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RESUMEN

Objetivo: Conocer la efectividad clinica de la aplicaciéon de factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-CSF) para lograr embarazo clinico, en mujeres con falla de
implantacion en ciclos previos de fertilizacion in vitro comparado con un control historico.
Diseio: estudio de cohorte historica.

Participantes: Se analizaron 2 grupos de pacientes; grupo 2: pacientes que
voluntariamente aceptaron la aplicacion de G-CSF y grupo 1: pacientes atendidas dos
anos previos, como control histérico pareadas por edad y tiempo de infertilidad.
Intervenciones: Grupo 2: aplicacién de 1 mcg/Kg/dia de G-CSF a partir del dia de la
captura ovular y durante 17 dias.

Mediciones de descenlace principal: efectividad clinica de la aplicacion de G-CSF
para lograr embarazo clinico, en mujeres con falla de implantacion en ciclos previos de
FIV comparado con un control histérico.

Resultados: Se les aplico G-CSF a 6 pacientes (grupo 2) y se compard con un control
histérico de 7 pacientes (grupo 1) que ya habian ingresado a tres ciclos de FIV en el
INPer. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a edad,
peso, talla, IMC, duracion de infertilidad, factores tubarico, endocrinolégico, masculino,
idiopatico o endometriosis. En base a los antecedentes reproductivos se encontré un
predominio de infertilidad secundaria del grupo 1, p=0.07. Al comparar las caracteristicas
del ciclo, se encontré una diferencia estadisticamente significativa en el estradiol de dia
de induccién de maduracién ovular (disparo), p=0.022. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas respecto al numero de foliculos mayores a 18 mm en el
dia del disparo, morfologia espermatica el dia de inseminacion, nimero de ovocitos
capturados y ovocitos fertilizados, caracteristicas de los ovocitos transferidos, nimero y
calidad de embriones transferidos y tasa de embarazo.

Conclusiones: Este estudio parece indicar que la aplicacién de G-CSF en mujeres con
falla de implantacién en ciclos de fertilizacion in vitro no modifica las probabilidades de
lograr un embarazo, queda por aclarar si su aplicacion pudiera ser benéfica durante la
fase de implantacion.

Palabras clave: factor estimulante de colonias de granulocitos, implantacién, fertilizacion

in vitro.



ABSTRACT

Objective: To determine the clinical effectiveness of the application of granulocyte colony
stimulating factor (G-CSF) to achieve clinical pregnancy in women with implantation
failure in previous cycles of in vitro fertilization (IVF) compared with a historical control.
Design: historical cohort study.

Participants: We analyzed two groups of patients: group 1: patients who voluntarily
accepted the application of G-CSF and group 2: patients treated two years earlier, as
historical control matched for age and length of infertility.

Interventions: Application of 1 mcg / kg / day of G-CSF from the day of oocyte retrieval
and for 17 days.

Measurements of main outcome: Clinical effectiveness of the application of G-CSF to
achieve clinical pregnancy in women with implantation failure in previous cycles of IVF
compared with a historical control.

Results: G-CSF was given to 6 patients (group 2) and compared with a historical control
of 7 patients (group 1) who had already entered three cycles of IVF at INPer. There were
no statistically significant differences in age, weight, height, BMI, duration of infertility,
endometriosis, tubal, endocrine, male or idiopathic factors. Based on reproductive history,
a secondary infertility predominance was found in group 1, p = 0.07. By comparing the
characteristics of the cycle, there was a statistically significant difference in estradiol on
the day of oocyte maduration induction, p = 0.022. There were no statistically significant
differences regarding the number of follicles greater than 18 mm on the day of
maduration induction, sperm morphology on the day of insemination, number of retrieved
oocytes and fertilized oocytes, characteristics of the transferred oocytes, number and
quality of embryos transferred or pregnancy rate.

Conclusions: This study suggests that the application of G-CSF in women with
implantation failure in IVF cycles does not modify the chances of getting pregnant, it
remains to clarify whether its application would be beneficial during implantation phase.
Key words: granulocyte colony-stimulating factor, endometrium, implantation, in vitro

fertilization.



INTRODUCCION

El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es una citocina que
estimula la proliferacion y diferenciacion de células hematopoyéticas
principalmente hacia la linea neutrofilica. Esta citocina se ha empleado en forma
sintética, para mejorar la tasa de implantacion en mujeres con pérdida

gestacional recurrente de etiologia idiopatica.

Existe evidencia de los efectos benéficos del G-CSF en el desarrollo
embrionario y su sintesis enddégena en endometrio y liquido folicular. En el
tracto reproductivo humano, la sintesis de GM-CSF es mas alta durante el
periodo correspondiente a la concepcion e implantacion. En el ciclo menstrual, la
expresién se localiza en las células epiteliales luminal y glandular del

endometrio, con una expresion maxima en la fase secretora.

En las mujeres con fallo de implantacion durante ciclos de fertilizacién in vitro
(FIV), la aparente causa de infertilidad ha sido corregida por el tratamiento de
FIV; pero no se logra la implantacion. Este fallo puede deberse a problemas
endometriales o del embrion. Si se han transferido embriones de buena calidad
en diversas ocasiones, la probabilidad de que la causa sea una alteracién a nivel

endometrial es alta.

El G-CSF es indispensable para el proceso de maduracion ovocitaria, para la
fertilizacion embrionaria y su posterior desarrollo y juega un papel fundamental
en el proceso de implantacién. Los mecanismos exactos se desconocen por lo
que trataremos de evidenciar si la administracion exégena de G-CSF a partir del
dia de la captura ovular, es capaz de modificar la capacidad de implantacion en
mujeres que previamente habian sido transferidas con embriones de adecuada

calidad en al menos 2 ocasiones; pero no habian logrado un embarazo.



Capitulo 1
MARCO TEORICO

G-CSF y HUMANOS

El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es una citocina que
estimula la proliferacion vy diferenciacién de células hematopoyéticas
principalmente hacia la linea neutrofilica.” Analisis por Southern blot del DNA del

gendma humano demostraron que se encuentra codificado en el gen 17 q11-22.
2

La identificacion de G-CSF fue posible gracias al cultivo de células progenitoras
hematopoyéticas, que fueron desarrollados a mediados del decenio de 1960 por
Metcalf, Sachs y colaboradores. Estos sistemas in vitro mostraron que la
supervivencia, proliferacion y diferenciacion de células hematopoyéticas
inmaduras dependen de la presencia de factores humorales, que se denominan

"Factores estimulantes de las colonias". ?

La nomenclatura de de los CSF ha sido confusa. EI G-CSF fue inicialmente
llamado “Factor de diferenciacién de granulocitos-macréfagos” (GM-DF) por
Metcalf, luego se determind que su actividad consistia en estimular
selectivamente colonias de granulocitos por células hematopoyéticas

progenitoras in vitro, por lo que luego de su purificacion se llamé G-CSF.?

La capacidad de produccion de G-CSF es una caracteristica de una variedad de
tipos de células después de la estimulacion apropiada. Los monocitos /
macréfagos se encuentran entre la principal fuente de G-CSF; pero este factor
también puede ser producido por las células normales de origen mesodérmico,
incluyendo; las células endoteliales vasculares, fibroblastos, y células

mesoteliales .2



En humanos los niveles circulantes de G-CSF se encuentran por debajo de los
limites de deteccion de hasta los mas sensibles inmunoensayos (<30 pg/ml) y
cuando se detectan son inferiores a 100 pg/ml. Sin embargo en situaciones de
estrés como infeccion o luego de una dosis de terapia citotdxica en transplantes
de médula 6sea, los niveles de G-CSF aumentan draméticamente y pueden
exceder los 2000 pg/ml. Es por esto que puede funcionar como un regulador

sistémico de los neutrdfilos en individuos normales bajo situaciones de estrés. 2

G-CSF, ejerce su efecto bioldgico a través de la union a su receptor. Nicolas
Metcalf demostré la existencia de receptores especificos, saturables y de alta
afinidad de G-CSF en neutréfilos maduros. El receptor para el G-CSFff es un

heterodimero compuesto de una cadena o (el ligando especifico) y la cadena 3¢
2

Se han creado de manera sintética dos formas recombinantes, una glicosilada,
lenograstim, que es sintetizada en mamiferos y otra no glicosilada (filgrastim)
sintetizada en escherichia coli, esta ultima tiene la misma actividad bioldgica que
la natural enddgena; pero difiere en que contiene un residuo N-terminal

metionina. *

En humanos se utiliza de manera segura desde 1991 aprobado por la FDA*
como adyuvante en el tratamiento de leucemia, en pacientes candidatos a

quimioterapia de cualquier indole como; en cancer de mama y colon.’

También se ha utilizado para el tratamiento en pacientes con infarto agudo al
miocardio con resultados favorecedores y excepcionales si se utiliza en el
episodio agudo.® Asi como en pacientes con shock séptico, HIV, pié diabético,

fiebre neutropénica y estados de inmunosupresion.’



G-CSF y REPRODUCCION

En el ambito reproductivo; en 1995 se publicd por primera vez la existencia de
G-CSF y su receptor en tejido ovarico, determinado por PCR, en 65 mujeres
que fueron sometidas a histerectomias o cistectomias.® En ese mismo afio otro
autor detecta en endometrio humano por medio de Western Blot

concentraciones de G-CSF de hasta 4440 pg/ml, asi como su sintesis .°

Sorpresivamente en 1999 un autor cultivé embriones donados a investigacién y
valoré el efecto de G-CSF a 2 ng/ml desde el dia 2 de desarrollo y observé una
mejor progresion embrionaria estadisticamente significativamente tomando como
escala de valoracion la clasificacion embrionaria de Lucinda Veeck.
Interesantemente también observaron una mejor capacidad de adherencia asi
como capacidad de blastulacion en membranas sintéticas en quinto dia de

desarrollo.™

En 2001 se reporta la cuantificacion de G-CSF en liquido folicular de
aspiraciones de foliculos de pacientes en tratamiento de fertilizacion in vitro de y

su correlacion con ovocitos maduros en estadio metafase I1."

En 2002 se realiza un reporte donde se valora el mecanismo de accién de G-
CSF en embriones donados observando que este factor de crecimiento es el
responsable de favorecer la division celular de las blastdmeras en el embrion,
inhibe la apoptosis celular y disminuye el porcentaje de fragmentacion'? ; esto lo
lograron al inhibir el receptor de G-CSF en los embriones con lo que pudieron
observar que sucedia en el ambito embrionario al no existir efecto de G-CSF. En
estos embriones que se bloqueo el receptor, no se dividen las blastdmeras y se

observa un alto indice de apoptosis.

En 2004 se reportdé un estudio en donde se utilizé una linea celular inmortalizada

de células de la granulosa, las cuales fueron estimuladas con factor de necrosis



tumoral alfa e IL-1 al inferir que la ovulacion es un fenédmeno inflamatorio y que
al estimular con estos factores se podrian mejorar las condiciones al incrementar
a nivel local el reclutamiento de macrofagos. Se observé un incremento
significativo de G-CSF al estimular con ambos factores dosis/tiempo
dependiente lo que podria indicar un papel importante en el proceso

preovulatorio.™

En ese mismo afio otro grupo decide cuantificar G-CSF en liquido folicular y en
suero el dia de la aplicacién de la gonadotropina coridnica en pacientes en
tratamiento de FIV, asi como determinar la existencia del receptor de G-CSF en
células de la granulosa. La mediana de G-CSF en liquido folicular fue de 117.98
pg/ml y fue mayor en el liquido folicular que en suero y como en estudios previos

lograron determinar la presencia de dicho receptor en células de la granulosa.™

En el 2005 se cuantificé el G-CSF y estradiol tanto en suero como en liquido
folicular en pacientes sometidas a fertilizacion in vitro. Las pacientes se
dividieron en 3 grupos. El grupo 1, constituido por 82 pacientes, se subdividié de
acuerdo a su respuesta ovular en baja, media y alta respondedora. En el grupo 2
se cuantificé la concentracion de G-CSF en suero durante el ciclo menstrual (23
pacientes). Finalmente en el grupo 3, de 11 pacientes, con endometriosis
moderada a severa, se cuantifico el G-CSF en liquido folicular el dia de puncion
folicular. De este estudio se pudo concluir que la concentracién en suero es
menor que en liquido folicular. EI G-CSF aumenta durante el ciclo menstrual
hasta valores maximos en suero durante la fase ovulatoria. En suero también se
observé una correlaciéon de los niveles de G-CSF con la respuesta ovular en
pobre, moderada y alta respondedora. También correlaciond con las tasas de
embarazo. Los niveles de G-CSF en suero incrementaron a lo largo de la
estimulacion, alcanzando un pico con la induccion de ovulacién y disminuyendo
luego de la transferencia. Unicamente en las pacientes embarazadas se
mantuvo el nivel de G-CSF luego de la transferencia hasta el embarazo. En

pacientes con endometriosis la concentracion de G-CSF fue menor que en las



pacientes sin endometriosis correspondiendo con las bajas respondedoras por lo
que bajas concentraciones de G-CSF en estas pacientes pueden ser indicadoras
de un mal desarrollo folicular con menor capacidad para implantarse. La
expresion caracteristica de G-CSF en los dias postcaptura ovular sugieren que
este juega un papel importante en el proceso de implantacién y en el
mantenimiento del embarazo ya que al no ocurrir implantacion sus
concentraciones cayeron significativamente. Se concluye que el G-CSF
correlaciona directamente con tasa de embarazo y capacidad de respuesta

ovular a la estimulacion. '°

En 2008 se realizé un estudio con la intencién de encontrar un factor predictivo
de calidad embrionaria en el liquido folicular de cada ovocito. Se cuantificaron en
132 pacientes 28 citocinas, incluido el G-CSF, encontrando que concentraciones
superiores a 20 pg/ml en liquido folicular el G-CSF se correlaciona con
embriones de muy buena calidad y fue el Unico en correlacionar con la calidad
embrionaria y su capacidad de implantacion. Ademas su concentracién en
liquido folicular fue significativamente menor en pacientes mayores de 36 afios.
Establecen varias hipotesis por las cuales el G-CSF podria influenciar la
implantacion, la primera es que promueve la generacion de IL10 produciendo
células T reguladoras promoviendo una tolerancia de transplante, caracteristica
relevante de los eventos inmunoreguladores que ocurren en la pre, peri y
postimplantacién, contribuyendo asi a la capacidad del ovocito de preparar al
utero a una tolerancia inmunolégica. La segunda hipotesis es que el G-CSF
influye en el contenido del RNAm del ovocito, induciendo moléculas de adhesion
(incluyendo L-selectina) en la superficie del ovocito para promover la adhesion
del futuro embrion a las células endometriales. Alternativamente, G-CSF podria
inducir el cumulo en las células de la granulosa para producir citocinas al inducir
un cambio hacia las TH2 lo que podria ser el responsable de produccion de IL4 y
subsecuentemente LIF o factores de crecimiento los cuales son necesarios para
el desarrollo e implantacién del embriéon resultante. Otra hipoétesis es que el G-
CSF le brinda al embrién informacion crucial de cémo auto repararse lo cual ha

sido descrito en células madre hematopoyéticas lo cual parece afectarse por la



edad asi como se observa en embriones. El G-CSF se ha descrito en varios
modelos (corazon, higado) como agente promotor de reparo endégeno.
Concluye que el G-CSF esta involucrado en el proceso de desarrollo folicular y
ovulacion y puede ser un método de seleccionar aquellos ovocitos con mayor
capacidad de implantacion.'®

En ese mismo ano se realizé un estudio similar en 43 mujeres y cuantificacion en
liquido folicular de cada ovocito de 11 citocinas, estradiol y progesterona sin

incluir G-CSF sin encontrar correlacion con calidad embrionaria ni embarazo. "7

En 2009 se publicé un estudio clinico aleatorizado doble ciego, donde se utilizd
en aplicacién subcutdnea G-CSF (filgrastim), a dosis de 1ug (100 000 Ul) /kg/dia
en 68 mujeres menores de 39 afos con diagndstico de pérdida gestacional
recurrente de etiologia desconocida. Se inici6 el dia 6 posterior a la ovulacion
hasta la menstruaciéon y en los casos de embarazo, se continio por nueve
semanas. La tasa de nacimiento en el grupo tratado con G-CSF fue de 82.8%
(29 de 35 pacientes) y en el grupo placebo de 48.5% ( 16 de 33 pacientes)
obteniendo una diferencia estadisticamente significativa (p=0.0061, OR:5.1;95%
IC 1.5-18.4)). El numero de pacientes necesario a tratar (NNT) por nacido vivo
fue 2.9 (95% IC 2.1-10.3). También cuantificaron semanalmente durante el
primer trimestre las concentraciones de gonadotropina coridnica en ambos
grupos y a un control de 15 pacientes fértiles y observaron un aumento
significativo en el grupo tratado con G-CSF entre las semanas 5 a 9 (p<0.001).
No se observaron efectos adversos excepto por una erupcion cutanea leve que
resolvié espontdneamente al poco tiempo y en 2 casos presentaron leucocitosis
de 25 0000/ml. Este articulo hace menciéon de un estudio en 125 mujeres
embarazadas que recibieron tratamiento con filgrastim de forma prolongada por
neutropenia cronica sin reportar efectos adversos en el embarazo o en los fetos.
(Dale et al., 2003) Las 29 pacientes que recibieron el filgastrim tuvieron un recién
nacido sano sin evidencia de malformaciones mayores o menores y con

desarrollo perinatal normal.'



En el 2010 se publica en RBM online un articulo de un estudio multicéntrico,
prospectivo placebo controlado y doble ciego donde se examina el efecto en la
constitucion cromosémica al afiadir en cultivo embrionario G-CSF a dosis de 2
ng/ml. Se realizé en 86 évulos donados de 73 mujeres a los que se agrego en el
medio de cultivo desde la fertilizacion hasta el dia 3 de crecimiento sin encontrar
diferencias estadisticas por FISH al analizar cromosomas 13,16, 18, 21, 22, X y
y 19

El ultimo articulo publicado al respecto es también del afo 2010 por Salmassi

2 en donde cuantificaron la respuesta en suero de G-CSF a la estimulacion
ovarica para FIV en 95 mujeres agrupadas en bajas, moderadas y buenas
respondedoras y a su vez determinaron las concentraciones de G-CSF entre
pacientes embarazadas y no embarazadas a lo largo de distintas etapas del ciclo
de FIV. Las pacientes con buena respuesta a la estimulacion recibieron menores
dosis de FSH recombinante, obtuvieron mayores niveles de estradiol, mayor
nuamero de ovocitos y una mayor tasa de embarazos (51.7%) en comparacion
con las de baja y moderada respuesta. La concentracion de G-CSF fue mayor en
las buenas respondedoras implicando que esta citocina se asocia al proceso de

foliculogénesis y ovulacion.

Entre las pacientes embarazadas y no embarazadas se determiné la cantidad de
G-CSF en los dias 3-5, 6-8, 9-11, el dia de la aplicacién de HCG (dia de
disparo), dia de captura ovular, dia de transferencia y en la semanas 1, 2, 3y 4
postransferencia. EI G-CSF aumenté gradualmente desde el inicio de la
estimulaciéon ovarica hasta el dia de disparo alcanzando un pico el dia de la
captura folicular tanto en embarazadas como en las no embarazadas; sin
embargo, en las que lograron embarazo hubo un aumento significativo desde el
dia de la transferencia alcanzando un pico 2 semanas después (dia de
confirmacién del embarazo) y luego presentdé un descenso gradual en las
semanas 3 y 4 postransferencia en contraste con las que no se embarazaron
que no tuvieron cambios en la concentracion de G-CSF a partir del dia de

transferencia.
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Esta expresioén caracteristica del G-CSF en las pacientes embarazadas los dias
posteriores a la captura ovular respecto a las no embarazadas sugiere que el G-

CSF juega un papel importante en el proceso de implantacion.

IMPLANTACION

La reproduccion humana es fundamental para la supervivencia de la especie; sin
embargo el proceso es relativamente ineficiente. La fecundabilidad (la
probabilidad de conseguir un embarazo en un ciclo menstrual) es de
aproximadamente 30%. Solo el 50 al 60% de todas las concepciones avanzan
mas allda de las 20 semanas. La falla de implantaciéon constituye la causa del
75% de los embarazos que se pierden y por lo tanto no son clinicamente
reconocidos. La falla de implantacion se considera un factor limitante en la
reproduccién asistida. La comprension de los mecanismos moleculares
responsables de la implantacion y placentacidon es necesaria para el tratamiento

de la infertilidad y pérdida tempara del embarazo.?'

Existe poca informacién en especimenes acerca del desarrollo embrionario en
las primeras semanas en los seres humanos. Algunos de los acontecimientos
mas importantes, como la adhesion inicial del blastocisto al endometrio, nunca
han sido observados. Por lo tanto, gran parte de la informaciéon del desarrollo
humano en etapas temprananas se desprenden de los estudios en animales.
Las estapas consideradas mas importantes identificadas en la implantacién y

placentacién en animales muy probablemente se aplican a humanos 2

Tradicionalmente se ha considerado al endometrio como la membrana uterina
que constituye la parte pasiva de la gestacion. Sin embargo, el endometrio es
considerado un érgano dinamico cuya funcion primordial es hacer posible la

implantacion y el desarrollo fetal. %
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La implantacién inicia aproximadamente seis o siete dias después de la
fertilizacion en un periodo llamado “ventana de implantaciéon” cuya extencién
varia entre el dia 6 al dia 10 posovulacién. Por lo que inicia en el dia 20 al 24 en

un ciclo menstrual ideal de 28 dias y se cree que dura menos de 48 horas.?

La incidencia de pérdida gestacional después de la implantacién es bastante
elevada, estimandose en 25 a 40%. Aunque las pérdidas implican muchas veces
anormalidades genéticas, a menudo la causa es desconocida. Los factores
hormonales, el factor de inhibiciéon de la leucemia y las vias prostanoides juegan
importante papel en la implantacién exitosa. Pero, dada la complejidad del
desarrollo temprano, es probable que muchos otros mecanismos también

participen. %'

El objetivo principal de la comprension de la implantacion a nivel molecular es
mejorar el diagndstico y tratamiento de la infertilidad. El fracaso de Ia
implantacién sigue siendo un problema importante y puede resultar de una
receptividad uterina disminuida al haber didlogo defectuoso entre el embrion y el

endometrio o bien de embriones de pobre calidad. #*

Los embriones en fertilizacion in vitro se pueden clasificar segun Lucinda Veeck
en 5 grados. Grado 1 blastomeras de igual tamafio sin fragmentacion
citoplasmatica, grado 2 blastdmeras de igual tamafio con fragmentacion
citpoplasmatica menor al 15 %, grado 3 blastdmeras de distinto tamafio con
fragmentacion variable, grado 4 blastomeras de igual o distinto tamafio con mas
del 20% de fragmentacion y grado 5 blastomeras de cualquier tamafio con mas
del 50% de fragmentacion. Los embriones clase 1 y 2 son los que tiene mayor
pronéstico de implantacion aunque pueden ocurrir embarazos con embriones
grado4y5. %
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CITOQUINAS E IMPLANTACION

Las citocinas y quimioquinas son fundamentales los procesos inmunolégicos de
adaptacion y esenciales para la iniciacion y progresion del embarazo. Ellos
proporcionan las sefiales de comunicacion intercelular que rigen el reclutamiento
de leucocitos y la proliferacion, regulan la funcién y diferenciacion fenotipica, y

regulan una respuesta inmune apropiada para el embarazo. 2

Las citoquinas son polipéptidos o glicoproteinas de bajo peso molecular. Tienen
multiples actividades bioldgicas y estan involucradas en diversos procesos
fisiolégicos. Son parte fundamental en la regulacion del crecimiento, desarrollo y
activacion del sistema inmunoldgico y en la mediacion de la respuesta
inflamatoria. Son pleiotrépicas, actuando de una forma paracrina o autocrina y

algunas veces inclusive como mediadores endocrinolégicos. 2’

Son constantemente producidas por el endometrio y han demostrado ser
importantes en la comunicacion embrionaria-endometrial. La IL1, LIF y el G-CSF

han demostrado papeles importantes en el proceso de implantacion. 2’

El G-CSF es una citocina hematopoyética con efectos sobre la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion mieloide de los leucocitos y sus precursores. El
estado de activacion y comportamiento funcional de los monocitos maduros,
macrofagos, granulocitos y células dendriticas son también controlados por el G-
CSF, el cual puede favorecer la quimiotaxis y la adhesion, la fagocitosis y la
citotoxicidad, la elaboraciéon y presentacion de antigenos, y/o la induccion de
inmunidad antitumoral. Estas propiedades hacen del GM-CSF un regulador clave
de la defensa del huésped y la respuesta al ataque externo, contribuyendo a la
fisiopatologia de enfermedades autoinmunes e inflamatorias, infecciones y

malignidad. 2
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El receptor del G-CSF se encuentra en tejido endometrial desde la etapa
preimplantacion y hasta el primer trimestre de embarazo por lo que su
produccion puede estar ligada a la implantacion, funcion decidual y crecimiento

placentario. '

En las células hematopoyéticas, GM-CSF ejerce sus efectos en la superficie
celular a través de la union con alta afinidad, a complejos de receptores
heterodimeros que comprenden una subunidad a y una b, miembros de la
superfamilia de receptores de hemopoyetinas. La subunidad a, conocido como

GM-Ra, es exclusivo de GM-CSF y se une al ligando con baja afinidad.?®

El utero y los tejidos de la placenta se consideran desde hace décadas potentes
fuentes de estimulacion de actividad de colonias hematopoyéticas, y el GM-CSF
fue identificado como uno de sus componentes importantes de la bioactividad de

factores estimulantes en estos tejidos. 2°

En el tracto reproductivo humano, la sintesis de GM-CSF es mas alta durante el
periodo correspondiente a la concepcion e implantacion. En el ciclo menstrual, la
expresion se localiza en las células epiteliales luminal y glandular del
endometrio, con una expresidn maxima en la fase secretora. Las células
epiteliales que recubren la trompa de Falopio también expresan GM-CSF en un
ciclo de forma dependiente, con niveles maximos al final de la fase proliferativa y

a principios y mediados de la secretora.

Una vez que comienza la implantacion, las células en las vellosidades coridnicas
de la placenta contribuyen a la produccién de GM-CSF, incluidas las células del
citotrofoblasto invasor, las células de Hofbauer (macréfagos placentarios) y
fibroblastos de las vellosidades, con sintesis estimulada por factores derivados
del trofoblasto, incluyendo factor de necrosis tumoral-a (TNFa) y la IL-1. Las
células trofoblasticas recolectadas en el primer trimestre o de la placenta a
término, asi como de las células trofoblasticas sintetizan GM-CSF ARNm.
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El GM-CSF ARNm también esta presente en el tejido decidual materno, donde
gran parte se origina en las células asesinas (NK) naturales uterinas que son los

leucocitos mas abundantes en este tejido.?

Estudios en ratones con una mutacion nula en el gen GM-CSF “knockout”
demuestran que la fertilidad se ve afectada en la ausencia de GM-CSF. A pesar
del numero normal de lugares de implantaciéon en el embarazo temprano, la
pérdida del feto en gestacién avanzada y la muerte de las crias durante el primer
periodo posterior al parto causa una reduccion del 25% en el tamafio de la
camada en el momento del destete. Los sobrevivientes son mas pequefios y su
tasa de mortalidad durante las primeras tres semanas de vida es de 4.5 veces

mas alta que en los controles de tipo salvaje. 2

Hay estudios en los cuales el GM-CSF se administran durante el periodo previo
a la implantacion para revertir la elevada tasa de fracaso en la implantacién y la

reabsorcion fetal en ratones. 2°

Los efectos embriotréficos in vitro de GM-CSF son mas profundos en los
embriones humanos donde las altas tasas de desarrollo del embridén se
caracterizan por ser dificiles de conseguir in vitro. La adicion de esta citoquina al
medio de cultivo ejerce un aumento de 2 veces en la proporcién de embriones
fecundados in vitro que se desarrollan a la fase de blastocisto. La capacidad
para el desarrollo de estos blastocistos, segun la evaluacion de la disolucion de
la zona pelucida y el apego a la matriz extracelular en las placas de cultivo,
también se mejora con GM-CSF. Los embriones cultivados en presencia de GM-
CSF alcanzar la etapa de blastocisto en 14h promedio mas rapido, y contienen
aproximadamente un 35% mas de células esto es debido principalmente a un
aumento en el tamano del compartimento de células masa interna, asociado con
una reduccion del 50% en muerte celular. En humanos embriones fecundados in
vitro cultivados con células autdlogas de endometrio, la cantidad de GM-CSF
secretada en medio de cultivo se correlaciona con la probabilidad de éxito de

embarazo después de la transferencia.?®
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Diversos estudios en roedores han comprobado que las citocinas TH1 son
perjudiciales para el embarazo. Inyecciones de estas en roedores les producen
abortos. Durante el embarazo se ha sugerido un aumento en la proporcion
Th2/Th1, ya que las enfermedades mediadas por TH1 como la Artritis
Reumatoide mejoran en el embarazo y las que son mediadas por TH2 como el
Lupus Eritematoso Sistémico empeoran. No existen reportes de citocinas
endometriales TH1 o TH2 en pacientes infértiles o con falla de implantacion
luego de FIV. %

Existe poca duda respecto a la importancia del papel que juegan las citocinas en
el control endometrial, decidual y del citotrofloblasto, por lo que defectos en su
expresion o a nivel de receptor es probable que resulten en falla de implantacion.
28

Se han realizado estudios para hacer predicciones de éxito en implantacién en
ciclos de FIV mediante métodos eficientes y no invasivos como lo es la
cuantificacion de citocinas como la IL15 y G-CSF. Niveles elevados de IL15 se
han asociado a falla de implantacién. Se ha demostrado que el G-CSF es
secretado por células de la granulosa, durante la ovulacion, durante la fase lutea
endometrial y finalmente durante la gestacion por la placenta y un aumento
temprano significativo al inicio del embarazo. A su vez se ha identificado una
disminucién de su concentracion en pacientes con abortos recurrentes. Estudios
han propuesto una combinacion de G-CSF e IL15 en liquido folicular como un
modelo 6ptimo para predecir nacimientos en base a un estudio donde se obtuvo
tasas de nacimiento del 48.9% (16/33) si 2 factores de buen prondstico estaban
presentes: G-CSF>12 pg/ml e IL15< 7pg/ml.*°

Las células asesinas “natural killer’” (NK) pueden ser inducidas para formar
citocinas tipo 1 o 2 por lo que pueden facilitar decidualizacion, controlar la
invasion trofoblastica y promover angiogénesis en el sitio de implantacién. Se ha
identificado un predominio de TH1 por NK en mujeres no embarazadas con

antecedentes de abortos recurrentes y falla de implantaciéon. Asimismo se han
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reportado bajas concentraciones de G-CSF en estas pacientes. Se hizo un
estudio en pacientes con aborto recurrente o con antecedente de 2 FIVTE
previas fallidas, a pesar de transferencias de un total de 4 o mas embriones,
para determinar la proporcion factor de necrosis tumoral alfa y G-CSF para el
diagndstico de aborto recurrente o falla de implantacion. Se logré6 demostrar que
el G-CSF, producido por las NK, disminuyé en las pacientes con aborto
recurrente o falla de implantacién en comparacion con los controles. La
proporcion FNTa/G-CSF fue mucho mas alta en pacientes con aborto recurrente
o falla de implantacién respecto a los controles. Este estudio demostré que este
marcador podria utilizarse como diagndstico para aborto recurrente o fallo de
implantacion. *°

En las mujeres con fallo de implantaciéon durante ciclos de FIV, la aparente
causa de infertilidad ha sido corregida por el tratamiento de FIV y embriones de
buena calidad; pero no se logra la implantacion. Este fallo puede deberse a
problemas endometriales o del embridén. Si se han transferido embriones de
buena calidad en diversas ocasiones, la probabilidad de que la causa sea un
endometrio anormal es alta.?®

Con esta informacién concluimos de nuestra revision de la literatura que el G-
CSF es indispensable para el proceso de maduracién ovocitaria, para la
fertilizacién embrionaria y su posterior desarrollo y juega un papel fundamental
en el proceso de implantacion. Los mecanismos exactos se desconocen por lo
que trataremos de evidenciar si la administracion exégena de G-CSF a partir del
dia de la captura ovular, es capaz de modificar la implantacion en mujeres que
previamente se les han transferido, en al menos dos ocasiones, embriones de
adecuada calidad obtenidos mediante fertilizacion in Vitro; pero no habian

logrado un embarazo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El G-CSF es una citocina, que se ha empleado en forma sintética, para mejorar
la tasa de implantacion en mujeres con pérdida gestacional recurrente de
etiologia desconocida. La evidencia actual muestra efectos benéficos del G-CSF
en humanos, en cuanto a calidad ovocitaria, embrionaria y capacidad de
implantar. El presente estudio pretende comparar los resultados obtenidos al

usar G-CSF en mujeres con falla de implantacion en ciclos previos de FIV.

JUSTIFICACION

La evidencia actual sobre los potenciales efectos del G-CSF en la receptividad
endometrial, en mujeres con pérdida gestacional recurrente de etiologia
desconocida; nos sugiere el probable beneficio, en mujeres con al menos dos
ciclos previos de FIV con transferencia de buena calidad de embriones, sin

lograr el embarazo.

Con el presente estudio pretendemos conocer la utilidad de la aplicacion de G-
CSF como tratamiento para mujeres con falla de implantacién en ciclos previos
de FIV.

De corroborarse nuestra hipotesis se podria beneficiar a la poblacién que

requiere un segundo o tercer intento de fertilizacion in vitro, obteniendo

resultados 6ptimos en las tasas de embarazo clinico.
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OBJETIVOS

Objetivo primario

Conocer la efectividad clinica de la aplicacion de G-CSF para lograr embarazo

clinico, en mujeres con falla de implantacién en ciclos previos de FIV comparado

con un control histérico.

Objetivo secundario

Comparar la proporcion de embarazo bioquimico al usar G-CSF durante un ciclo

de FIV en mujeres con falla de implantacion contra un control histérico

HIPOTESIS

La efectividad para lograr el embarazo clinico en pacientes que reciben G-CSF

es mayor que el control histérico, en mujeres con falla de implantacion en ciclos

previos de FIV.
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Capitulo 2

MATERIALES Y METODOS

TIPO Y DISENO DEL ESTUDIO

Tipo de Investigacion: Observacional.

Tipo de disefo: cohorte historica.

Caracteristicas del estudio: comparativo, retrospectivo.

UNIDADES DE INVESTIGACION

UNIVERSO: Pacientes con infertilidad que asisten a la Unidad de Reproduccion
Asistida del INPerlER candidatas a FIV.

UNIDADES DE OBSERVACION: Pacientes que cumplan con los criterios de
inclusion.

SELECCION Y RECLUTAMIENTO DE LA MUESTRA

METODO DE MUESTREO: No probabilistico, de casos consecutivos.

TAMANO DE LA MUESTRA: se compararon 6 pacientes que voluntariamente
aceptaron la aplicacion de G-CSF y un grupo de 7 pacientes atendidas dos afios
previos, como control histérico pareadas por edad y tiempo de infertilidad.

LUGAR Y DURACION

Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes. Duracién: 12

meses.
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CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Criterios de inclusion

Edad menor a 39 afos

FSH basal <10 Ul/ml

Estradiol < 80 pg/ml

Antecedente de dos ciclos previo de FIV, con captura, fertilizacion y
transferencia de al menos 2 embriones calidad I-ll, sin lograr el embarazo

clinico.

Criterios de no inclusion

Miomatosis uterina > 3 cm

Hidrosalpinx uni o bilateral

Morfologia espermatica < 4%

Criterios de eliminacion

Pacientes que no concluyan el seguimiento.

Pacientes que no deseen continuar en el estudio.

Criterios de bioseguridad

Se realizé biometria hematica completa a cada paciente previo y posterior al

inicio del tratamiento en los dias previo al inicio del ciclo, y en los dias 7 y 14

postransferencia, para vigilar la cuenta leucocitaria.
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VARIABLES EN ESTUDIO

VARIABLES INDEPENDIENTES

Grupo 1: control histérico:

Definicion operacional: grupo de pacientes que cumplen los criterios de
inclusién, pareadas por edad y tiempo de infertilidad, con tres ciclos de FIV
previos, que se obtuvieron de la base de datos de pacientes atendidas durante
los dos afios previos al presente estudio.

Tipo de variable: Cualitativa nominal.

Nivel de medicion: 1: Sl
2:NO

Grupo 2 G-CSF:

Definicion operacional: grupo de pacientes, que cumplen criterios de inclusion y
fueron asignadas, a la aplicacién subcutanea, de 1 pg/kg/dia (3.33 pL/kg/dia) de
G-CSF a partir del dia de la captura ovular y hasta 17 dias después de la misma.

Tipo de variable: Cualitativa nominal.

Nivel de medicion: 1: Sl
2: NO
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VARIABLES DEPENDIENTES (Variables resultado)

Efectividad clinica:

Definicion operacional: Capacidad del farmaco para facilitar el embarazo

clinico.
Embarazo Clinico

Definicion operacional: Presencia de saco gestacional y embridn con frecuencia

cardiaca fetal, 4 a 6 semanas después de la transferencia.
Tipo de variable: Nominal dicotomica.

Nivel de medicion: 1: Si
0: NO

VARIABLES CONFUSORAS
Dosis total de rFSH

Definicién operacional: Dosis total de rFSH al sumar la dosis diaria hasta el dia

del disparo.

Tipo de variable: Cuantitativa continta.

Nivel de medicion: Unidades Internacionales.

Progesterona del dia de induccién de madurez ovocitaria o “disparo”

Definicién operacional: Cantidad de progesterona sérica determinada el dia del
disparo con HCG.

Tipo de variable: Cuantitativa continda.
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Nivel de medicion: ng/mL
Estradiol del dia de diaparo

Definicion operacional: Cantidad de estradiol sérico determinada el dia del

disparo con HCG.

Tipo de variable: Cuantitativa continda.
Nivel de medicion: pg/mL.

Foliculos mayores de 18mm

Definicion operacional: Numero de foliculos mayores o iguales a 18 mm en su
diametro mayor, medidos por ultrasonido transvaginal, un dia previo o el dia del

disparo con HCG.

Tipo de variable: Cuantitativa discreta.
Nivel de medicion: Numero total: 1-30.
Ovocitos metafase 2

Definicion operacional: Numero de ovocitos capturados en metafase 2,

observadas al microscopio.

Tipo de variable: Cuantitativa discreta.

Nivel de medicion: Numero total de ovocitos en metafase 2, 1-30
Calidad embrionaria

Definicion operacional: Grado de calidad embrionaria al momento de la

transferencia de acuerdo a la escala de Lucinda Veeck .
Tipo de variable: Ordinal.

Nivel de medicion: 1=1, 2=2, 3=3, 4=4, 5=5.
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DESCRIPCION GENERAL DE ESTUDIO

PROTOCOLO CLINICO

La secuencia que se seguira para el estudio clinico se describe a continuacion:
Identificacion de pacientes que reunen criterios de inclusion.

Explicacion del estudio y firma de consentimiento informado.

La paciente acudira a ultrasonido basal el dia 2-3 del ciclo si no tiene
contraindicaciones para iniciar, se iniciara la estimulacion ovarica. Se seguira el
protocolo de estimulacion establecido en la unidad de reproduccion.
(Determinacion basal de FSH, LH y Estradiol).

Cita a seguimiento folicular en dia 8 del ciclo (determinacién de FSH, LH,
Estradiol y Progesterona) en caso necesario se incrementara la dosis de
medicamento rFSH o menotropinas. Y asi sucesivamente cada 24 a 48 Hrs

hasta el dia del disparo con HCGr.

Cuando se observe un foliculo dominante igual o mayor a 14mm se iniciara el
antagonista cetrorelix 0.25mg via subcutdnea cada 24 horas hasta el dia del

disparo.

Cuando el mayor numero de foliculos midan 18 o mas milimetros en promedio (
al sumar el diametro mayor con el diametro menor y dividirlo entre 2) se realizara

el disparo con HCGr.

La captura folicular se programara 34 a 36 horas posteriores a la aplicacion de
HCG. A partir del dia de la captura ovular, se iniciara la aplicacion subcutanea,
de G-CSF (filgrastim); 1 pg/kg/dia (3.33 pL/kg/dia) cada 24 Hrs por 17 dias. El

ciclo se cancelara si no se capturan al menos 1 ovocito.
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Todas las pacientes iniciaran progesterona micronizada 200mg, via vaginal cada
8 horas, a partir del dia de la captura y se continuara hasta la semana 10 en

pacientes con embarazo clinico.

El nimero de ovocitos en metafase 2 se determinara inmediatamente a la

captura folicular.

En caso de observar una morfologia espermatica inferior a 4 % o movilidad
espermatica A menor a 5% o A+B menor a 45%, se ofrecera como alternativa la

realizacion de ICSI.

La tasa de fertilizacion se evaluara a las 16 a 18 horas posterior a la

inseminacion por FIV.
La calidad embrionaria sera evaluada previo a la transferencia embrionaria.

La transferencia embrionaria se realizara 72 horas posteriores a la captura

ovular.

El dia 14 posterior a la transferencia, se determinara HCG. Se considerara
embarazo bioquimico si es mayor o igual a 20 mUI/mL sin observar saco

gestacional.

En pacientes con HCG positiva se realizara USG dos semanas posteriores a la

determinacion de HCG para determinar la presencia de embarazo clinico.

RECOLECCION DE DATOS

Se realiz6 mediante una hoja de recoleccién de datos predisefiada en donde se

encuentren comprendidas todas las variables que se van a analizar.
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ANALISIS DE DATOS

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron pruebas estadisticas no paramétricas para establecer si existen
diferencias entre los dos grupos debido a que por el tamafio de muestra no se
alcanza la distribucion normal. Se utilizara prueba de ji cuadrada de
independencia para variables cualitativas dicotomicas y U de Mann-Whitney para
variable cualitativas continuas.

ASPECTOS ETICOS

Investigacioén sin riesgo.
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Capitulo 3

RESULTADOS

Se les invitd a participar en un estudio a un grupo de 6 pacientes que consistio
en la administracion de G-CSF a partir de la captura ovular durante 17 dias y se
compardé con un control histérico de 7 pacientes que ya habian ingresado a tres
ciclos de FIV en el Instituto Nacional de Perinatologia. Tres pacientes recibieron
el G-CSF en el ciclo del mes de abril y 3 pacientes en el ciclo de mayo del afio
en curso. Las 7 pacientes control fueron sometidas a su ultimo ciclo de FIV a
partir del afno 2008.

Las caracteristicas basales de la poblacidon en estudio estan reportados en la
tabla 1. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos en cuanto a edad, peso, talla, IMC o duracion de infertilidad. La
diferencia en el numero de gestas fue estadisticamente significativa en el grupo
1, p=0.048.

Tabla 1. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio

Caracteristicas basales | Grupo 1 n=7 Grupo 2 n=6 P
Edad 35.57 (29-39) 33.83 (25-39) 0.506
Peso 62.34 (55-76.9) 60.5 (51-72) 0.974
Talla 1.54 (1.41-1.69) | 1.54 (1.48-1.61) 0.945
IMC 26.17 (23.8-30.6) | 25.59(20.48-28.8) | 0.96
Gestas 1.71 (0- 3) 0.33 (0-1) 0.048
Duracion de Infertilidad | 7.57 (5-12) 9(5-14) 0.234

En base a los antecedentes reproductivos, descritos en la tabla 2, entre los
grupos de estudio se encontré un predominio de infertilidad secundaria del grupo
1 sobre el grupo 2 el cual fue estadisticamente significativo, p=0.07. El factor
tubario fue mayor en el grupo 1 sin alcanzar un diferencia estadisticamente
p=0.43. No

significativas entre ambos grupos

significativa, se encontraron diferencias estadisticamente

respecto a factores endocrinolégicos,

28



masculino, o endometriosis. Solamente una paciente del grupo 2 tuvo factor
idiopatico para un 16.7%, mientras que ninguna del grupo 1 presentd dicho

factor, la diferencia no fue estadisticamente significativa, p=0.28.

Tabla 2. Antecedentes reproductivos por grupo de estudio

Antecedentes Grupo 1 Grupo 2 P

Infertilidad primaria 1(14.3%) |4 (66.7%) |0.07
Infertilidad secundaria 6 (85.7%) |2(33.3%) |0.07
Factor tubario 6(85.7%) |4(66.7%) |0.43
Factor enddécrino 2(28.6%) |2(33.3%) |0.85
Factor idiopatico 0 1(16.7%) |0.28
Factor masculino 1(14.3%) |[1(16.7%) |0.91
Endometriosis 3(42.9%) |2(33.3%) |0.72

Al comparar las caracteristicas del ciclo, descritas en la tabla 3, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas respecto al estradiol
basal, LH basal y LH del dia de induccion de maduracion o “disparo”, FSH basal
y del dia de disparo. El grupo 1 recibié mayor dosis de FSHr con una media de
3407 y un rango de 1500 a 4050, mientras que el grupo 2 tuvo una media de
2883 con un rango entre 1800 a 4050, sin llegar a ser estadisticamente
significativo, p=0.234. No obstante, se encontré una diferencia estadisticamente
significativa en el estradiol de disparo. El grupo 1 tuvo un rango de 1012 a 3150
con una media de 2127.85 mientras que el estradiol de disparo del grupo 2 tuvo
un rango de 486 a 1798 con una media de 1242.16, p=0.022. La progesterona
del dia de disparo fue a su vez estadisticamente significativa con un rango que
va de 1.45 a 5.01 con una media de 2.72 en el grupo 1, mientras que el grupo 2

tuvo un rango de 0.95 a 2.06 con una media de 1.44, p=0.038.

En relacién al resto de las caracteristicas del ciclo no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas respecto a la media de la cantidad de foliculos
con diametro medio mayor a 18 mm. En grupo 1 se obtuvo una media de 12.14
foliculos con un rango de 5 a 21, mientras que en el grupo 2 se obtuvo una

media de 6.5 con un rango de 1 a 17 foliculos (p=0.445). La media de la
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morfologia espermética en el dia de la muestra seminal para la inseminacién del
grupo 1 no fue estadisticamente significativa respecto a la del grupo 2. El grupo
1 obtuvo una media de 13.85 con rango de 7 a 22 y la media del grupo 2 fue de
6.83 con un rango de 1 a 11 (p=0.167). Con respecto a la media del niumero de
ovocitos capturados en el grupo uno fue de 13.85 con unrangode 7 a 22 y en el
grupo dos fue de 11 con un rango de 2 a 26, sin evidenciar una diferencia
estadisticamente significativa, p=0.473. La comparaciéon entre la media del
nuamero de ovocitos fertilizados del grupo uno: 8.71 con rango de 2 a 20 versus
la del grupo dos: 6.83, con rango de 1 a 11, no tuvo una diferencia
estadisticamente significativa, p=0.751. (Tabla 3)

Tabla 3. Caracteristicas de ultimo ciclo de FIV por grupo de estudio

Caracteristicas Ciclo Grupo 1 n=7 Grupo 2 n=6 P
Dosis total FSHr 3407 (1500-4050) 2883(1800-4050) | 0.234
Estradiol basal 27.42 (13.47-40.4) | 18.92(3.62-51.9) 0.135
Estradiol dia disparo 2127.85(1012-3150) | 1242.16(486-1798) | 0.022
LH basal 2.13(0.89-3.27) 2.57(0.1-4.3) 0.445
LH dia disparo 0.72(0.04-1.67) 0.50(0.22-0.9) 0.865
FSH basal 6.42(1.97-10.8) 7.23(3.63-16.7) 0.96
FSH dia de disparo 25.40(12.9-31.4) 24.88(11.7-41.5) 0.445
Progesterona dia 2.72(1.45-5.01) 1.44(0.95-2.06) 0.038
disparo

Foliculos mayores 12.14(5-21) 6.5(1-17) 0.067
18mm

Morfologia espermatica | 8.14(5-12) 10.33(6-13) 0.167
Ovocitos capturados 13.85(7-22) 11(2-26) 0.473
Ovocitos fertilizados 8.71(2-20) 6.83(1-11) 0.751

Al analizar la evolucion del ciclo, descrito en la tabla 4, respecto a las
caracteristicas de los ovocitos, el numero y calidad de embriones transferidos y

tasa de embarazo no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.
Se capturaron un total de 97 ovocitos en el grupo 1 y un total de 66 ovocitos en

el grupo 2. Del total de ovocitos, en el grupo 1 se obtuvieron 28 en metafase |

para un 28.8% y 9 ovocitos en metafase | del grupo 2 para un 13.6%,p=0.52. A
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su vez se lograron obtener mayor cantidad de ovocitos en metafase Il para
ambos grupos, 58 ovocitos (59.7%) en el grupo 1 y 53 ovocitos (80.3%) en el
grupo 2,p=0.43. Tabla 4.

Respecto al nimero de embriones transferidos, se transfirieron un total de 21
embriones en el grupo 1y 14 embriones en el grupo 2. A dos pacientes (33.3%)
del grupo 2 se les transfirid Unicamente un embrién, mientras que todas las

pacientes del grupo 1 se les transfirié mas de un embrién.

En 2 pacientes (28.6%) del grupo 1 se transfirieron 2 embriones. A la mayoria de
las pacientes (66.7%) del grupo 2 se le transfirieron 3 embriones y a 42.9% del
grupo 1 sin llegar a ser una diferencia estadisticamente significativa, p=0.41. En
ninguna paciente del grupo 2 se transfirieron mas de 3 embriones mientras que

en 2 pacientes (28.6%) del grupo 2 se les transfirieron 4 embriones. Tabla 4.

El mayor numero de embriones transferidos en ambos grupos fueron calidad 2.
En el grupo 1 se transfirieron 11 embriones (52.4%) y el grupo dos 10 embriones
(71.4%) clase 2, p=0.49. Los porcentajes de embriones calidad 1 obtenidos en el

grupo 1y 2 fueron 9.5% y 14.3% respectivamente. p=0.79.

El nimero de embriones calidad 3 transferidos fue mayor en el grupo 1 que en el
2 sin llegar a ser una diferencia estadisticamente significativa. Se transfirieron 8
embriones calidad 3 en el grupo 1 (38.1%) y 2 embriones (14.3%) en el grupo 2,
p=0.35.Tabla 4.

La tasa de embarazo fue del 28.6% en el grupo 1 vs. 16.7% en el grupo 2,
p= 0.62. Tabla 4.
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Tabla 4. Evolucién de ultimo ciclo de FIV en la poblaciéon de estudio

Evolucion Grupo 1n=7 | Grupo2n=6 | P
Numero de ovocitos metafase | 28 (28.8%) 9 (13.6%) 0.52
Numero de ovocitos metafase | 58 (59,7%) 53 (80,3%) [0.43
Pacientes con 1 embrién transferido 0 2 (33.3%) 0.12
Pacientes con 2 embriones 2 (28.6%) 0 0.18
transferidos

Pacientes con 3 embriones 3 (42.9%) 4 (66.7%) 0.41
transferidos

Pacientes con 4 embriones 2 (28.6%) 0 0.18
transferidos

Numero de embriones calidad 1 2 (9.5%) 2 (14.3%) 0.79
Numero de embriones calidad 2 11 (52.4%) 10 (71.4%) | 0.49
Numero de embriones calidad 3 8 (38.1%) 2 (14.3%) 0.35
Embarazo 2 (28.6%) 1(16.7%) 0.62

En las pacientes a las que se les administré G-CSF se les cuantifico las

concentraciones de leucocitos de forma basal, previo al inicio del ciclo,

obteniéndose una media de 6133.3 con un rango de 4700 a 8400. En el dia 7

postransferencia la concentraciéon de leucocitos aumentd para alcanzar una
media de 16316.6 con un rango de 13200 a 17600. Finalmente a los 14 dias
postransferencia la concentracion disminuyé nuevamente hacia una media de
8940 con un rango de 7100 a 11600. Gréfica 1.

Grafica 1. Concentracion de leucocitos en pacientes de filgrastim
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Capitulo 4
DISCUSION

Las caracteristicas basales de la poblacion en estudio son bastante similares
para ambos grupos con una diferencia estadisticamente significativa inicamente
en cuanto a las gestas previas a favor del grupo 1. Esto es un factor prondstico
alentador para este grupo, lo cual logra mostrar una tendencia en la tasa de

embarazo en el ciclo estudiado; pero no es estadisticamente significativo.

Respecto a las caracteristicas del ultimo ciclo de FIV se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos en cuanto a concentracion
de progesterona y estradiol de disparo a favor del grupo 1. Esto pudo ser
consecuencia de la utilizacién de mayores dosis de FSHr en este grupo a pesar

de que no hubo una diferencia estadisticamente significativa.

No se reportd ningun efecto adverso con la aplicacion del filgrastim. Se evidencio
un aumento en leucocitos en el dia 7 postransferencia como era de esperarse;
sin embargo estos valores no superaron de 17 600 leucocitos y disminuyeron
considerablemente para el dia 14 postransferencia. En la literatura se ha descrito
un aumento de hasta 25000 leucocitos en pacientes que fueron sometidas a este

farmaco pero con una duracion del mismo mucho mas prolongada.'®

A pesar de la gran cantidad de articulos que asocian al factor estimulante de
colonias de granulocitos con la implantacién no se ha publicado a la fecha
ningun estudio que establezca la efectividad de este farmaco en pacientes con

falla de implantacion sometidas a ciclos de FIV.

En el 2009 se publicé un articulo ® que logré demostrar la efectividad del G-CSF
en cuanto a embarazo clinico en pacientes con pérdida gestacional recurrente
de etiologia desconocida. De 68 pacientes, 35 recibieron el medicamento, de las

cuales se embarazaron 29 ( 82.8%) las cuales tuvieron un recién nacido sano.
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De las 33 pacientes que recibieron placebo, 16 tuvieron un recién nacido sano
(48.5%) (p=0.0061, OR=5.1; IC 95% 1.5-18.4). La similitud entre las pacientes
con PGR de etiologia desconocida y las pacientes en el grupo al que se le aplico
G-CSF radica en que a pesar de tener embriones de buena calidad no lograron
embarazarse en al menos 2 ocasiones. Es por esta razén que estimando una
falla de implantacion como etiologia en comun en estas pacientes, se decididé
administrarles el farmaco a las pacientes sometidas a FIV por tercera vez, para
determinar si la adicion de esta citocina pudiera influenciar en la implantacién de
una forma benéfica partiendo del hecho que se ha confirmado en la literatura su
presencia e importancia especificamente en esta etapa en particular y por la
demonstracion de que en su ausencia existe falla de implantacién en ratones

knock out. 2

El presente estudio esta limitado por el nimero reducido de pacientes por lo que
no es posible realizar conclusiones en relacién a la efectividad del factor
estimulante de colonias de granulocitos para mejorar la tasa de implantacién en
este tipo de pacientes. Otra deficiencia del estudio es que se esta comparando
contra un control histérico en quienes se utilizaron mayores dosis de
gonadotropinas y ademas constituido por un mayor nimero de de pacientes con
infertilidad secundaria, factores que en un momento dado podrian cesgar el
estudio a favor del control. Por esta razén se propone realizar un ensayo clinico
aleatorizado donde se puedan controlar dichas variables y de esta forma
establecer la efectividad clinica del filgrastim en la implantaciéon y conocer si

tiene o no un beneficio en estas pacientes.

Es importante mencionar que pacientes con 2 ciclos previos de FIV sin éxito son
pacientes con mal pronéstico reproductivo, por lo que la tasa de embarazo
esperada en ambos grupos es menor a la esperada en pacientes sometidas a su
primer ciclo de FIV. No es una sorpresa que la tasa de embarazo en ambos

grupos sea menor a 30%.
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Cabe mencionar que el embarazo clinico ocurrido en el grupo que recibid
filgrastim fue en la Unica paciente que tenia un factor reproductivo idiopatico, sin
endometriosis, joven (33 afios), factor masculino normal (morfologia de 12%),
perfil hormonal basal normal, ultrasonido basal de caracteristicas normales,
adecuada respuesta a la estimulacién (estradiol de disparo de 1562 ng/dl y se
capturaron 12 ovocitos en metafase Il), con antecedente de 2 ciclos previos con
transferencia de al menos 2 ovocitos calidad 1 y 2 en cada ciclo. Esto nos podria
sugerir que en este caso en particular, al agregar el medicamento en su tercer
ciclo, como unica variable distinta respecto a los otros 2 ciclos, influyé en el logro

del embarazo.
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Capitulo 5
CONCLUSIONES

Este estudio parece indicar que la aplicacién factor estimulante de colonias de
granulocitos en mujeres con falla de implantacion en ciclos de fertilizacion in vitro
no causa alteraciones hematoldgicas significativas ni modifica las probabilidades
de lograr un embarazo, queda por aclarar si su aplicacion pudiera ser benéfica

durante la fase de implantacion.
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Capitulo 6
ANEXOS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Responsables del proyecto:
Dr. Alvaro Santibafiez Moreno Teléfono: 55209900 ext.239 y 110
Dr. Enrique Reyes Munoz. Teléfono: 55209900 ext.299

PROYECTO DE INVESTIGACION: Efectividad clinica de la aplicaciéon de
factor estimulante de colonias de granulocitos, en mujeres con falla de

implantacion en ciclos de fertilizacion in vitro.

PROPOSITO: El propésito de este estudio es comparar el porcentaje de
embarazo al utilizar un medicamento que contiene factor estimulante de colonias
de granulocitos (células de la sangre), llamado: Filgrastim, durante un ciclo de
fertilizacion in vitro (FIVTE), en mujeres que no lograron el embarazo en dos
FIVTE 6 ICSI previos. El factor estimulante de granulocitos (G-CSF), es una
sustancia que se produce naturalmente en el Utero, trompas de Falopio y
ovarios. Los estudios actuales muestran efectos benéficos del G-CSF en
humanos, en cuanto a calidad de los évulos, embriones y capacidad de lograr el
embarazo. Dicha sustancia se logré fabricar en el laboratorio en forma de
solucioén inyectable (Filgrastim), con la misma funcién que la producida en forma

natural.

El Filgrastim, se ha utilizado en mujeres con antecedente de dos 6 mas abortos
logrando un mayor porcentaje de embarazo, en comparacién con las mujeres
que no utilizaron el medicamento. No se ha utilizado el medicamento en mujeres
con infertilidad que no lograron el embarazo después de dos FIVTE o ICSI
previos. Deseamos conocer, si esta sustancia ayuda a mejorar el porcentaje de
embarazo en mujeres que no lograron el embarazo después de dos ciclos

previos de FIV/ICSI comparado con solucién inyectable sin Filgrastim.
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METODOLOGIA: Si usted esta de acuerdo en participar voluntariamente en este
estudio, se aplicara el Filgrastim, via subcutanea, iniciando el dia de la captura

de ovocitos, hasta 17 dias después.

RIESGOS: El Filgrastim es un medicamento aprobado por la Secretaria de Salud
y que se utiliza de manera segura, para el tratamiento de varias enfermedades
como; leucemias, virus de inmunodeficiencia humana, pié diabético e infarto

agudo de miocardio, con dosis de 5 microgramos por kilo dia.

El Filgrastim se ha utilizado en pacientes 35 mujeres con tres o mas abortos, a
dosis de 1 microgramo por kilo por dia, (cuatro veces menor de la dosis
habitual), durante 10 semanas, en este grupo de mujeres no se presentaron
efectos adversos importantes, solo una mujer presento irritacion leve en la piel y
dos presentaron aumento de leucocitos (células de la sangre). Ningun recién
nacido presenté anormalidades mayores o menores ni malformaciones y todos
tuvieron un embarazo normal; sin embargo, no contamos con evidencia de
alteraciones en los recién nacidos a largo plazo. Se han realizado estudios de
embriones con medios de cultivo adicionados con factor estimulante de

granulocitos y no se han observado alteraciones genéticas.

BENEFICIOS: Al participar en el estudio usted podria verse beneficiada, ante la

posibilidad de una mayor probabilidad de embarazo.

COSTOS FINANCIEROS: Independientemente que decida o no participar en el
estudio, usted debera pagar los procedimientos relacionados con estimulacion
ovarica, seguimiento folicular, procedimiento de fertilizacion in vitro (captura de
Ovulos, fertilizacion y transferencia de embriones) en el INPERIER, como
cualquier otra paciente perteneciente al Instituto. El Filgrastim sera otorgado en

forma gratuita, sin costo adicional para usted.

ALTERNATIVAS: Si usted decide no participar en el estudio, su atencién

médica no se vera afectada de ninguna manera en el Instituto.
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COMPENSACION: Si usted decide participar en el estudio, le notificamos que

no existira ningun tipo de compensacién extra por su participacion.

CONFIDENCIALIDAD: Toda la informacion obtenida en este estudio sera
estrictamente confidencial, excepto la requerida por la ley, se asignara un codigo
de letras para conservar la confidencialidad de cada participante. Una vez

publicados los resultados del estudio, su nombre no sera mencionado.

INFORMACION ADICIONAL: Cualquier informacién que se identifique durante

el estudio y que perjudique su bienestar, le sera informado de inmediato.

ABANDONO DEL ESTUDIO: Su participacion en el estudio es totalmente
voluntaria y es muy importante que sepa que podra negarse a participar en
cualquier momento, sin que esto afecte su atencion médica presente o futura en
el INPERIER.

LESIONES / COMPLICACIONES: En caso de cualquier lesién fisica como
resultado de la metodologia del estudio, se le proporcionara atencién y
tratamiento médico; sin costo alguno para usted; sin embargo, no se le dara
ningun tipo de compensacion econémica por parte del INPERIER. En el caso de
que se presente algun tipo de gasto médico no atribuible a las condiciones del
estudio, este debera ser financiado por usted o por la persona responsable de

sus gastos.

DERECHOS DEL SUJETO: Si usted requiere obtener mayor informaciéon acerca
de sus derechos como sujeto de investigacion, puede solicitarla al médico
responsable a los teléfonos que aparecen en la primera pagina. Tenga en cuenta
que usted tiene la oportunidad de hacer cualquier pregunta relacionada con el

estudio y que esta le sea contestada a su entera satisfaccion.
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CONCLUSIONES: 1) Usted ha leido y entendido la presente forma de
consentimiento informado. 2) Usted esta de acuerdo en participar en este
estudio de investigacion. 3) Al firmar usted recibira una copia de esta carta.

Para los fines que se estime conveniente, firmo la presente junto al investigador

que me informé y dos testigos.

México D.F. a de del 200
Nombre de la paciente Firma:
Nombre del Investigador: Firma:
Nombre testigo 1: Firma:

Relacion con la paciente:

Nombre testigo 2: Firma:

Relacion con la paciente:
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

TITULO DEL PROYECTO: Efectividad clinica de la aplicaciéon de “Factor
estimulante de colonias de Granulocitos” en mujeres con falla de
implantacion en ciclos de fertilizacion in vitro.

INICIALES: Registro: Edad:

Gesta: A: P: C: E: Peso: Talla: IMC:

Tipo de infertilidad:

Factores identificados: Tubario  Endécrino_ Masculino Idiopatico

Endometriosis: Si_ No

Duracién en anos de infertilidad:

Medicamentos:

Grupo1__ Grupo2_

Analogo GnRH: Agonista__ Antagonista____

Gonal Menotropinas____

VARIABLE Basal |Dia |Dia |Dia |Dia |Dia | Disparo

LH

FSH

ESTRADIOL

PROGESTERONA

Dosis FSH

No. Foliculos 218mm: No. Ovocitos capturados:

Morfologia espermatica:

No. ovocitos en Metafase I: Metafasell: Profase1:
Degenerados:

No. ovocitos fetilizados

Calidad de embriones transferidos:Calidad 1 Calidad 2 Calidad 3

Técnica de reproduccion asistida: FIVTE ICSI

Embarazo bioquimico: embarazo clinico: embarazo multiple:
RN vivo Aborto

Filgrastim: Leucocitos

basales Leucocitos dia 7

postransferencia Leucocitos dia 14

postransferencia
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