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Lainfertilidad segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se define como
"enfermedad del sistema reproductivo definida por un falo en la obtencion de un
embarazo clinico tras 12 meses, 0 més, de relaciones sexuales sin proteccion”. Se
calcula que afecta a unos 70 u 80 millones de pargjas en todo e mundo, que un 15% de
las que viven en los paises occidentales consultardn alguna vez por €lo, y que en estas
sociedades més avanzadas existe un colectivo creciente de hombres y mujeres que ya
tuvieron un hijo con una anterior relacién y quieren repetir con otra. Ademés, la
mayoria de los expertos coinciden en augurar un aumento de la esterilidad para los
proximos afios, algo sin precedentes en nuestra historia. Y es que, manteniendo la
misma linea contradictoria que imprime la conducta humana, ya conviven los problemas

del control demogréfico con los de ladificultad para conseguir embarazo (1).

Los datos demograficos recogidos por € Instituto Nacional de Estadistica (INE),
revelan que hay un descenso de la natalidad que atiende a efecto combinado de los
cambios sociales y econdmicos a los que se ve sometida nuestra sociedad y, como
consecuencia de €llo, hay una reduccion progresiva del nimero de mujeres en edad
fértil. EI aumento de la edad mediaen e primer nacimiento esta vinculado a parametros
sociales como € retraso en € matrimonio, e mayor nivel de estudios de la mujer y su
incorporacién a la vida laboral, la difusion de la pildora anticonceptiva asi como las
dificultades para la independencia de los jovenes debido a una inestabilidad labora y

econémica (2).

Conforme se incrementa la edad de la mujer, disminuye su fertilidad. Esto se ha
visto en diversos y mdltiples estudios analizando €l nimero de hijos segiin la edad de la
mujer en poblaciones que no empleaban métodos anticonceptivos, bien porque no
habian sido descubiertos, o bien por ser absolutamente rechazados en ese grupo
subpoblacional. Aunque la fertilidad varia, € patron de como disminuye con la edad es
bastante similar en los diferentes grupos de poblacion, la caida empieza a ser notable a
partir de los 35 afios de edad (Fig.1).
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Fig. 1 Fertilidad femeninaen 7 poblaciones naturales. Menken et al (1986)

Este estudio de Menken en Estados Unidos, ya en 1986, llegd a la conclusién de
que la frecuencia de esterilidad en la mujer pasaba del 10% entre 20-29 afios, a 25 %

entre los 30-39 afios y se situaba en 50% por encima de |os 40 afios de edad (3).

Es clasico también € trabgo de Hendershot y Pratt, repetido con similares
resultados por diferentes autores, en e cua se evidencia como la tasa de embarazo,
entre las mujeres casadas no estériles tras 12 meses de exposicion coital no protegida,
caia a medida que se incrementaba la edad. Asi, la tasa de embarazo fue del 86% de los
20 alos 24 anos; del 78% de los 25 a 29; del 63% de los 30 alos 34 y del 52% de los 35

alos 40 anos (4).

La calidad de los ovocitos es un factor clave en la esterilidad femenina que
depende directamente de la edad. Como es bien sabido, € aumento de la edad materna
tiene un impacto negativo en €l desarrollo ovocitario. La calidad ovocitaria se establece
durante la vida fetal, los que son menos susceptibles a la no disyuncion durante la
meiosis se ovulan en primer lugar, quedando asi los ovocitos de mala calidad para
futuras ovulaciones. Se postula una segunda hipotesis que asume una acumulacién de
dafio dependiente de la edad, asi un incremento gradual de dafio oxidativo intracelular
podria ser € responsable de que la calidad esté menos deteriorada en pacientes mas

jovenes, sus 6vulos han tenido menos tiempo para acumular dafios y se conservan mejor

(5) (6).
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La infertilidad masculina ha tenido mejores resultados en tratamientos de
Fecundacion in Vitro (FIV) que los problemas tubaricos de la mujer, que tienen una
prognosis especialmente negativa (7). En la actualidad, solo un tercio de los ciclos de
FIV terminan en embarazo y solo un cuarto de ellos terminan en un nifio nacido vivo (8)
(9) (10) (11) y © falo recurrente de implantacion del embrion (dos o més ciclos de FIV
no exitosos) es un problema caracteristico de los mismos (8). A parte de los
mencionados, otro factor importante implicado en e éxito de la técnica es la
transferencia embrionaria (TE) (12) que es el paso final més importante (13) (14), y ala

vez, e mas vulnerable e ineficiente (9).

Con todo esto, 1o que se ha producido en los Ultimos afios es un aumento en la
demanda de las técnicas de reproduccion asistida (TRA). En la actualidad, Esparia es €

tercer pais europeo en volumen de tratamientos, detras de Franciay Alemania (15).

Desde 1978, € uso de la Fecundacion in Vitro (FIV) hasido muy comun, y junto
con la introduccion de la técnica de la Inyeccion Intracitoplasmética de
Espermatozoides (ICSI) en 1992, se han podido resolver muchos problemas de

fertilidad en multiples paregjas.

Actualmente, segun datos de la European Society of Human Reproduction and
Embryology (ESHRE) se estima que més de 3,75 millones de nacimientos en e mundo
son resultado de técnicas de reproduccion asistida. La mayoria de los ciclos (55,7%) se
[levan a cabo en Francia, Alemania, Espafia, Reino Unido e Italia. Teniendo en cuenta el
aumento en el uso de estas técnicas, es importante evaluar 10s riesgos para la salud en

los nifios (16).

Varios articulos han descrito que los nifios concebidos por FIV/ICSI tienen mayor
riesgo de sufrir problemas de salud, desde anomalias congénitas hasta defectos de
imprinting. Aungue € riesgo de desarrollar malformaciones congénitas en nifios
concebidos por TRA y nifios concebidos naturalmente no es estadisticamente
significativo, sabemos que |os procedentes de FIV tienden a nacer con bajo peso, tienen
mas cantidad de grasa periférica, hipertension y mayores concentraciones de glucosa en
sangre (16). El riesgo de ocurrencia de una anomalia congénita se incrementa de un

5,8% (embarazos naturales) a un 8,3% (Reproduccion Asistida). Sin embargo, también
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se ha observado que €l sdlo hecho de la infertilidad en la parga, méas ala de

tratamiento, la predispone a unamayor frecuencia de anomalias (17).

Tanto la reproduccion natural como la reproduccion asistida dependen de la
disponibilidad de ovocitos maduros, ya que sin ellos no es posible que se formen
embriones. Aungue las TRA estén disponibles para ayudar a conseguir embarazo en
estas pargjas con problemas reproductivos, la probabilidad de resultados positivos
disminuye con la edad (18). Actualmente, las TRA estan en continua evolucion, y han
aparecido otras asociadas como la congelacion y descongelacion del semen, ovocitos y
embriones que permiten tener mas opciones dentro de un mismo ciclo o incluso aplazar
latransferencia cuando las condiciones no son las adecuadas o ha surgido algunatipo de

complicacion.

Antesdeiniciar cualquier TRA, es necesario disponer de unainformacién que nos
ofrezca una nocion de cudl es la reserva ovérica de la paciente. Existen determinados
marcadores que nos dan una aproximacion al prondstico en los resultados de las TRA,
entre ell os estén los marcadores hormonal es de respuesta ovéarica (RO).

Los marcadores de RO més habituales en la préctica diaria son: la determinacion
sérica basal de Hormona Foliculo Estimulante (FSH), entre el dia3 y 5 del ciclo (19), €
estradiol sérico (E;), la determinacion de inhibina B y la determinacion de hormona
antimulleriana (AMH). Actualmente, ninglin marcador tiene un 100% de sensibilidad y

especificidad por lo que, todos en conjunto, pueden darnos una orientacion.

Ademés de los marcadores de RO en € resultado del tratamiento también nosva a
influir la edad de la paciente, su indice de masa corporal (IMC) y e factor de
esterilidad. Por tanto, teniendo en cuenta todos estos pardametros, € objetivo del
protocolo para la estimulacion ovérica controlada (EOC) sera gustar las dosis de
gonadotropinas de manera que se consiga una respuesta multifolicular en cada ovario
disminuyendo al maximo €l riesgo de complicaciones como cancelacion por una
respuesta insuficiente o, por e contrario, desarrollo del potenciamente dramético
sindrome de hiperestimul acion ovarica (SHO) (20) (21).
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El SHO es una respuesta iatrogénica exagerada del ovario a los tratamientos de
estimulacion ovarica. Se asocia de forma caracteristica con la administracion exogena
de gonadotropinas, principalmente gonadotropina coriénica humana (hCG) y, mas
raramente, con citrato de clomifeno para inducir la maduracion del foliculo antes de su

captacion. Su incidenciaen los ciclos de FIV variaentre el 0,6% y € 10% (22).

El SHO es una afeccion potencialmente mortal que cursa con un crecimiento
masivo del ovario, ascitis, hidrotorax, disfuncion hepética e insuficienciarenal pudiendo

incluso llevar, en € 2% de los casos, ala hospitalizacion.

Se clasifica en tres categorias diferentes (tablal): leve, moderada y severa. El
sindrome de hiperestimulacion ovarica leve demuestra el aumento de peso y malestar
abdomina por la inflamacion de los ovarios. Mediante ecografia pueden llegar a
medirse ovarios de 5-10cm de diametro. Esta asociado con pequefias cantidades de

liquido en lapelvis.

El SHO moderado refiere sintomas mas pronunciados, como nauseas y distension
abdomina con dolor. Pueden llegar a observarse ovarios de hasta méas de 10cm de

didmetro.

En los casos graves, hay evidencia de excesiva acumulacion de fluido en €l tercer

espacio con compromiso hemodinémico severo (23).

Tabla 1. Estadiaje’

Grado Sintomas

SHO leve Distension abdommal

Grado I Dolor abdominal leve
Tamano ovarico habitualmente menor de 8 cm.*
Dolor abdominal moderado

SHO moderado Nauseas, vomitos v/o diarrea

Grado 11 Evidencia ecografica de ascitis
Tamano ovarico habitualmente de 812 cm.*
Ascitis clinica, frecuentemente con hidrotérax
Oliguria con aumento de la creatinina

: Hemoconcentracion (Hto. = 45% o incremento de > 30%, respecto al valor previo)
SHO grave

Grado T Hiponatremia -
Trastornos de la coagulacion
Trastornos de la funcién hepatica (apreciables en el 25-40% de los casos)
Tamano ovarico habitualmente mayor de 12 cm.*

Ascitis a tension o hidrotorax severo
Hematocrito =55%

Leucocitosis = 25.000/ml

Fallo renal. Creatinina >1.6mg/dl.

Accidente tromboembélico

Sindrome de distress respiratorio del adulto

* El tamaiio ovarico puede no estar relacionado con la severidad del SHO en los casos de reproduccion asistida
debido al efecto de la aspiracion folicular.

SHO critico
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La Sociedad Espariola de Ginecologia y Obstetricia (SEGO) ha propuesto como
indice de calidad la incidencia del sindrome de hiperestimulacion grave en menos del
1% de los ciclos estimulados.

El fendmeno cardinal del cuadro es e aumento de la permeabilidad capilar que
induce & desplazamiento de liquido y proteinas del espacio intravascular al tercer
espacio. Esto provoca una deplecion del volumen intravascular responsable de los
sintomas del sindrome: hipotension, oliguria, ascitis, aumento de la viscosidad

sanguinea, hiponatremia e hipercaliemia (22).

El aumento de la permeabilidad capilar se debe alaliberacion de varias sustancias
vasoactivas a la circulacién sistémica. El principal agente es el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) de origen folicular, aunque también se han implicado otros
factores. IL-6, cascada de renina-angiotensing, prostaglandinas, sistema de quinina-

cdlicreing, estradiol...

Estos mediadores se liberan tras la luteinizacion masiva de los foliculos

provocada por la hCG.

El VEGF folicular tiene tres acciones principales que favorecen € aumento de la

permeabilidad capilar:
1.Es un potente promotor de neoangiogénesis
2.Alteralafuncionalidad e integridad de la pared vascular

3.Alteralas uniones intercelulares induciendo cambios en las fibras de actina (22)

La patogénesis del SHO implica un incremento en e ndmero de células de la
granulosa debido a crecimiento multifolicular y la extensa produccién de VEGF
después de la luteinizacion de estas células. Tradicionalmente, en los ciclos de
estimulacion ovérica se administra hCG como sustituto de la oleada natural de LH para
inducir la maduracion final de los ovocitos. La vida media de la hCG, més larga que la
de la LH hace que se alargue & estimulo luteinizante en las células de la granulosa lo
gue juega un papel crucia en €@ desarrollo de SHO. Mientras que € estimulo
luteinizante gjercido por lahCG exdgena es la fuerza que impulsa el SHO temprano que
se inicia durante los ocho dias después de la puncion folicular, € SHO tardio, que
comienza pasados los ocho dias de la puncion, parece estar provocad por la hCG

6
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enddgena de embarazo. Cuando la paciente esta en riesgo de SHO, la cancelacion de la

inyeccion de hCG y abortar € ciclo evitara cualquiera de las formas del sindrome.

Todas las mujeres sometidas a un tratamiento de fertilidad tienen riesgo de sufrir
una hiperestimulacion ovérica. Sin embargo hay unas mas susceptibles que otras, por o
que el conocimiento de los factores de riesgo mas comunes es Util para su prevencion:

-Mujer menor de 30 afios. responden mas a las gonadotropinas ya que tienen

mayor densidad de receptores y mas nimero de folicul os.

-Sindrome de ovario poliquistico (SOP): € hiperandrogenismo, €
hiperinsulinismo y el cociente LH/FSH> 2 son condiciones que predisponen a la
respuesta exagerada 'y alaaparicion del cuadro.

-Imagen ovérica en la ecografia: "ovarios en collar”.

-Niveles elevados de concentracion de E, inmediatamente antes de la
administracion de la hCG o incrementos bruscos de los niveles previos a administrar la
misma. Se considera alto riesgo con niveles de estradiol > 2.500 pg/ml.

-Formacion de un nimero elevado de folicul os de tamafio intermedio (10-14mm).
-Instauracién del embarazo y mayor riesgo si éste es multiple.

-Mujeres que han desarrollado otras hiperestimul aciones en ciclos previos.

-Uso de hCG como soporte de fase |Utea en lugar de progesterona.

-Alérgicas. la fisiopatologia es similar por la respuesta inflamatoria que se

produce en ambos cuadros (liberacién de citoquinas e inmunomodul adores).

-Pico endbgeno de LH: la hiperestimulacion grave muy raramente se puede
producir tras €l pico endégeno de LH por un desarrollo espontédneo o farmacol 6gico de
multiples foliculos, ain sin administrar la hCG. Se han descrito casos en mujeres con

ovario poliquistico o hipotiroidismo (22).

El hecho de que pacientes jovenes y sanas puedan desarrollar complicaciones
potencialmente letales (fallo rena, fallo hepatico, shock hipovolémico, fenGmenos
tromboembdlicos, sindrome de distréss respiratorio del adulto) supone un problema

médico de gran trascendencia por |o que se han desarrollado nuevos protocol os.
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Los protocolos de estimulacion presentan € riesgo de luteinizacion prematura
folicular (elevacion de los niveles de LH durante el estimulo debido a los altos niveles
de estradiol) y el de ovulacion espontanea, ademés de complicaciones relacionadas con

una respuesta excesiva como es el SHO.

La introduccion en la década de los 80 de nuevos farmacos en las pautas de
estimulacion como los antagonistas de la Hormona Liberadora de Gonadotrofinas
(GnRh), ha permitido € uso de agonistas para desencadenar la ovulacion en lugar de

hCG como medida preventiva para evitar e SHO en pacientes de riesgo.

El agonista de la GhRH no sdlo induce la maduracién final de los ovocitos, sino
que también acta como un agente luteolitico y previene la secrecién de sustancias
vasoactivas procedentes de los cuerpos IUteos (24). Esto ha podido observarse en los

ciclos con pacientes donantes de 6vulos (23).

Sin embargo, se observé que € uso de agonista para desencadenar la ovulacion
provocaba una deficiencia de soporte de lafase [Utea y esto afectaba negativamente alas
tasas de embarazo tras la transferencia de embriones en fresco en ciclos sin donacion de

ovulos.

En agunos trabgjos publicados, se intenta mantener el soporte de fase |Gtea
administrando 1500 Ul de hCG 35 horas después del bolo de agonista de GnRh de
forma que se preserva la funcion IGtea siendo aln una dosis demasiado baja para
desencadenar un SHO. Sin embargo, |a literatura sugiere que aunque € SHO temprano
puede evitarse completamente, e tardio se produce aln esporadicamente con este

protocolo (24).

También hay trabajos en los que los autores sefidan que congelar todos los
embrionesy redlizar latransferenciaen e siguiente ciclo tras preparar adecuadamente el
endometrio es una opcion igualmente valida. En estos casos se minimiza € riesgo de
SHO y se mantienen las posibilidades de conseguir embarazo, siempre que se cuente
con un programa eficaz de congelacion de embriones (23).

Uno de los problemas gque presenta €l uso de analogos de GnRh es que la tasa de
embarazo es ligeramente inferior (entre el 3% y e 5% més baga) debido a efecto
negativo que gercen sobre e endometrio, las trompas de Faopio, € foliculo y €

ovocito. Las mejoras en los medios y en las técnicas de criopreservacion, tanto en

8
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congelacion lenta como en vitrificacion, permiten aplazar la transferencia a ciclo
siguiente y asi, poder preparar € endometrio para una mejor implantacion del embrion
sin verse disminuidas las probabilidades de embarazo.

La segmentacion del ciclo junto con la transferencia en la paciente a un
endometrio no estimulado ha sido descrita como la mejor solucion frente a SHO.
Ademés varios estudios demuestran gque esta estrategia no solo previene e SHO, sino
que también evita las cancelaciones con e beneficio econdmico afadido que elo
conlleva, no viéndose mermadas las posibilidades de gestacion y disminuyendo, a la

vez, € nimero de embarazos ectdpi cos, aumentando la tasa de nifios nacidos vivos (25).

La segmentacién del ciclo en un tratamiento de reproduccion asistida con riesgo
de SHO podria resumirse en tres etapas diferentes:

1. Estimulacion ovérica con antagonista y bolo de agonista para evitar €l
SHO

2. Criopreservacion de todos los embriones

3. Tendencia a la transferencia de un solo embrion desvitrificado en un

endometrio receptivo previamente preparado

Dado los buenos resultados publicados con este protocolo, en la Unidad de
Reproduccion del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), se comenzaron a
introducir los ciclos segmentados a finales del afio 2011. Aunque eran pocos |0s casos
en riesgo de SHO, se trata de una unidad publica donde los recursos son limitados y se
soporta una importante lista de espera. La cancelacion de un ciclo de estimulacion no
solo supone la pérdida de recursos econémicos importantes, sino la necesidad de iniciar
un nuevo ciclo de tratamiento con la consiguiente repercusién sobre la demora
Coincidiendo con la introduccién del agonista para inducir la ovulacion, se empez6 a
introducir la vitrificacion como técnica aternativa a la congelacion lenta para congelar

embriones.
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HIPOTESISDE TRABAJO Y OBJETIVOS

Hipotesis:

El uso de ciclos segmentados en pacientes en riesgo de SHO no disminuye la
posibilidad de conseguir embarazo y evitala cancelacion del ciclo.

Objetivos:

Para comprobar si esta hiptesis es cierta nos hemos planteado los siguientes

objetivos:

1. Determinar s hay diferencias en las tasas de embarazo de los ciclos con
transferencia en fresco y los ciclos con transferencia de embriones

congelados

2. Comprobar s hay diferencia en las tasas de embarazo y las tasas de
cancelacion en ciclos donde se ha inducido la ovulacion con anaogos

versus hCG

3. Establecer s la introduccion de la vitrificacibn como método de

criopreservacion supone diferencias en la consecucion final del embarazo
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MATERIALESY METODOS

Poblacién en estudio

Para la realizacion de este estudio observacional retrospectivo se recogieron los
datos de las pacientes que realizaron tratamiento de FIV/ICSI, en la Unidad de
Reproduccion Asistida (RA) del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA),

durante e periodo comprendido entre enero de 2012 y febrero de 2014.

Se estudiaron un total de 867 ciclos, en mujeres con una edad comprendida entre
26 y 41 afos, siendo la edad media 36 afios. Las Unidades de RA en Hospitales
PUblicos no admiten a tratamiento a mujeres que han cumplido los 40 afios de edad. En
nuestra muestra existen pacientes con 41 afios debido a que tenian menos de 40 afios en

e momento deiniciar € tratamiento.

L as pacientes que acuden ala Unidad vienen con un estudio de esterilidad bésico:
perfil hormonal, histerosalpingografia, cariotipo y serologia. En este estudio no se
tuvieron en cuenta los factores de esterilidad de cada paciente. Para determinar el
resultado de la estimulacion ovarica controlada, se tomo el valor del dltimo estradiol

antes de la puncion, y se tuvo en cuenta el nimero de ovocitos recuperados.

En la primera consulta en la Unidad se redliza la anamnesis y la exploracion
genera y ginecol6gica de lamujer, y se estudia qué tratamiento es el mas adecuado para
cada paciente, en este estudio solo se consideraran los ciclos de FIV/ICSI. Unavez que
tiene lugar la primera consulta pasan a lista de espera, que en la actualidad es de

aproximadamente 18 meses.
Protocolos de estimulacion ovarica:

Todas los protocolos de estimulacion se hicieron con gonadotropinas, en su
mayoria recombinantes y en algln caso urinarias. Para poner el ovario en reposo y
evitar un pico de LH enddgeno, se usaron dos protocolos distintos en funcion del

compuesto usado pararealizar € frenado.
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Las dosis de gonadotropinas se gustaron, en ambos casos, en funcion de laedad y
el peso de la paciente, y de marcadores de reserva ovarica como la FSH y e estradiol,
medidos en el tercer diadel ciclo, 0 en e recuento de foliculos antrales.

v Protocolo largo con agonista

Seinicio € dia 21 del ciclo anterior administrando e agonista de la GnRh (acetato
de leuprolide). El dia 1 de la regla siguiente, empez6é a administrarse las dosis de
gonadotropinas, que en la mayoria de los casos fue FSH recombinante (en algin caso se
administré FSH urinaria). Al séptimo dia de ciclo se hizo un control ecogréficoy, enlos
casos en que fue necesario, se gjusto la dosis en funcién de la respuesta ovarica. Tras
10-12 dias de estimulo se repitio el control ecogréfico y se indujo la ovulacién, en este
caso, siempre con hCG.

HCG 5.000 - 10.000 U.L

¥
E aGnRH 1/0,Smg
U [z ] D)

o

Fig.2 protocolo largo con agonistade la GnRh

v Protocolo corto con antagonista

Las pacientes tomaron anticonceptivos orales (ACO) en € ciclo previo para
mantener el ovario en reposo y poder planificar en laUnidad € ciclo.

En e dia 2 6 3 del ciclo siguiente, se administraron las gonadotropinas, FSH
recombinante, y e dia 6 se afiadio € antagonista de la GnRh en dosis de 0,25 mg/dia

mediante inyeccion subcutanea. Cuando se utilizé este protocolo, la ovulacion se indujo
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con hCG en los casos en los que no presentaban riesgo de SHO y con agonista de la

GnRh en aquellos casos que si |0 presentaban.

l I Puncién ovirica ]
| sta 0,25 mg sc |

Fig.3 protocolo corto con antagonista de la GnRh (cedido por Bonillay col. 2009)

En ambos protocolos, entre los dias 10-12 del estimulo, dependiendo de la
respuesta de la paciente a tratamiento, se llevé a cabo un control ecogréfico y se midié
el nivel de estradiol (valor del Ultimo estradiol) para determinar si € desarrollo folicular
era el adecuado. Debe haber foliculos de entre 18 y 20mm y un nivel de estradiol de
150-250 pg/ml por cada uno, para considerar la respuesta como normal. También en
esta ecografia se observé la calidad y € grosor del endometrio de la paciente (triple

lineay un grosor de entre 7 y 14mm).

La ovulacion se indujo 36 horas antes de la puncion folicular y se utilizaron dos
tipos de farmacos. en € grupo 1 se utilizd6 hCG recombinante (Ovitrelle® 250ug) y en
el grupo 2 agonistade la GnRh (Procrin® 2mg).

Puncién Folicular

La aspiracion de los ovocitos se realiza e dia 12 6 14 del ciclo, siempre entre las
36 y las 38 horas después de lainduccién de la ovulacion. Se lleva a cabo en quiréfano,
con la paciente en ayunas, sometida a sedacién anestésica, en posicién de litotomia. La

recuperacion se realiza mediante puncion transvaginal ecoguiada.
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El ecografo tiene acoplada una aguja conectada a un sistema de aspiracion, con la
que se punciona €l foliculo que se observa en € ecografo y se aspira el liquido folicular

donde se encuentra € ovocito.

Los tubos donde se recupera € liquido folicular se vacian bajo la campana de
fluyjo laminar con superficie caefactada a 37°C, situada en el laboratorio de

embriologia.
Protocolo de laboratorio

Para la realizacion de ambas técnicas, FIV e ICSI, se siguieron los protocolos
establecidos en € laboratorio de embriologia de la Unidad. Los liquidos foliculares
procedentes de la puncion se examinaron a la lupa y se recogieron todos los ovocitos
pasandolos a una placa con medio de cultivo, posteriormente se mantuvieron en una

incubadora a 37°C y una atmésfera con 6% de CO..

En la mayoria de los ciclos, la ICSI fue la técnica elegida para la fertilizacion y
solo en agunos casos seleccionados, parte de la cohorte de l0s ovocitos se inseminaron
por FIVV convencional.

Los medios de cultivo usados en todos los casos han sido de la casa comercial
COOK® y se siguieron los protocolos establecidos por la casa en € cultivo de los

gametos y de los embriones.

La fertilizacion se vaor6 entre las 16-18 horas post-puncion, y solo se
mantuvieron en cultivo aquellos cigotos en los que se observaron 2 prondcleos y 2

corpuscul os polares, es decir, aquellos ovocitos que fueron fertilizados adecuadamente.

L os embriones se mantuvieron en cultivo 2 6 3 dias post-puncion, dependiendo de
los casos. La valoraciéon de los mismos se llevd a cabo siguiendo la clasificacion de
ASEBIR (Asociacion Espafiola para €l Estudio de la Biologia Reproductiva), puntuando
la calidad embrionaria en funcién del nimero, tamafio y disposicién de las blastébmeras
y clasificandolos en las cuatro categorias establecidas (A, B, C, D) (26). Los embriones
tipo A son los que mas capacidad de implantacion tienen, al contrario que los embriones
tipo D que son los gue tienen menos probabilidad de éxito y ofrecen un peor prondstico.

En nuestro caso todos |os embriones fueron criopreservados.
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Protocolo de preparacion endometrial

La preparacion endometria se realizd con un tratamiento de reemplazo hormonal.
El dia 21 del ciclo anterior, coincidiendo con lafase luteinica, se administré un agonista
de la GnRH (Ginecrin® depot. 3,75mg) intramuscularmente. El primer dia de laregla,
que coincide con € primer dia del nuevo ciclo, se comenzo con la administracion de 6
miligramos de estradiol al dia (Meriestra® 2mg), en forma de un comprimido oral cada

8 horas.

Tras 12, 13 6 14 dias después de la regla, se hizo un control ecogréfico donde se
mird el endometrio y €l nivel de estradiol. Se considerd que estaba preparado cuando €
grosor endometrial era >7mm Yy €l nivel de estradiol superior a 100 pg/ml. A partir de
ese momento, se administraron 400 miligramos de progesterona (Progesterona®
200mg) en dos comprimidos vaginal es cada 8 horas. Esta Ultima pauta se continud hasta
el control ecogréfico realizado 15 dias después de la transferencia, donde se comprobo

si habia o no embarazo.

El embarazo clinico se confirma cuando se observa por ecografia embridn con

latido cardiaco.
Técnicas de criopreservacion

En la Unidad de Reproduccién Asistida del HUCA se utilizan tanto técnicas de

congelacién lenta como de vitrificacion.

v' Congelacion/descongelacion (protocolos facilitados por la Unidad de
Reproduccion del HUCA)
Congelacion

La congelacion se realizd con Sidney IVF Cryopreservation Kit. Referencia K-
SICS-5000 en un sistema de congelacion Kryo Planer seriell. Se congelaron los
embriones en fase de division D+2 ¢ D+3, utilizando los medios de congelacion de la

casacomercial COOK® y siguiendo el siguiente protocol o:

Poner |os embriones en la solucién 1 durante 10 minutos en el incubador a 37°C.
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Pasarlos a la solucion 2 y 3 y dgarlos 10 minutos en cada una, esta vez a

temperatura ambiente.

Volver a depositar los embriones en la solucion 1, y degarlos 10 minutos a
temperatura ambiente. A continuacién ponerlos 10 minutos en la solucién 2, también a

temperatura ambiente.

Por ultimo, poner los embriones en la solucion 3 y cargarlos en la pajuela segun el
siguiente esquema:

1°. Cargar medio hastala marca de 2mm
2° cargar aire hastala marca de 1mm

3° cargar medio hastala marca de 3mm

4° cargar aire hastalamarcade 1mm

5° cargar medio hasta que empape € filtro

6° cargar los embriones con ayuda del flexiplet, debajo de lalupay comprobar que

guedan depositados en el centro de la columna central

A continuacion se lleva la pajuela al sistema de congelacion y se escoge €

programa de congelacion 2, con seeding manual.

El seeding se realiza de forma manual en los meniscos superior e inferior de la
columna central de medio, con una pinza que previamente ha sido sumergida en
nitrégeno liquido.

@ FILTRO

Una vez completado € programa de congelacion se desprende la pajuela del

porta-pajuelas y se sumerge rapidamente en nitrégeno liquido.
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Programa 2 del sistemade congelacién Kryo Planer seriell

Temperaturadeinicio: +18-20°C
Paso 1. bgjadaa-7°C en rampade -2°C/min
Paso 2: mantener 5 minutos latemperaturaa-7°C

Paso 3: hacer €l seeding manual con las pinzas. Tras e seeding se continla €l
programa de congel acion con laopcién RUN

Paso 4: mantener 5 minutos latemperaturaa-7°C
Paso 5: bgjada a-30°C en rampa de -0,3°C/min
Paso 6: bgjadaa-150°C en rampade -30°C/min

Todos los pasos se gecutan autométicamente, excepto e seeding manual. Es
importante no olvidarse de gecutar de nuevo € programa con la opcion RUN, de lo

contrario quedaria estacionado en -7°C.

Descongelacion

La descongelacion se realizé con Sidney IVF Thawing Kit. Referencia K-SITS
5000 segun € protocolo:

Incubar las 4 soluciones atemperatura ambiente.

Sacar la pgjuela del banco y descongelar a temperatura ambiente durante 2

minutos.

Incubar los embriones en cada una de las soluciones durante 5 minutos, y tras los
cinco minutos en la solucién 4, incubar esta misma durante 5 minutos més en la estufa a
37°C.

Pasar los embriones a medio de cultivo y, si es posible, incubar durante toda la

noche para comprobar su evolucion.
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v" Vitrificacion/desvitrificacion
Vitrificacion (27)

La vitrificacion se readizd con RapidVit™ Cleave de Vitrolife®. Contiene tres
medios para vitrificar embriones en fase de division del dia 3. Las soluciones consisten
en un medio tamponado con MOPS que contiene gentamicina como férmaco

antibacteriano y albumina sérica humana.
Vitri 1™ Cleave no contiene crioprotectores.
Vitri 2™ Cleave contiene etilenglicol como crioprotector.

Vitri 3™ C(Cleave contiene etilenglicol, propanediol, ficoll y sacarosa como

crioprotectores.
Usar después de calentar a+37°C en condiciones atmosféricas.

A la hora de vitrificar, la cronologia es fundamental; debemos asegurarnos de

seguir exactamente el protocol o.

Poner 0,5-1ml de cada una de las soluciones en distintos pocillos y mantener a
37°C. Es muy importante que todas las manipulaciones de los embriones se redicen a
37°C (sobre la platina cal efactada).

Transferir los embriones desde el cultivo al medio Vitri 1™ Cleave y dejarlos en

la solucién durante un minimo de 5y un méximo de 10 minutos.

Pasar un numero adecuado de embriones al medio Vitri 2™ Cleave. Los
embriones permaneceran 2 min en esta solucion. Si los embriones tienden a flotar hacia
la superficie, deberemos recogerlosy volver a ponerlos en el fondo de la placa.

Preparar € dispositivo criogénico.

Hacia el final de los 30 segundos, formar una gota de 20ul de Vitri 3™ Cleave
sobre una superficie no toxica, preferiblemente una placa de cultivo. Esto facilita la

cargaen € dispositivo criogénico.
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Uso del dispositivo criogénico:

Usar un dispositivo de conservacion cerrado legalmente comercializado para
prevenir €l riesgo de contaminacion viricadel procedimiento de vitrificacion. Latasa de
enfriamiento del dispositivo de crioconservacion debe ser de a menos 10.000°C 4

minuto.

A causa de la evaporacion y la dilucién, la gota de 20ul solo puede usarse una

VEZ.

Cuando queden 10 segundos, comenzamos a recolectar los embriones. Transferir
los embriones dentro de un volumen minimo de Vitri 2™ Cleave para evitar la dilucion

de la gota de Vitri 3™ Cleave.

Transferir los embriones a la gota de 20ul de Vitri 3™ Cleave y dejarlos en esta
solucion durante 30 segundos. Para que los embriones queden correctamente expuestos
a la solucion Vitri 3™ Cleave, darles 2-3 vueltas en € interior de la gota. Cuando
queden 5-10segundos, recoger los embriones dentro de un volumen minimo y

colocarlos en e dispositivo criogénico. Vitrificar inmediatamente |os embriones.

Desvitrificacion (28)

RapidWarm™ Cleave contiene cuatro soluciones para calentar embriones
vitrificados en fase de divisién del dia 3. Las soluciones consisten en un medio
tamponado con MOPS que contiene

gentamicina como féarmaco antibacteriano y

al bimina sérica humana.

Warm 1™ C(leave contiene sacarosa ’

como cri oprotector.

Warm 2™ C(Cleave contiene sacarosa

COMo Cri oprotector.
Warm 3™ (Cleave contiene sacarosa como crioprotector.
Warm 4™ Cleave no contiene crioprotectores.

Usar después de calentar a+37°C en condiciones atmosféricas.
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Poner 0,5-1ml de cada uno de los medios en pocillos distintos de una placa de 4
pozos atemperada a 37°C. Es importante que todas las mani pulaciones de los embriones
serealicen a 37°C (sobre la platina calefactada).

En un criocondensador, acercar el dispositivo criogénico con los embriones

vitrificados alo pocillos preparados.

Colocar rapidamente los embriones vitrificados en Warm 1™ Cleave y dejar que
los embriones se desprendan del dispositivo y se hundan hasta & fondo durante 10-30
segundos.

Transferir los embriones a Warm 2™ Cleave y dejarlos en la solucion durante 1
minuto. Transferir los embriones a Warm 3™ Cleave y dejarlos en la solucion durante 2
minutos. Transferir los embriones a Warm 4™ Cleave y dejarlos en la solucion durante

5 minutos.

Finalmente, lavar los embriones en medio de cultivo varias veces y seguir

cultivandolos conforme alas précticas del laboratorio.
Transferencia embrionaria

En todas las pacientes se realizo un test de transferencia embrionaria previo a la
estimulacion ovarica, anotando s habia aguna dificultad y las complicaciones
anatémicas que la paciente pudiera tener para el paso del catéter. El catéter de prueba
siempre fue de la casa COOK Sydney IVF® Embryo Transfer Set (Ref K-JETS-7019-
SIVF).

La transferencia embrionaria en fresco se realizd aproximadamente entre las 48 y
las 72 horas después de realizar las punciones foliculares. En e caso de embriones
congelados e protocolo que se siguio fue € siguiente: tras descongelarlos se dgjaron a
cultivo durante toda la noche para ver si su evolucion era buenay se transfirieron a dia

siguiente.

En primer lugar, se colocd a la paciente en posicion de litotomia 'y con ayuda de
un espéculo se visualizd el cérvix, posteriormente, se realizd un lavado delavaginay €

cérvix con suero fisioldgico.

Gracias a la ecoguia, se coloco la funda del catéter através del endocérvix, hasta

Ilegar hasta el punto de Utero en que se deseaba colocar alos embriones.
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Posteriormente, se cargaron los embriones que se iban atransferir en el catéter sin
utilizar més de 0,2ml de medio. Primero se cargd una columna de medio,
posteriormente una columna de aire seguida por una columna de medio en cuyo interior
estaban colocados los embriones, centrados, y finalmente tras una columna de aire se

cargo la ultima columna de medio.

A continuacién se introdujo €l catéter en su guia hasta llegar a Gtero, con cuidado
no tocar el fundus en la medida de lo posible, y se descargd su contenido. Finalmente se
comprobd si el embrion se habia descargado, y s no fuera asi, hubo que repetir la
operacion de cargado y colocacion del embrion cerca del fundus hasta hacer la

transferencia correctamente.

Se anot6 todo lo relacionado con latransferencia: si hubo sangrado, qué catéter se
utilizé, s se necesitd instrumentacion adicional (Pozzi), y s hubo que repetir la

transferencia

En la mayoria de los casos, y de acuerdo con la pargja tratada, se transfirieron 2
embriones; sélo en aguellas situaciones en las que € riesgo de embarazo triple erabgo,
se transfirieron 3 embriones que es e maximo permitido por la Ley 14/2006, de 26 de
mayo, sobre Técnicas de Reproduccion Humana Asistida. Los casos de transferencia de
1 embridn se produjeron cuando no se disponia de méas embriones para transferir o si la
parejano aceptaba e riesgo de un embarazo gemelar.

Tras la transferencia las pacientes tuvieron un aporte de progesterona como
soporte de la fase lUtea, y a los 15 dias, se redizd un test de embarazo con la primera
orina de la mafana para confirmar |a presencia de embarazo.

Andlisis estadistico

Las variables continuas se describen mediante frecuencias absolutas y relativas.

Se utiliz6 un modelo de regresion logistica para calcular las odd ratios e intervalos de

conflanza a 95% de forma univariante y gustado por edad.
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RESULTADOS

NUmero de embarazos en pacientes a las que se les realizo transferencia de

embrionesen fresco VS. transferencia de embriones congelados

En la tabla2 se muestra e nimero de pacientes que consiguieron embarazo tras

haber realizado transferencia de embriones en fresco frente a las pacientes en las que se

les transfirieron los embriones una vez descongel ados. Se observa que en la mayoria de

se realizé unatransferencia en fresco.

Tabla2 de contingencia técnicaGRUPOS * EMBARAZO

Técnica No embarazo Embarazo Total
Embriones en fresco 546 139 685
Embriones congelados 149 33 182
Total 695 172 867
P-valor 0.601
Tabla3 de contingencia técnicaGRUPOS * EMBARAZO
Técnica No embarazo Embarazo Total
Embriones en fresco 79,7% 20,3% 100,0%
Embriones congelados 81,9% 18,1% 100,0%
Total 80,2% 19,8% 100,0%
P-valor 0.601
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En la tabla3 se muestran las tasas de embarazo en pacientes donde se realiz6 la
transferencia de embriones en fresco frente a pacientes a las que se redizo la

transferencia de embriones congel ados.

Como podemos comprobar, no se observan diferencias significativas (con un
valor de P de 0.601) en |las tasas de embarazo en las mujeres con transferencia en fresco

y las tasas de embarazo en las mujeres con transferencia de embriones congel ados.

Tasa de cancelacion en ciclos con ovulacion inducida por hCG Vs. Agonistas
dela GnRh

En la tablad se muestra el nimero de ciclos que tuvieron gque ser cancelados sin
[legar a puncion por riesgo de SHO tras haber desencadenado la ovulacion con hCG

frente alas pacientes en las que se desencadend con antagonistas de la GnRh.

Tablad
M edicamento Transferencia Cicloscancelados Embarazo
hCG (Ovitrelle) 12 5 (41.6%) 3 (25%)
Anélogo GnRh (Procrin) 18 0 6 (33.3%)
P-valor 0.0124

Se observa que hay diferencia significativa en el niUmero de ciclos de tratamiento
cancelados. no se cancela ninguno con e andlogo frente a 41,6% de los ciclos

inducidos con hCG.

Sin embargo, no se observan diferencias significativas (con un valor de P de
0.0124) en las tasas de embarazo con embriones congelados en las mujeres en las que se
desencadend la ovulacién con Ovitrelle® frente a las mujeres en las que se llevé a cabo

con Procrin®.

Latasa de embarazo global de embriones en fresco en la unidad es del 30% (datos
facilitados por la Unidad de Reproduccion del HUCA), por lo que tampoco habria

diferencia con latasa globa de embarazo que tiene dicha Unidad.
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Tasa de embriones recuperados tras protocolo de Vitrificacion Vs.

Congelacion lenta

En la tablab se muestra la tasa de embriones que fueron recuperados tras haber
sido criopreservados siguiendo € protocolo de vitrificacion frente a los que

sobrevivieron tras el protocolo de congelacion lenta.

Tablab
Vitrificacion Congelacion lenta
Sobreviven 97 (79,5%) 136 (85%)
Lisan 25 (20,5%) 24 (15%)
total 122 160
P-vaor 1.0

L as tasas recogidas son del 85% de embriones recuperados tras congelacion lenta
frente a 79,5% tras vitrificacion, de lo que concluimos que no se observan diferencias
significativas (con un valor de P de 1) en las tasas de supervivencia de embriones

criopreservados por unatécnicau otra.
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DISCUSION

El SHO es uno de los efectos adversos descritos en las técnicas de Reproduccion
Humana Asistida. A pesar de que laincidencia de las formas graves es solo del 1 a 2%,
eslaprincipal fuente de morbilidad derivada de estas técnicas (29).

Desde hace afnos se han publicado trabajos como los de Pattison et al. en 1994 o
Mocanu et al. en 2007, donde se ha descrito como la incidencia y la duracion del SHO
estén estrictamente relacionadas con la introduccién de las hormonas de estimulacion
ovaricay € nimero de embriones implantados (30) (31).

Se han desarrollado nuevos protocolos de estimulacion ovérica que incluyen
agonistas de lahCG para inducir la ovulacién. Estos [levan asociada la criopreservacion
de los embriones evitando la transferencia en fresco en las pacientes con alto riesgo de
SHO. Ha sido, por tanto, una técnica ampliamente adoptada en los laboratorios de
Reproduccion Asistida para evitar dicha complicacion tal como aparece recogido en
varios articulos (23) (22) (32).

De acuerdo a nuestro estudio, de las 867 mujeres que se han estudiado, en 685 se
ha realizado transferencia de embriones en fresco, mientras que en 182 se ha hecho con

embriones congel ados.

Algunos articulos han sefialado que la transferencia de embriones congelados
reducen las tasas de embarazo (29). En nuestro grupo de estudio lo que podemos
comprobar es justo lo contrario. De las 685 en las que se hizo transferencia en fresco, €
20,3% de las pacientes consiguieron embarazo frente al 18,1% de las mujeres que lo
consiguieron tras haber recibido embriones descongelados. Esto pone de manifiesto
que, en la poblacién estudiada, la congelacion de embriones no es una desventgja parala
consecucion de la gestacion y que seria por tanto, interesante en futuros trabajos,
cacular la tasa de embarazo acumulada en aquellos ciclos donde se ha hecho
transferencia en fresco y transferencia de congelados para ver s la criopreservacion
supone una ventgja afiadida. Por otro lado, dado que no hay diferencias significativas
entre ambos grupos en la consecucion de un embarazo, la introduccidon de ciclos

segmentados en esta poblacion parece estar indicada para minimizar € riesgo de SHO.
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Estos resultados se ven apoyados por autores como Shaiker, Queen, Ferraretti o
Fitzmaurice. Todos ellos han publicado que la congelacién de los embriones y su
siguiente transferencia en e momento adecuado reporta altas tasas de embarazo con una

reduccion significativa del riesgo de desencadenar SHO por parte de la paciente (29).

Una revision publicada en Fertility and Serility por €l grupo de Roque € pasado
ano, muestra que €l uso de transferencia de embriones congelados, comparado con
transferencia de embriones frescos, mejora significativamente las tasas de embarazo en

las pacientes de alta respuesta, y por tanto en riesgo de sufrir SHO (33).

Sin embargo, una revision de Cochrane concluye que la evidencia es aln
insuficiente para poder concluir que reamente esta técnica sea un éxito frente a la
prevencion del SHO, debido a las grandes variaciones que pueden presentarse en las
diferentes Unidades de Reproduccion ala hora de ponerla en préctica como puede ser €l
protocolo y los medios de criopreservacion, la experiencia de quién realice latécnica, 0

el protocolo de preparacion endometrial (29) (33).

En nuestro caso, de los 182 ciclos en los que se hizo transferencia de embriones
congelados, solo 30 estaban en riesgo de SHO. Esto pone de manifiesto que la pautas de
estimulo en esta Unidad de Reproduccion estan bien ajustadas por edad y por los
marcadores de RO. Esta poblacion se dividié a su vez en pacientes en las que se usO
hCG o andlogo para desencadenar la ovulacion. Cuando se estudiaron ambos grupos se
observo que habia diferencia significativa en las tasas de cancelaciéon, siendo mucho
mayor en el grupo de las de hCG. En este grupo la tasa de cancelacién fue del 41,6%
frente a 0% en e grupo del andogo. Ademas se observd, que no habia diferencias
significativas en las tasas de embarazo en ambos grupos de pacientes. Por 1o que, como
ya hemos sefialado previamente, € uso del andogo no merma posibilidad de conseguir
embarazo y por otro lado supone una mejora ya que la paciente no sufre el estrés
emocional de ver cancelado € ciclo y sus expectativas de embarazo. Tratandose de una
Unidad Pablica no hay que perder de vista el impacto econdmico, ya que no se pierde la
medicacion de dicho ciclo, ni se aumentan costes con |os gastos que supone €l ingreso

de la paciente por un SHO severo.

Atendiendo a los protocolos de criopreservacion, nuestros resultados mostraron

nuevamente gque en esta Unidad estan bien gjustados. Ambas técnicas, tanto vitrificacion
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como congelacion lenta, han demostrado tener una ata tasa de supervivencia

embrionaria: 85% en congel acion lenta frente a 79,5% en vitrificacion.

El hecho de que no muestren una diferencia significativa entre ellas nos permiten
asegurar resultados, pudiendo elegir latécnica a seguir en funcion de la disponibilidad y
la carga de trabgjo del laboratorio. En este caso nuestros resultados no coinciden con lo
publicado por varios autores que defienden una diferencia marcada a favor de la
vitrificacion (34). Habria que completar este trabajo viendo que no hay diferencias
significativas en la tasa de embarazo entre ambas técnicas para poder poner a punto los

protocol os persiguiendo la optimizacion de los recursos en base alos resultados.
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CONCLUSIONES

1. No hay diferencias significativas en las tasas de embarazo de los ciclos

con transferencia en fresco y los ciclos con embriones criopreservados

2. El uso de ciclos segmentados en pacientes en riesgo de SHO, previene
dicha complicacién, no disminuye la posibilidad de conseguir embarazo y

evitalacancelacion del ciclo

3. Laintroduccién de la vitrificacion como método de criopreservacion no

supone diferencias en la tasa de supervivencia embrionaria
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