica-
mos suempleo hace mas de 25 anos?, Clinicamen-
te se las aplica para inducir ovulacién en muje-
res con infertilidad anovulatoria® y para la esti-
mulacion ovérica en técnicas de reproduccion
asistida’.

La hormona foliculoestimulante humana (hFSH)
tiene calidad de glicoproteina, con estructura
molecular compleja, mostrando dos subunidades
alfa y betay cadenas laterales de carbohidratos.
Ultimamente ha sido elaborada por ingenieria
genética con “tecnologia del ADNrecombinante”.
Esto fue posible cuando los investigadores llega-
ron adetectar y aislar los genes codificadores de
dichas subunidades, que incorporados a los lla-
mados vectores de clonacién o plasmidos (mo-
iéculas circulares de ADN), por ensamblaje efec-
tuado en la E. coli, facilitaron su ingreso o trans-
ferencia al interior de una célula huésped selec-
tiva (eucariética) de la linea celular de ovario de
hamster chino (OHCh)®. Laintegracién del mate-
rial genético con el ADN cromosomico nuclear de
la célula huésped hizo posible que llegara a ex-
cretar y obtener lahormona FSH humana recom-
binante (hFSHr) con una pureza del 99%, sin acti-
vidad de hormona luteinizante (LH) y muy simi-
lar ala hFSH natural®, Esto ofrece la oportunidad
de estudiar, en modelo clinico, el rol que jugaria
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esta gonadotropina sintética en la induccién de
la ovulacidn y esteroidogénesis ovérica.

El estudio prospectivo de nuestra presentacion
tiene como objetivo valorar los efectos que se
obtiene a nivel gonadal con el uso de dosis miil-
tiples de la hFSHr, en mujeres con infertilidad
anovulateria e hipogonadismo hipogonadotro-
fico, justificando o no su empleo clinico, ala vez
que se analiza su eficacia, seguridad, capacidad
deinducir el crecimiento folicular y la sintesis de
esteroides ovaricos.

MATERIALY METODOS

Pacientes y diseiio del estudio

Participaron voluntariamente nueve mujeres, en
un trabajo clinico abierto, incluidas en el Grupo |
de la clasificacién de la OMS, con el diagndstico de
hipogonadismo hipogonadotréfico. En un caso se
diagnostico deficiencia congénita aislada de gona-
dotropinas (DAGn), otra con sindrome de Kallman
(5K} vy las siete restantes presentaron panhipopi-
tuitarismo secundario a hipofisectomia realizada
en el Hospital Nacional E. Rebagliati Martins
(HNERM), en cinco por macroprolactinomas (Pr),
una por tumor hipofisiario no funcionante (TNF) y
otra por quiste aracnoideo (QA).

La edad (promedio + DS) fue 29,6 £ 3,4 aios y el
indice de masa corporal (IMC) 23,8 £ 2,3 kg/m?.
El estudio se hizo entre 1996-1999, con pacientes
procedentes del HNERM vy la consulta privada.
Las participantes gozaban de buena salud, con
hallazgos delaboratorio rutinario normales y con
antecedentes comprobados de funcién gonadal
normal, bien porque tuvieron uno o més partos
normales, o respondieron a una estimulacitn
previa con gonadotropinas (Tabla 1).

Los casos 3 al 9 estaban compensadas con trata-
miento sustitutivo de hormonas tiroideas y cor-
tisol, con excepcién de las gonadotropinas. Las
querecibian, se abstuvieron del tratamiento con
estrogenos por 1o menos 30 dias antes de parti-
cipar en este estudio. En cinco mujeres hipofi-
sectomizadas con secrecién remanente de pro-
lactina fue necesario reducir sus niveles con bro-
mocriptina, previamente y durante el estudio,
para obtener buenas respuestas, comprobadas
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y endocrinas individuales
de las nueve pacientes

Caso Diagndstico  Edad IMC  Respuesta anterior
(anos!  (kg/m a hMG (+/)

I ACCh DAGn 30 21,6 +

2 DSR SK 24 20,5 +

3 CVE TNF 36 22,8 NT

4 ASF Pr 27 26,0 +

5 PGL Pr 35 23.9 +

6 RPC Pr 3 28,7 +

7 LEG Pr 26 21,3 +

8 GOY Pr 29 24,2 +

9 JLLA QA 28 251 NT

NT = Nutieni

con el uso de hMG y hCG segtin el esquema con-
vencional, cuyos resultados se puede observar
en la Tabla 2. Después de un periodo de depura-
cién para las gonadotropinas, de por lo menos
cuatro semanas, las pacientes de este grupo fue-
ron consideradas aptas para continuar conel pro-
tocolo.

Se programoé para que todas las pacientes reci-
bieran diariamente inyecciones IM de hFSHr (Fo-
litropina-alfa, Gonal F*, del Instituto Ares-Serono,
Ginebra), hasta un periodo maximo de tres sema-
nas consecutivas, con régimen de dosis crecien-
tes (semana 1; 75 Ul/dia; semana 2: 150 Ul/dia; se-
mana 3: 225 Ul/dia).

Tabla 2. Aumentos de estradiol (£} y progesterona (P) des-
pués ce administrar gonadotropinas (hMG y hGC) en cin-
co mujeres hipofisectomizadas por macroprolactinomas,
con secrecion remanente de prolactina {PRL), antes y des-
pugés de reducir los niveles de PRL con bromocriptina

Casc Antes de la terapia Después de la terapia

PRL L. o PRL £z P
¢ ASF 63 25 1,5 98 1030 350
+ PCL 92 39 1,8 10,3 592 541
¢ RPC 70 41 2,1 2.0 853 445
s LEG 50 32 1.1 25 702 382
* GOY 100 29 1.3 14,0 490 28,6

PRE = ngmit: £ = pmolt - P = nmolit

Antes de cada inyeccion, se tomd muestra de
sangre los dias 1,3,5,7, 9,11, 13,15, 16,17, 18y
19 durante el periodo de tratamiento y los dias
21, 23, 25, 27, 29, 31 y 33 durante el periodo de
seguimiento, Asimismo, se realizé monitoriza-
cion ultrasonografica transvaginal seriada antes
de laadministracién de ladroga y luego cadados
dias, a partir del octavo dia, hasta obtener un
foliculo con didmetro promedio mayor de 14 mm
y concentraciones séricas referenciales de estra-
diol menor de 1100 pmol/L, consideradas como
controles de seguridad para discontinuar el tra-
tammiento y reducir el riesgo de la hiperestimula-
cion ovarica. Como no se tenia planificado corre-
gir laanovulacion, sino mas bien apreciar el com-
portamiento ovarico por el uso de la hFSHr en
este tipo tan selectivo de pacientes, no se admi-
nistrd hCG parala induccion de la etapa final de
la ovulacion.

Pruebas hormonales

Las mediciones hormonales fueron hechas por
radioinmuncensayo, usando, para FSH y LH, el
método IRMA inmunorradiométrico de fase s6li-
da con anticuerpos mono y policlonales (kits de
reactivos Diagnostic Products Corporation, Los
Angeles, CA), estandarizado en términos del Se-
gundo Preparado de Referencia Internacional
para FSH (WHO 2 [RP 80/552), con sensibilidad
de 0,06 Ul/Ly LH (WHO 2" IRP 78/549) de 0,15 Ul/
L. Los niveles séricos de hormonas estercideas
fuercn determinados por el método del doble
anticuerpo (kits de reactivos Diagnostics Bio-
chem Canada, Ontario) para estradiol (CAN-E-
4006), con sensibilidad de 18,36 pmol/L, testoste-
rona (CAN-T-200) 0,35 nmol/L y androstenedio-
na (CAN-AD-206) 0,17 nmol/L.

Analisis de datos

La comparacion de las concentraciones hormo-
nales iniciales y méximas y el intervalo hasta el
aumento maximo de estradiol (E2) fueron reali-
zados por medio de la prueba de suma de rangos
de Wilcoxon.

Se presenta los datos como promedio £ DS (1 des-
viacion estandar) o promedio y rango. Se consi-
der6 que las diferencias eran estadisticamente
significativas si P < 0,05.
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RESULTADOS

Las concentraciones séricas de FSH, con valores
basales M 1 DS (rango) de 0,48 £ 0,35 (0,09-1,22)
UI/L, aumentaron con la dosis de hFSHr adminis-
trada, hasta alcanzar valores maximos de 10,28
+1,77(7.9-13,6) UI/L, significativamente diferen-
tes (P < 0,001) (Tabla 3). Se interrumpid la admi-
nistracion de hFSHr luego de observarse por ul-
trasonografia por lo menos un foliculo mayor de
14 mm. Las concentraciones séricas iniciales de
estradiol de 29,8 +6,2 (19,0-40,2) pmol/L mostra-
ron un aumento gradual, hasta llegar a un valor
méximo de 131,7 £ 57,6 (51-239) pmol/L.

Por cadadosis de hFSHr aplicada, en 3a5dias se
alcanzé concentraciones séricas estables de FSH.
En la primera semana (Tabla 4), luego de recibir
cuatroinyecciones de 75 U, las concentraciones
séricas de FSH aumentaron a 4,19 £ 1,37 Ul/L. En
el dia 11, con 150 Ul, subieron a 6,67 + 1,45 UI/L,
variando en el dia 17, con 225 U1,a 9,70 + 1,88 UI/L.
Al aplicar el protocolo establecido, se alcanz6 el
dia 19, enelcaso 7,ladosis maximade 2700 Ul de
hFSHr. En cambio, se apreci6 que los valores de
LH no se modificaron significativamente por las
mayores dosis de hFSHr recibidas.

El estudio ovarico por ultrasonido reveld el cre-
cimiento y desarrollo de buen niimero de folicu-
los (> 8 mm) por estimulo de la hFSHr. En seis

Tabla 3. Concentraciones de F5H, produccion de estra-
diol y desarrollo folicular en respuesta a la administra-
cion de hFSHren las nueve pacientes hipogonadotréficas

FSH Estradio! Cantidad

{urL) {(pmaliL) de foliculost
Caso  Inicial Maxima®  Inicial Maxime  (mm) {(mm)(mm)
e ] 1,22 136 26,3 148 ¢] 5 6
L 0,28 7,9 190 79 3 3 2
3 0,13 8.5 27,0 51 G 1 0
L 0,45 93 39,0 113 i 4 1
5 0,53 10,3 29,0 140 3 5 2
* 6 080 11,2 1,2 212 7 3 3
o7 019 9,6 30,5 108 1 2 0
* 8 0,62 12,7 40,2 239 2 5 3
*9 009 94 26,0 95 1 0 0

a Inicial = Concentracitn sérica antes tde adminisirar hFSHr
b Maxima = Concentracidn serica mixima durante el estuclic
¢ Medicla por ulirasonoprlia
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Tabia 4. FSH y LH séricos inmunorreactivos en nueve mujeres
gonadotrotinodeficientes, despuds de la administracidn de
hFSHr.

Dosis Dia n FSH (UIA) LH (I

1 9  048(0,09-1,22) 0,26 in.d-0,41)
o 75 Ut 5 9 4,19 1{2,4-0,4) 0,27 10,16-0,49
s 150 LI 18 9 6,67 14,5-9,3} $,3010,20-0,50;
« 225U 17 7 9,70 (7,9-13,6) 0,31 10,19-0,52)

En tios se ciscontinea por crecimienta tohe ulac mayor de 14 mm los dias 154 16

casos se observd desarrollo de foliculos malti-
ples, que alcanzaron dimensiones preovulatorias
( > 15 mm), durante la tercera semana de trata-
miento. Inclusive en el caso 1, se detectd el desa-
rrollo de mas de cinco foliculos grandes. El indi-
ce de desarrollo folicular, en estas mujeres, fue
de 1,92 + 0,7 mm/dia.

En la Tabla 5, se observa que las concentracio-
nes séricas maximas de LH (0,33 £ 0,08 Ul/L) fue-
ron pricticamente comparables conlos valores
de inicio (0,26 + 0,08 Ul/L, con valor P = 0,13).
Las concentraciones de androstenediona y tes-
tosterona tendieron a ser mayores en los dos
primeros casos (DAGn y SK), en comparacidon
con el grupo restante; pero no se observd una
diferencia estadisticamente significativa (P =
0,78) entre las concentraciones iniciales (1,9 £
2,1nmol/L) ymaximas (2,19t 1,8 nmol/L) de an-
drostenediona. Para la testosterona, tampoco
se hallé diferencias (P = 0,6) entre los niveles
iniciales (0,56 £0,2 nmol/L) y maximos (0,6 +0,1
nmol/L}.

Enla Figura 1, se aprecia los incrementos en las
concentraciones de FSH obtenidos en los nueve
casos, luego de recibir dosis crecientes de la go-
nadotropinarecombinante. Al aumentar la dosis
de hFSHr de 150 a 225 Ul, se alcanzd niveles maxi-
mos en 17 dias, como promedio (rango: 15.a 19
dias). Después, los valores de FSH disminuyeron
hasta los niveles iniciales, luego de 10 a 13 dias
de la suspension del tratamiento.

Se comprob6 que después de la administracién
muiltiple de hFSHr, hasta la dosis total maxima, la
droga fue hien tolerada y no se presentaron re-
acciones adversas serias relacionadas.
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FSH U/l

1 3 5 7 9 11 13 15
DIAS

17 19 21 23 26 27 29 3

Figura 1. concentraciores de FSH, en fos nueve casos, durante la administracién de hFSHr en dosis crecientes: 75 Ul {semanal),

150 Ul (semana 2) y 225 Ul (semana 3).

DISCUSION

El estudio realizado permitié evaluar las respues-
tas obtenidas luego de la administracién de do-
sis miiltiple de hFSHr alia, en nueve mujeres con
hipogonadismo hipogonadotréfico, ya sea por
disminucion selectiva en la biosintesis de gona-
dotropinas (DAGn y 8K} o por hipofisectomia
previa. La ausencia de LH enddgena y el uso de
una gonadotropina sintética, al parecer, sin acti-
vidad de LH, ofrece la oportunidad de estudiar
en modelo clinico los efectos individuales de la
FSH sobre la esteroidogénesis ovérica y el desa-
rrollo folicular.

El presente trabajo demuestraque las concentra-
ciones séricas de FSH aumentan paulatinamente
luego de las inyecciones intramusculares seria-
das y crecientes de hFSHr, hasta el dia 17, como
promedio, indicando que la velocidad de absor-
cioén delahormona desde el sitio de inyeccioén es
buenay supera la velocidad de su redistribucién
a compartimentos extravasculares, captacion
gonadal, metabolismo y excrecidn.

La administracidn diaria de hFSHr ¢con aumentos
semanales (de una atres ampollas) revel6 que las
concentraciones séricas parecieran estabilizarse
enmenos de cinco dias, coincidiendo conlavida
media calculada de 44 1 14 h cuando se dio una
sola dosis de hFSHr y similar con lo informado
para la FSH natural’.

Tabla 5. Cambios en los niveles de LH y respuesta andro-
génica mdxima por la administracion de la hFSHr en las
nueve pacientes hipogonadotroficas

Caso LH Androstenediona  Testosterona
(UL {nmol/L} (nmoi/L)
tnicial Maxime® Inicial Méximo Inicial Méximo
Ll 0,30 037 339 3,06 0,49 062
*2 <035 0,19 750 6,82 0,97 0,74
*3 028 034 1,24 1,79 040 0,52
L 0,22 0,28 1,16 1,94 0,53 0,69
*5 029 035 0,36 045 0,38 047
* b 0,41 0,52 1,40 2,29 0,67 0,58
o7 021 0,29 0,9 1,25 055 0,61
* 8 032 038 0,81 1,70 35% 070
*9 017 o1 0,50 0,97 048 045
a Inicial = Conceniracin sérica anies de adminisicar hFSHs
b Miximo = Concentracion sérica mixima duranie el estudio
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Por los hallazgos obtenidos (Tabla 5), se com-
prueba que la hFSHr carece de actividad de LH
intrinseca. Junto a concentraciones séricas delL.H
practicamente estables, los niveles séricos de an-
drostenediona y testosterona no mostraron au-
mentos significativos; en tanto que, las concen-
traciones séricas maxirnas de FSH {promedio 10,3
Ul/L) alcanzaron el mismo orden de magnitud de
los niveles perimenstruales comunicados en ci-
clos espontaneos®, En contraposicion, el estra-
diol sérico sélo presentd un leve aumento (pro-
medio 131,7 pmol/L). Esta deficiencia en la hio-
sintesis hormonal, por parte de las células de la
capa granulosa, podria conjugar con una escasa
disponibilidad de sustrato androgénico, funda-
mental para la aromatizacion y sintesis ulterior
del estrégeno.

Tratando de analizar la importancia potencial del
sustrato androgénico, al tomar en cuentalos dos
primeros casos, con funcién suprarrenal conser-
vada, a pesar que los valores de androstenedio-
na y testosterona fueron mayores al comparar
con el resto de casos sometidos a hipofisectomdia,
y por tanto con funcién suprarrenal ausente, sin
embargo, no fue posible, en esta situacion, detec-
tar diferencias con respecto a las respuestas
maximas de estradiol obtenidas por el uso de
hFSHr. Tampoco se hallé correlacién entre las
concentraciones de androstenedionay estradiol.

Otros estudios realizados en mujeres hipogona-
dotréficas® demostraron que la hFSHr fue capaz
de producir un aumento de la inhibina inmuno-
rreactiva, similar al de mujeres normales, pero
con discreta elevacion del estradiol. La inhibina
producida por las células granulosas se conside-
ra como indicador de un trabajo funcional celu-
lar normal''y, actuando como regulador paracri-
no, estimularia la produccion de andrégenos te-
cales!! proporcionando asi algo de sustrato para
la sintesis del estradiol. Se daria un mecanismo
similar con el factor de crecimiento insulinico
(IGF-1), potente estimulador de lasintesis andro-
génica tecal’’. En nuestra serie estudiada, mas
bien se demostré que, a pesar de actuar ambos
mecanismos, las concentraciones séricas circu-
lantes de LH enddgena extremadamente bajas
cursaron con secrecion androgénica deficitaria
y sin elevaciones importantes del estrogeno. Es-
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tosresultados indican lanecesidad dela LH para
inducir una esteroidogénesis apropiada.

Por otro lado, en seis de nuestros casos se pudo
apreciar el amplio desarrolle folicular, por lo
menos de un foliculo grande y un buen némero
de foliculos de tamafno mediano, por accion de
la hFSHr administrada. Estos hailazgos permiten
comprobar que, a pesar del menor aumento es-
trogénico, los foliculos ovaricos se desarrollaron
normalmente hastala etapa preovulatoria y con
capacidad, por parte de los ovocitos, para ser
fecundados. Estas observaciones confirman la
presuncion de que altas concentraciones
intrafoliculares de estradiol no son condicién
sine qua non para favorecer la maduracion foli-
cular; dicho de otro mode, el estradiol no actia
como regulador local del crecimiento y desarro-
ilo folicular, poniendo en duda la presencia de
receptores de estradiol dentro del foliculo huma-
no, mientras que los receptores androgénicos si
han sido claramente demostrados por histoqui-
mica'. A mayor informacién, se ha informado
fecundacién y embarazos con el uso de hFSHr
combinada con agonistas de GnRH en la repro-
duccién asistida’ y luego de la induccién de la
ovulacion en el ovario poliquistico’.

Lainformacidn obtenida proporciona evidencias
claras afavor de la teoria de 2 células-2 gonado-
tropinas parala esteroidogénesis folicular y avala
atn més el concepto de que el desarrollo folicu-
lar normal depende predominantemente de la
FSH; entanto que, la esteroidogénesis se mantie-
ne por accion sinérgica de LH y FSH.

Agradecimiento: Alnstituto Ares-Serono de Ginebra par su
colaboracién
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