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Introduccion

INTRODUCCION

Desde el punto de vista de la medicina reproductiva podemos definir fertilidad
como la capacidad de una pareja para tener hijos. El concepto infertilidad, o esterilidad,
corresponde a lo opuesto de fertilidad, es decir, la incapacidad de una pareja para tener
hijos. Hasta hace unos afios estos dos conceptos se diferenciaban entre si; se entendia
por esterilidad la dificultad para conseguir el embarazo y por infertilidad la dificultad
para conseguir que los embarazos concluyeran en recién nacidos. Hoy en dia el

Diccionario de la Real Academia de la Lengua Espafiola los considera como sinbnimos.

La definicion mas aceptada de esterilidad/infertilidad es la de la ausencia de
consecucion de embarazo tras 12 meses de relaciones sexuales sin empleo de métodos
anticonceptivos. Esta es la definicion que emplea la Sociedad Espafiola de Fertilidad
(SEF), la Asociacion Americana de Medicina de la Reproduccion (ASRM) vy la
Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Embriologia (ESHRE). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS/WHO) define la infertilidad como una enfermedad del
sistema reproductivo que se caracteriza por la no consecucion de un embarazo clinico

tras 12 meses o mas de relaciones sexuales habituales sin anticoncepcion®.

Mas de 70 millones de parejas tienen problemas de fertilidad” estimando la
prevalencia de la esterilidad en torno al 10 al 20% de la poblacion occidental aunque
por ser porcentajes orientativos resultan dificilmente comparables entre poblaciones y

periodos de tiempo diferentes.

La prevalencia en Espafa se sitla actualmente entre un 15% y un 25%. Mas o
menos, existen unas 800.000 parejas con problemas de fertilidad, de las cuales 23/1000
son demandantes de tratamientos para conseguir embarazo. Los expertos estiman que
estas cifras tenderan a incrementarse en los proximos 10 afios, lo que la hard que la

demanda asistencial aumente en la misma linea.’

Segun el Instituto Nacional de Estadistica, en el primer semestre del afio 2013 se
registraron 210.778 nacimientos, un 6,2% menos que en el mismo periodo de 2012. Se
mantiene asi la tendencia decreciente de la natalidad espafiola, iniciada en el afio 20009.
El descenso de los nacimientos se ha producido por el efecto combinado de un menor

nimero de mujeres en edad fértil y de una menor fecundidad.*
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Esto se corresponde con las tasas europeas de natalidad, que han descendido hasta
1,41 hijos por mujer®, valor que es mucho mas bajo del de 2,1 hijos por mujer
necesarios para mantener el tamafio de la poblacion. Segun datos de 2006, las tasas
globales de fecundidad de Italia (1,33), Grecia (1,29) y Espaiia (1,32) son los mas bajos
de Europa.° Esto puede conllevar nuevos problemas socioeconémicos debido al

envejecimiento de la poblacion.

La tendencia a retrasar la maternidad puede contribuir al creciente namero de
parejas con dificultades para concebir. La introducciéon en el 1960 de los metodos
anticonceptivos ha llevado al nacimiento de un menor nimero de hijos por familia.
Impulsado por el aumento de los niveles de educacion de la mujer y una creciente
participacion en el mercado laboral, el aplazamiento de la maternidad ha sido una
consecuencia secundaria de la Ilamada revolucion sexual.’” Por primera vez, se rompid el

vinculo entre sexualidad y reproduccion.®

A partir de estudios sobre poblaciones en los que no se aplican métodos de control
de la natalidad, se ha demostrado que la fertilidad natural comienza a disminuir después
de los 30 afios, se acelera en torno a los 35 y dara lugar a esterilidad a una edad media
de 41°. (Figura 1). La reduccion en la fertilidad femenina también puede demostrarse a
partir de estudios poblacionales contemporaneos. La posibilidad de no concebir un
primer hijo dentro de un afio es menor del 5% en las mujeres en torno a 20 afios de edad
y aumenta hasta aproximadamente el 30 % o mas en el grupo de edad de 35 afios y
mas. "
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Figural: Descenso en el nimero de foliculos primordiales y su calidad segun la edad.’
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Debido a la tendencia general a posponer la maternidad, cada vez un nimero
mayor de mujeres dependera de las técnicas de reproduccion asistida (TRA) para lograr
un embarazo, pero el aumento progresivo del envejecimiento reproductivo sumado a la
predisposicion genética a infertilidad en algunas mujeres, hace que el uso de estas

técnicas sea limitado.""

El proceso normal de envejecimiento reproductivo varia considerablemente entre
las mujeres. Esto implica que algunas mujeres siguen siendo muy fértiles hasta la quinta
década de la vida, mientras que otras se enfrentan a la pérdida de la fertilidad natural en
la mitad de la treintena.’” El envejecimiento reproductivo femenino parece basarse en
gran medida en los cambios relacionados con la edad y la funcion ovarica. La
disminucion del numero de foliculos en la corteza ovarica, coincidiendo con la calidad
de los ovocitos que contienen, dicta los cambios graduales en la regularidad del ciclo
menstrual y la fecundidad mensual.® En 1991 un estudio relacion6 el papel de la calidad
ovocitaria con la edad materna en la consecucién de embarazo. Las posibilidades de
embarazo en mujeres mayores de 40 afios por técnicas de reproduccion asistida
utilizando ovocitos propios son bajas. Estas tasas de embarazo mejoraban cuando se
utilizaban ovocitos de donante, lo que sugiere que la disminucién en la fecundidad
femenina con la edad, se debe a la disminucién de la calidad ovocitaria que puede ser

corregida con la donacién.*

Cada mujer recibe una dotacion de ovocitos durante el desarrollo fetal. En el
cuarto mes de desarrollo fetal, los ovarios contienen unos 6-7 millones de ovocitos
rodeados por una capa plana de células de la granulosa que forma la cohorte de foliculos
primordiales.***> Debido a la pérdida de la gran mayoria de los foliculos primordiales a
través de la via de la apoptosis en la segunda mitad de la vida fetal, en el momento del
nacimiento quedaran 1-2 millones de foliculos primordiales.'® Después, esta tasa de
pérdida de foliculos se ralentiza un poco, de modo que en la menarquia se conservan, al
menos, entre 300.000 y 400.000 foliculos primordiales.®'* Posteriormente cientos
desaparecen cada mes, incluso durante los periodos en que no se producen ovulaciones,
como el embarazo, la lactancia materna y el uso de anticonceptivos orales. Este
descenso es continuado y se acelera gradualmente. Por debajo de un numero critico, que
corresponde con una edad media de 45-46 afos, el patron de sangrado menstrual se

vuelve irregular'’ y al llegar a la menopausia alrededor de los 51 afios, el nimero de
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foliculos es insuficiente para mantener el proceso hormonal ciclico necesario para la

menstruacion.'®, (Figura 2)
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Figura 2: Pérdida de ovocitos/foliculos desde el nacimiento segln Faddy y col. (1992) y sucesos

reproductivos asociados

Junto con la disminucion del namero de foliculos, disminuye también la calidad
de los ovocitos. Se cree que la pérdida de la calidad de los ovocitos es debida a un
incremento en la no disyuncion meiética, lo que resulta en una tasa creciente de
aneuploidia en el embrién temprano a mayor edad materna.’” También se relacionan
con diferencias entre las células germinales en el momento en que se forman durante la
vida fetal, dafios acumulados en los ovocitos a lo largo de la vida, o cambios
relacionados con la edad en la calidad de las células de la granulosa que rodean el

ovocito.”’

Aunque la edad cronolégica de una mujer sometida a un ciclo de fecundacion in
vitro (FIV) para el tratamiento de la infertilidad es un factor importante que afecta el
resultado de la técnica, también lo es la edad bioldgica, es decir, la edad de ovario.”
Muchos informes publicados indican que la edad de ovario es una variable
independiente que afecta fuertemente al resultado de la FIV, mientras que la edad
cronoldgica juega un papel menos importante.”” El reconocimiento de las pacientes con
reserva ovarica disminuida (ROD), independiente de la edad cronoldgica, antes del
inicio de la estimulacion ovarica es muy importante y permite a los clinicos informar a

las pacientes sobre sus posibilidades reales para conseguir embarazo, y optimizar e
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individualizar los protocolos de estimulacion y las dosis a administrar de

gonadotropinas.”***

Se asume que las pacientes jovenes con ROD tienen un pool de foliculos
empobrecido, pero algunos investigadores han propuesto que el mal prondstico para la
FIV no es valido para las pacientes mas jovenes (< 30 afios) ya que se debe esperar un
mejor resultado debido a que su corta edad las protege de los efectos adversos de la

disminucion de la reserva ovérica.””

Se puede considerar una reserva ovarica (RO) normal cuando la estimulacion
ovarica con el uso de gonadotropinas exdgenas se traduce en el desarrollo de al menos
8-10 foliculos y la recuperacién de un nimero correspondiente de ovocitos sanos en la
puncidn folicular.?® Con este resultado, las posibilidades de producir un nacimiento vivo
por FIV se consideran 6ptimas . En general, como se ha sefialado anteriormente, la edad
de la mujer es una forma sencilla de obtener informacion sobre la extension de su RO
tanto en términos de cantidad como de calidad.”* Sin embargo, existe una necesidad de
identificar a las mujeres de edad temprana con ROD, al igual que a las mujeres de mas

edad pero con suficiente RO todavia.

Para ello, se utilizan varias pruebas de reserva ovérica que se han convertido en
parte de la evaluacion pre-tratamiento estandar para la FIV, disefiadas para predecir el
rendimiento de los ovocitos y la tasa de embarazo. La prueba de reserva ovarica ideal
deberia identificar un porcentaje alto de los casos con posibilidad casi inexistente de
embarazado debido a los efectos negativos de la ROD. Esos casos con resultados
minimos podrian ser excluidos de los tratamientos debido a sus altos costes sin garantias

de éxito.

Todo ello ha hecho que haya una gran cantidad de publicaciones donde se estudia
la utilidad de los marcadores de RO para predecir la respuesta al tratamiento y poder
individualizar cada ciclo. Clasicamente se ha medido la hormona foliculo estimulante
(FSH) o el estradiol pero debido a su utilidad limitada se han buscado nuevos
marcadores como la hormona anti-mulleriana (AMH) o el recuento de foliculos antrales

(RFA) que parecen que tienen mayor correlacion con la RO.

En la década de los 80, los niveles de FSH medidos durante la fase folicular

temprana se relacionaron con resultados reproductivos.’’ La elevacion en suero de FSH
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es una compensacion hipofisaria de un ovario envejecido y menos sensible, con menor

namero de ovocitos y menor produccion de estradiol.

La medida de FSH se realiza generalmente en el dia 2 o 3 de la menstruacion,
donde el dia 1 se define como el primer dia de flujo completo. Sin embargo, como los
valores de FSH son bastante estables desde el dia 2 al 5 dentro del mismo ciclo
menstrual, la medicion de la FSH cualquier punto dentro de esta ventana probablemente

dara resultados comparables.”

No todos los laboratorios utilizan inmunoensayos idénticos para medir FSH, y
esto se debe tener en cuenta cuando se comparan los datos de varios centros. Las
diferencias en los anticuerpos policlonales usados en algunos ensayos produciran
cambios en el contenido total de FSH. Ademas, existe una fluctuacion fisioldgica de las
diferentes isoformas de la FSH durante el ciclo menstrual que puede dar mayor
variabilidad a la medida de esta hormona. Aun asi, los estudios demuestran que las
mujeres sometidas a FIV con una FSH menor a 15 mUI/ml medidos en dia 3 tienen el
doble de posibilidades de quedarse embarazadas que las mujeres con FSH entre 15 y
24,9 mUI/ml.?° Este hallazgo es coherente con otro estudio donde se observé una
disminucién pronunciada en los embarazos cuando la FSH superaba 20 muUl/ml.*
Varios meta-analisis sobre los nivels de FSH basal encontraron que su capacidad para
predecir una mala respuesta y no embarazo solo tenia aplicacion clinica a niveles muy
altos.***? La medicion de FSH en dia 3 en una paciente puede presentar variaciones en
meses consecutivos pero, en general, una historia clinica con niveles basales elevados
en pacientes de edad inferior a 40 afios preve un rendimiento reducido en resultados de
FIV.*

Fisioldgicamente, la mayor parte del estradiol se origina en las células de la
granulosa, en el compartimento que contiene el fluido folicular y que esta méas proximo
al ovocito. Se ha demostrado, que los niveles basales de estradiol correlacionan
inversamente con la respuesta ovarica a gonadotropinas y que pacientes con estradiol
basal >80pg/ml medidos en dia 3 del ciclo tienen mayor tasa de cancelacion y menores

tasas de embarazo, independientemente de los valores de FSH.**

10 estudios diferentes analizaron los niveles de estradiol antes de comenzar ciclos

de FIV y se encontrd que tenia baja capacidad para predecir la pobre respuesta y no
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embarazo.®’ Sin embargo el primer estudio que correlaciond resultados reproductivos
con FSH vy estradiol afirm6 que en ausencia de tratamiento con agonista de la GnRH no
se conseguia embarazo con estradiol >75pg/ml, incluso cuando la FSH era
<20mIU/ml.*®

La AMH es una glicoproteina dimérica que bloquea el desarrollo de los
conductos de muller en los embriones masculinos. La AMH es detectable durante toda
la infancia en los hombres, pero no suele estar presente en las mujeres hasta la pubertad.
En la pubertad, las células de la granulosa de foliculos preantrales y antrales pequefios
comienzan a producir esta hormona para regular el estado de ovocitos inhibiendo el
excesivo reclutamiento folicular producido por los niveles de FSH.*® La medicion de
AMH como marcador de RO conlleva ventajas sobre otros métodos. En primer lugar, la
AMH se cree que es el marcador méas precoz, puede identificar la reserva ovarica
disminuida antes que las técnicas de deteccion habituales. A diferencia de la FSH, la
AMH puede ser medida en cualquier dia del ciclo menstrual y, ademas, los niveles de

AMH medidos durante varios meses muestran una menor variabilidad entre ciclos.®’

Estudios recientes muestran que en las mujeres con diferentes grados de
hipergonadotropismo la AMH parece el mejor pardmetro para evaluar el grado de
agotamiento de los foliculos y es, posiblemente, el mejor marcador para el diagnéstico

de fallo ovérico precoz.*

El RFA es el numero total de foliculos antrales de entre 2 a5 0 2 a 10 mm de
tamafio, presente en ambos ovarios Yy visibles por ecografia transvaginal. Un rango
estimado de 20 a 150 foliculos en crecimiento (de 0,05 a 2,00 mm de diametro) esta
presente en todo momento en los ovarios de las mujeres de entre 25 a 40 afios. Estos
foliculos son demasiado pequefios para ser identificados con precisidn con técnicas de
imagen convencionales pero hay una pequefia proporcion que se desarrolla a foliculos
antrales de mas de 2 mm de diametro. Estos foliculos son altamente sensibles y
responden a la FSH describiéndose como seleccionables.®® Se ha demostrado que el
RFA puede predecir la respuesta ovarica y el embarazo.”** Sin embargo, un meta-
analisis de 15 estudios publicados sobre el RFA concluyd que la precision de esta
prueba para predecir una mala respuesta fue satisfactoria solo a un nivel de umbral bajo

y que, debido al numero limitado de los resultados anormales de las pruebas, tenia
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apenas cualquier valor clinico para predecir el embarazo.* Aunque otro meta-analisis
concluye que el rendimiento del RFA en la prediccion de la pobre respuesta ovarica es
bastante adecuada y superior al de la FSH basal y que en vista de esta precision, su
menor variabilidad interciclo, su bajo coste, y la viabilidad de la prueba puede ser

preferible a la FSH basal en la evaluacion de la RO.*

Cada prueba de reserva ovarica actual se refiere a tamafio de la cohorte de
foliculos. EI RFA hace mediciones directas del nimero de foliculos. La AMH liberada
de foliculos antrales proporciona un marcador directo de cantidad. La FSH basal es un
marcador indirecto relacionado con estradiol producido en el ovario. La evaluacion de
los marcadores de RO para la prediccion de resultados individuales se basa en tres
criterios. Uno de ellos es la precision de la prueba que indica en qué medida la prueba
predice correctamente el resultado de interés, generalmente expresada como el area bajo
la curva Caracteristica Operativa del Receptor (curva ROC). En segundo lugar, el valor
clinico de la prueba debe evaluarse teniendo en cuenta como un marcador de RO
anormal cambiaria el manejo de la pareja infértil. En tercer lugar, como ninguna prueba
es perfecta, es necesario conocer la proporcion de falsos positivos que conducen a

decisiones erroneas y el porcentaje de pruebas anormales en la poblacion estudiada.”

Es probable que en el futuro que con la normalizacién en las medidas de AMH y
el RFA se puedan hacer modelos de prediccion con intervalos de confianza ajustados
para la generacion de informes personalizados. Ya se han dado pasos en este camino en
el ajuste de dosis, utilizando una combinacion de AMH, FSH, edad, tabaquismo e

indice de masa corporal. “***

El indice de masa corporal (IMC) elevado, asociado al sobrepeso y la obesidad, se
ha relacionado con mayores cantidades de gonadotropinas usadas en el estimulo, menor
namero de ovocitos recuperados en la punciédn folicular y mayor tasa de cancelacion de
ciclos de FIV.*

Un meta-analisis de 11 estudios que define el IMC de acuerdo a la definicion de
la OMS demuestra que el sobrepeso y la obesidad se asocian con menor nimero de
ovocitos y menores tasas de embarazo dentro de una poblacion de mujeres infértiles.*®

Sin embargo otro estudio demuestra que estos resultados dependen de la edad de la
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paciente, siendo peores en mujeres jovenes®’ por lo que seria recomendable una pérdida

de peso antes del inicio del tratamiento.

Como resultado de la edad materna para concebir y el aumento de los problemas
de esterilidad, cada vez hay mas parejas que acuden las Unidades de Reproduccion en

busca de una solucion a su problema.

En lineas generales los tratamientos basicos que se ofertan en son la Inseminacion
Artificial y la Fecundacion in vitro. Ambas requieren estimulo ovarico con
gonadotropinas. La dosis se pauta principalmente en funcién de los factores

anteriormente descritos: edad de la paciente y marcadores de RO.

Dado que la eficacia de las TRA disminuye significativamente con la edad, en
este trabajo hemos seleccionado pacientes que tenian menos de 38 afios al momento del
tratamiento, descartando asi todas las mujeres que por edad presentan menos

posibilidades de conseguir embarazo.

Haciendo uso de los medios disponibles en Unidad de Reproduccién Asistida del
Hospital Universitario Central de Asturias, el objetivo de este trabajo es intentar
identificar si en aquellas mujeres que consiguen embarazo existe algiin marcador e RO
o0 algun parametro de respuesta clinica que permita la identificacién de este grupo de

mujeres.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Nuestra hipdtesis de trabajo es que en una poblacion seleccionada de mujeres
jovenes (<38 afios) consiguen embarazo aquellas que tienen marcadores de RO mas

favorable.

Para ello nos hemos planteado los siguientes objetivos:

1. Comprobar qué diferencias hay en los marcadores de RO entre las mujeres que
consiguen embarazo y las que no.

2. Analizar si la dosis total de medicacion usada en el estimulo ovarico, la duracion del
mismo Yy el valor del dltimo estradiol influyen en la consecucion del embarazo.

3. Determinar si el numero total de ovocitos y de embriones influye en el resultado

final del tratamiento.
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MATERIAL Y METODOS

Poblacion en estudio

Para la realizacion de este estudio observacional retrospectivo se recogieron los
datos de las pacientes menores de 38 afios que realizaron tratamiento de FIV/ICSI
(inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides), en la Unidad de Reproduccion
Asistida del HUCA, durante el periodo comprendido entre junio de 2010 y diciembre de
2013.

Se estudiaron un total de 181 ciclos, en mujeres con una edad comprendida entre
25 y 37 afos, siendo la edad media 33,7 afios. Se consideraron independientes los ciclos
realizados por la misma mujer; la proporcién de mas de un ciclo en la misma paciente
durante este periodo pequefia y existen estudios que demuestran que no hay diferencias

significativas si se consideran como ciclos independientes.

Todos los ciclos fueron en fresco, no se estudian los ciclos de embriones
descongelados. Y solamente se estudiaron aguellas pacientes sometidas a técnicas de
FIV o ICSI.

Las pacientes que acuden a la Unidad acompafian un estudio de esterilidad basico
realizado previamente. Incluye un perfil hormonal, histerosalpingografia, cariotipo y
serologia. En este estudio no se tuvieron en cuenta los factores de esterilidad de cada

paciente.

En la primera consulta en la Unidad se realiza la anamnesis y la exploracién
general y ginecolodgica de la mujer, y se estudia qué tratamiento es el mas adecuado para
cada paciente. Una vez que tiene lugar la primera consulta las pacientes pasan a lista de

espera, que es de aproximadamente 18 meses.

Determinacion de marcadores de reserva ovarica

La concentracion de FSH y estradiol basales se determinaron en sangre periférica

entre el dia 3 y 5 del ciclo.

11
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Para la determinacion de FSH se utiliza un inmunoensayo automatizado tipo
sdndwich de electroquimioluminiscencia que emplea dos anticuerpos monoclonales

dirigidos especificamente contra la FSH humana.

Para determinar el estradiol se utiliza un inmunoensayo competitivo automatizado
de electroquimioluminiscencia, que emplea un anticuerpo policlonal especificamente

dirigido contra el 17p-estradiol.

El indice de masa corporal es un cociente que expresa la relacion entre el peso

medido en kilogramos y la altura en metros al cuadrado.

IMC=Peso(kg)/[altura(m)]?

Protocolos de estimulaciéon ovarica

Todas las mujeres estudiadas han sido tratadas con protocolo de estimulacion que
usan gonadotropinas pero que se diferencian en el tipo de analogo que se utiliza para
realizar el frenado hipofisiario.

Protocolo largo. El andlogo de la GnRH (0.2ml/dia), se administra en la fase lutea
media del ciclo previo a la estimulacion (dia 21del ciclo previo), mediante inyeccion
subcutanea. El dia 1 de la estimulacion se baja la dosis de analogo de la GnRH (0.1
ml/dia) y se inicia el estimulo con hormona FSH (150-300 1U/dia). El dia 7 se realiza

control ecografico para valorar reclutamiento folicular.

Protocolo corto. Se administran anticonceptivos orales, durante al menos 15 dias
previos al inicio de la estimulacién. El dia 2 o 3 del ciclo se inicia el estimulo con
hormona FSH (150-300 IU/dia) y el dia 7 del ciclo se afiade antagonista de la GnRH
(0.25 mg/dia) mediante inyeccién subcutanea. Ese dia se realiza control ecografico para

valorar reclutamiento folicular.

En ambos tratamientos el frenado hipofisiario es necesario para evitar un pico de
LH endogeno, que desencadenaria la ovulacion espontanea y la cancelacion del ciclo.

La estimulacion ovérica se realizd con gonadotropinas recombinantes en la

mayoria de los casos, aungue en algun ciclo también se usaron gonadotropinas urinarias
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utlrapurificadas. Las dosis se ajustaron en funcién de la edad y del peso de la paciente, y
teniendo en cuenta los valores de marcadores de RO.

El dia 10 del ciclo se realiza un segundo control ecogréafico y analisis de estradiol
(valor del ultimo estradiol) en sangre periférica. 100-200pg/ml de estradiol por foliculo
maduro y un minimo de 4 foliculos con un diametro comprendido entre 18 y 20 mm nos

indican que se ha alcanzado un desarrollo folicular adecuado.

La induccidn de la ovulacion se provocé 36 horas previas a la puncion folicular vy,
en la mayoria de los casos, se usé gonadotropina coridnica humana (hCG) recombinante
(250 mg) por inyeccion subcutanea. En algunas situaciones en que la paciente tenia
riesgo de Sindrome de Hiperestimulacién Ovarica (SHO) y el protocolo de estimulo era

un protocolo corto, se uso agonista de la GnRH para desencadenar la ovulacion.

La duracién del estimulo oscila entre 9 y 13 dias dependiendo de la respuesta al

tratamiento.

Puncion Folicular

La técnica que se utiliza es una puncion folicular guiada por ecografia
transvaginal. Se realiza entre las 36 y 38 horas después de la administracion de la hCG.
Las pacientes acuden en ayunas Yy la extraccion de los 6vulos se realiza en el quir6fano

de FIV, bajo sedacidn anestésica.

Se da apoyo de fase ltea, mediante el aporte de progesterona natural micronizada
intravaginal (400 mg/dia) que se inicia el dia de la puncion y se mantiene durante los 15
dias siguientes.

Protocolo de laboratorio

Para la realizacion de las técnicas de FIV e ICSI, se siguieron los protocolos

establecidos en el laboratorio de embriologia de la Unidad.

La captacion de los ovocitos se realiz6 en campana de flujo laminar con superficie

calefactada. Los liquidos foliculares procedentes de la puncion se examinaron a la lupa
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y se recogieron todos los ovocitos pasandolos a una placa con medio de cultivo. Se
mantuvieron en una incubadora a 37°C y una atmosfera con 6% de CO2.

En la mayoria de los ciclos, la ICSI fue la técnica elegida para la fertilizacion y
solo en algunos casos seleccionados, parte de la cohorte de los ovocitos se inseminaron

por FIV convencional.

Los medios de cultivo usados en todos los casos son de la casa comercial COOK
y se siguieron los protocolos establecidos por la casa para el cultivo de los gametos y de

los embriones.

La fertilizacion se valord entre las 16-18 horas post-puncién, y sélo se
mantuvieron en cultivo aquellos cigotos en los que se observaron 2 prondcleos y 2
corpusculos polares, es decir, aquellos ovocitos que habian sido fertilizados

adecuadamente.

Los embriones se mantuvieron en cultivo 2 o 3 dias post-punciéon hasta el

momento de la transferencia, dependiendo de los casos.

Transferencia embrionaria

Se realiza una transferencia intrauterina. Las pacientes se sometieron a la técnica
48 0 72 horas después de la puncién (dia +2, dia +3) que se realiza guiada por ecografia

abdominal y sin anestesia.

La transferencia es de un maximo de 3 embriones, de acuerdo a la Ley 14/2006,
de 26 de mayo, sobre Técnicas de Reproduccién Humana Asistida. En la mayoria de los
casos, y de acuerdo con la pareja tratada, se transfirieron 2 embriones; sélo en aquellas

situaciones en las que el riesgo de embarazo triple era bajo, se transfirieron 3 embriones.

Los casos de transferencia de 1 embrion se produjeron cuando no se disponia de
mas embriones para transferir o si la pareja no aceptaba el riesgo de un embarazo

gemelar.

Los embriones sobrantes que no se transfieren se congelaron o no, dependiendo

de la calidad embrionaria.
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Tras la transferencia se mantiene el aporte de progesterona para soporte de fase
lutea y, a los 15 dias de la transferencia se realiza un test de embarazo con la primera

orina de la mafiana para confirmar si hubo o no embarazo.

Analisis estadistico

Las variables continuas se describen mediante medias y desviaciones tipicas. La
comparacion de medias por cada factor considerado se realiz6 mediante el test de
Student-Welch y el test de ANOVA robusto de Welch. La independencia entre variables

categoricas se realiz6 mediante el test exacto de la Chi cuadrado.
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RESULTADOS

Relacion entre los marcadores de RO y los resultados de la técnica

Para el estudio de los marcadores de RO se analizaron el IMC, la FSH vy el
estradiol basales. En todos los casos las pacientes se dividen en dos grupos: aquellas que
presenta una prueba de embarazo positiva medida como B-HCG positiva en orina 15

dias después de la transferencia y aquella en las que la prueba result6 negativa.

La tabla 1 muestra las medias y las desviaciones tipicas para estos parametros en

los ciclos que consiguieron embarazo y en aquellos en los que fue negativo.

Embarazo N Media Desviacion tipica P valor
Si 67 23.07 3.59
IMC 0.333
No 114 23.45 3.60
Si 67 6.67 1.83
FSH 0.434
No 114 6.40 1.66
Estradiol Si 67 44.47 17.82
stradio 0472
No 114 51.13 27.80

Tablal: Medias y desviacion tipica para IMC (Kg/m?), FSH (Ul/l) y estradiol
(pg/ml) basales en los grupos de estudio

Los resultados indican que no se observan diferencias significativas para estos
marcadores como predictores de un buen resultado de la técnica, no permitiendo

distinguir a aquellas mujeres que consiguen embarazo de las que no lo logran.

Relacion entre los marcadores de respuesta clinica y los resultados

Para el estudio de los marcadores de estimulo se utilizaron el nimero de dias para

conseguir el reclutamiento folicular necesario previo a la puncién (oscila entre 9 y 13
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dias dependiendo de la respuesta al tratamiento), la dosis de medicamento utilizada y el

valor de ultimo estradiol, medido en el dia 10 desde el inicio del tratamiento.

La tabla 2 muestra las medias y las desviaciones tipicas para estos parametros en

los ciclos que consiguieron embarazo y en aquellos en los que fue negativo.

Embarazo N Media Desviacion tipica P valor
Dias de S 67 10.42 0.82
ol 0.817
estimulo No 113 1045 0.79
Dosis de Si 67 2127.15 705.40
medicamento 0.194
No 114  2274.21 731.58
Ultimo S 67  1960.09 1020.16
. 0.314
Estradiol No 113 2199.74 1422.87

Tabla 2: Medias y desviacion tipica para los dias de estimulo, la dosis de
medicacion (Ul) utilizada y el valor del ultimo estradiol (pg/ml) en los grupos de

estudio

Los resultados indican que no se observan diferencias significativas para estos tres
parametros y no permiten distinguir a aquellas mujeres que consiguen embarazo de

aquellas que no lo logran.

Resultados de la puncion folicular y su relacién con el resultado de la técnica

Los resultados de la puncién folicular se reflejan en el nimero de ovocitos
obtenidos; el nimero que de ellos llega a madurar y el porcentaje que logra la
fertilizacion. Se usa ademas, el nimero de embriones obtenidos y nimero de embriones
sobrantes que pueden ser congelados. Estos parametros se comparan entre el grupo de

pacientes que consigue 0 no embarazo.

La tabla 3 muestra las medias y las desviaciones tipicas para estos parametros en

los ciclos que consiguieron embarazo y en aquellos en los que fue negativo.
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Embarazo N Media Desviacion tipica P valor
Ovacitos Si 67 11.81 4.45
i 0.043
obtenidos No 114 1057 5.59
Ovocitos en Si 66 8.44 3.08
0.095
M No 114 7.41 3.70
% ovocitos Si 66 71.58 24.54
. 0.029
fertilizados NO 114 6156 29.97
Embriones Si 67 5.99 3.07
obtenidos 0.014
No 114 4.85 3.18
Embriones Si 26 3.04 1.82
congelados 0.030
No 33 3.79 1.43

Tabla 3: Medias y desviacion tipica para el niumero de ovocitos obtenidos, el
numero de ovocitos maduros (en metafase 11, MII), el porcentaje de fertilizacion, el
numero de embriones obtenidos y congelados

Los resultados indican que se observan diferencias estadisticamente significativas
en el nimero de ovocitos recuperados tras puncion folicular siendo superior en el grupo
que consigue embarazo. En cuanto al nimero de ovocitos maduros, aunque las
diferencias no son estadisticamente significativas (p=0.095), se observa que el grupo de

embarazo tiene una media de ovocitos en metafase |1 mayor.

Ademas se observan diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de
ovocitos que logran fertilizar, asi como en el nimero de embriones obtenidos. En ambos
casos, el grupo de pacientes que tiene una prueba de embarazo positivo presenta una

media de mayor valor.

Sin embargo, en el nimero de embriones congelados presenta una media mayor y
estadisticamente significativa en el caso de las mujeres que no han conseguido una

prueba de embarazo positiva.
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DISCUSION

Las técnicas de fecundacién in vitro son importantes en los tratamientos de la
infertilidad. Dos predictores importantes de los resultados de la aplicacién de las
técnicas de FIV/ICSI son la calidad y el numero de embriones obtenidos. Esto se puede
optimizar con un adecuado reclutamiento folicular (adecuado nimero de ovocitos
recuperados) derivado de una buena estimulacion ovarica. Otros factores que influyen
en los resultados son la edad, como indicador de la calidad ovocitaria y la FSH basal, al

igual que otros marcadores de RO, como reflejo del nimero de ovocitos recuperado.

Los marcadores de RO analizados en este trabajo no guardan relacién con la

probabilidad de conseguir embarazo.

En los niveles de FSH no se encuentran diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo que consigue embarazo y el que no lo logra. Podria esperarse que las
mujeres que no consiguen embarazo tuvieran una FSH més elevada asociado a una
reserva ovarica disminuida, pero en este grupo de estudio no hay apenas mujeres que

presenten valores de FSH aumentados (FSH >10U1/1).

Solo 4 mujeres de este grupo de estudio muestran una FSH >10Ul/I y las 4 logran
un embarazo. Su edad media es de 32 afios y quizds como algunos autores indican es
posible que ese posible agotamiento de la reserva ovarica esté protegido por el factor
edad ya que, en estos casos, los estudios muestran un menor nimero de ovocitos
recogido pero con tasas de implantacion similares a mujeres con reserva ovarica

normal.*®

La FSH basal, medida entre el dia 3 y 5 del ciclo, es un marcador clasico
indicativo de la RO. La secrecion pulsatil por parte de la hipdfisis y las diferentes
concentraciones sanguineas de sus isoformas a lo largo del ciclo, hacen que sea un
marcador indirecto de funcion ovarica que no presenta alta sensibilidad y que puede
presentar variaciones. Ademas, seglun la bibliografia revisada, varios meta-analisis
concluyen que la capacidad para predecir no embarazo se da a valores muy altos de

FSH (FSH >20U1/1)**? valores que no se encuentran en este grupo de estudio.

En cuanto a los valores de estradiol tampoco se encuentran diferencias

estadisticamente significativas entre el grupo de embarazo y el de no embarazo.
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Aunque se ha demostrado que niveles basales de estradiol correlacionan
inversamente con la respuesta ovarica y que valores >80pg/mlI** medidos en dia 3 del
ciclo tienen menores tasas de embarazo, no hay definidos puntos de corte que de

muestren sensibilidad y especificidad aceptables como marcador de RO.*

En este grupo estudiado, 18 mujeres presentan un valor de estradiol >80pg/ml y
de éstas solo 2 consiguen embarazo, lo que esta bastante en concordancia con la

bibliografia citada.

El tercer marcador de RO utilizado, el IMC tampoco presenta diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de mujeres que consigue embarazo vy el
que no lo logra. Quizé sea porque solo 15 mujeres presentan obesidad, definida segun la
OMS como un IMC >30kg/m?, y aunque cabria esperar no embarazo es este grupo de
pacientes no es eso lo que se encuentra, 5 mujeres consiguen embarazo. ElI IMC
asociado a menor edad predice peores resultados en las tasas de embarazo, pero no

encontramos diferencias en este grupo de estudio.”’

Otro factor a tener en cuenta en los marcadores de RO utilizados en este trabajo es
que su determinacion se lleva a cabo en la primera consulta que la mujer tiene en la
Unidad, por lo que no es representativo del inicio del ciclo. En ese momento, la mujer
puede encontrarse en una situacion muy diferente ya que desde la primera consulta al

inicio del ciclo pueden transcurrir hasta 18 meses.

Si tenemos en cuenta los marcadores de RO analizados en esta poblacion de
estudio, el estradiol es el pardmetro que mejor refleja la consecucion de embarazo,
aunque seria necesario aumentar el tamafio muestral con mayor nimero de mujeres con
niveles de FSH y estradiol basales e IMC altos para ampliar el estudio y comprobar este

efecto.

Si analizamos esta poblacion de mujeres segln la respuesta que tienen al estimulo,
se podria pensar que para conseguir una adecuada estimulacion ovérica serian
necesarios mas dias 0 méas cantidad de gonadotropinas administradas en los casos que
consiguen embarazo, sobre todo, en aquellas mujeres gque tienen unos marcadores de
reserva ovarica elevados o que presentan obesidad. En esta poblacion de estudio no se
observan diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la dosis administrada o

a los dias de estimulo en el grupo que consigue embarazo frente al que no lo consigue.
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Quizas si el porcentaje de mujeres con marcadores de reserva ovarica elevados o con
obesidad fuese més alto se podrian haber hecho subgrupos para estudiar mas a fondo la

influencia de estos pardmetros en la consecucion de embarazo.

El valor del daltimo estradiol se determina el dia anterior a la administracion de la
HCG que desencadena la ovulacién. Cada foliculo maduro se corresponde con un nivel
sérico de estradiol que oscila entre los 100-200 pg/ml. Con esto, cabria esperar que las
pacientes que consiguen mayor numero de ovocitos tuvieran un valor del ultimo
estradiol mas elevado. En el conjunto de mujeres a estudio no es lo que observamos ya
que no se hay diferencias estadisticamente significativas en este parametro en el grupo
de mujeres que consiguen embarazo frente al no embarazo. Una posible explicacion es
que estos niveles de estradiol se corresponden con cada foliculo, pero no todos los
foliculos contienen ovocitos, por lo que puede haber mujeres con semejantes valores de

estradiol pero diferente nimero de ovocitos.

El nimero de ovocitos obtenidos en la puncidn es mayor en el grupo que consigue
embarazo y la diferencia es estadisticamente significativa respecto al no embarazo.
Ademas el nimero de ovocitos maduros, es decir, en metafase Il es ligeramente superior
en el grupo de mujeres que logra embarazo, aunque la diferencia no es estadisticamente

significativa.

Las diferencias en el nimero de ovocitos no se explican con los marcadores de
reserva ovarica utilizados en este trabajo. Para intentar justificarlos, es posible que fuese
necesario utilizar marcadores mas precisos como la AMH. La AMH es el marcador mas
precoz de agotamiento folicular y ademas presenta menor variabilidad interciclo.®” Pero
las particulares caracteristicas de la determinacion de AMH hacen que no esté
disponible de manera rutinaria en el laboratorio de hormonas del hospital. Otro posible
parametro a utilizar puede ser el RFA, aunque diferentes estudios muestran
conclusiones contradictorias, dando algunos autores poco valor clinico para predecir

embarazo® mientas otros lo prefieren en lugar del nivel de FSH basal.*

Se observa también que, al igual que ocurre con el nimero de ovocitos, es mayor
el porcentaje que fertilizan y los embriones obtenidos en el grupo de embarazo positivo,
con diferencias estadisticamente significativas. En este apartado, puede que la calidad

juegue un papel importante. EI menor ndmero de ovocitos obtenidos y el menor
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porcentaje de fertilizacion pueden ser debidos a la menor calidad ovocitaria que se
corresponderia con una reserva ovarica en disminucién, ya que el factor edad queda

eliminado en este grupo de mujeres.

En la valoracion de resultados de ciclos de FIV/ICSI hay otro pardmetro relevante
y que en este trabajo no se ha tenido en cuenta: la calidad embrionaria. Es posible que,
independientemente del numero de ovocitos y embriones obtenidos, hubiésemos
encontrado mayor calidad embrionaria en el grupo que consigue embarazo. Seria

importante incluirlo en trabajos posteriores para completar los estudios.

Por altimo, es conveniente tener en cuenta que la probabilidad de embarazo tras
FIV/ICSI no depende solamente de unos marcadores de RO. Las causas de esterilidad,
que aqui no se han tenido en cuenta, o los antecedentes familiares son factores que

también influyen en el resultado de la técnica.
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CONCLUSIONES

4. En la poblacion a estudio los marcadores de RO analizados (FSH y estradiol basales
e IMC) no muestran diferencias en el grupo que logra embarazo frente al grupo de
no embarazo

5. Laduracién del estimulo, la cantidad de gonadotropinas administradas y el valor del
ultimo estradiol no muestra diferencias estadisticamente significativas en el grupo
de embarazo positivo y en el de no embarazo.

6. Se observa una diferencia significativa en el nimero de ovocitos, porcentaje de
fertilizados y embriones obtenidos consiguiendo mayor numero el grupo que logra

embarazo positivo.
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