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l. INTRODUCCION

I.1. El problema del descenso de la fertilidad, el retraso de la

maternidad y la obesidad

El fendbmeno natural del embarazo y el desarrollo evolutivo de la viviparidad es
un proceso complejo para el que se requieren unos gametos sanos, un tiempo exacto
para la interacciéon de esos gametos y un Gtero receptivo, por tanto es necesario superar
muchas barreras para que un embarazo pueda finalizar con éxito. En humanos la
probabilidad de concebir es de alrededor del 25-30% por ciclo y s6lo el 50% de esas

concepciones avanzan mas alla de la 20 semana de gestacion (Laufer, Simon 2012) .

Dentro de las causas de esterilidad relacionadas con la mujer, el retraso de la
maternidad y el exceso de peso son dos factores importantes que contribuyen a explicar
el incremento de los problemas de fertilidad en el momento actual (Petraglia, Serour y
Chapron 2013). La evolucion de la sociedad en los paises occidentales y la creciente
incorporacion de la mujer en la vida profesional ocasionan cambios en el estilo de vida
y plantean nuevos problemas bioldgicos cuya trascendencia para el futuro de la propia
sociedad es dificil de predecir. La necesidad de mayor formacién y las dificultades del
mercado laboral obligan a muchas mujeres jovenes a optar por posponer su maternidad

hasta cumplir sus expectativas laborales.




En la figura 1 se muestra la evolucion del retaso en la edad de la maternidad en
Espafia durante los dltimos afios, de acuerdo con los datos del Instituto Nacional de

Estadistica.
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Figura 1.- Indicador coyuntural de fecundidad (IFC) y edad media de la maternidad

(EMM) en Espaiia.

Tomado de: INE, 2012

Esta relacion entre el descenso de la fertilidad y el retraso en la edad de la
maternidad es bien conocida y se explica facilmente, ya que el ovario es un érgano que
va agotando su reserva de oocitos a medida que transcurren los afios, tal como se
muestra en la figura 2. Ademas, los problemas en la disyuncion meiética y de
inestabilidad de microsatélites de los oocitos también aumentan a medida que se
envejece, con lo que la incapacidad para lograr un nifio sano se eleva (Woods, Telfer y

Tilly 2012).
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Figura 2.- Evolucién de la dotacion de foliculos primordiales a lo largo de la vida e
hipdtesis del reloj bioldégico o produccion en linea de los foliculos que son
seleccionados para la maduracion y ovulaciéon en la misma secuencia y orden en que
fueron generados durante la vida fetal.

Modificado de Woods, 2012

El envejecimiento del resto de los érganos relacionados con la reproduccion y
los cambios en la sexualidad asociados a la edad también contribuyen a la disminucion

de la fertilidad a medida que se envejece, de modo que las posibilidades de reproducirse




disminuyen de manera muy importante después de los 35 afios, en donde la
probabilidad de que una mujer sea infértil suelen superar el 30% (Menken, Trussell y

Larsen 1986).

El paso del tiempo también se asocia con una mayor probabilidad de aumentar la
reserva de grasa en el organismo y de acumularla en lugares anormales, especialmente
en los paises industrializados donde son comunes el consumo de dietas hiperprotéicas y
el escaso ejercicio fisico (Wientzek y cols. 2013). La Sociedad Espafiola para el Estudio
de la Obesidad registr6 un incremento en la tasa de obesidad en las mujeres después de

los 35 afios, mostrandose en la figura 3 la probabilidad de obesidad en relacion a la

edad.
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Figura 3.- Distribucién geogréfica, por sexo y por grupos de edad de la obesidad en

nuestro pais segun el estudio Dorica.

Tomado de: Aranceta y cols. 2005




1.2 Técnicas de reproduccion asistida: Fecundacion “In Vitro”

Las TRA son una esperanza para muchas parejas que se enfrentan a un problema
de fertilidad, pero su tasa de éxitos dista de ser 6ptima. En general, los resultados de las
TRA reproducen de forma especular los malos datos observados en la reproduccién

natural para la edad y para el exceso de peso.

Las diferentes formas de fecundacion “in vitro” (FIV) se basan en someter a los
ovarios a una manipulacién hormonal o estimulacion ovérica controlada (EOC) para
producir numerosos foliculos que originardn niveles suprafisiol6gicos de estrogenos.
Una vez que los foliculos alcanzan un tamafio superior a los 16-18 mm son puncionados
a través de la vagina, mediante visualizacion ecografica, y los oocitos obtenidos se
ponen en contacto con los espermatozoides en la técnica de FIV clésica o
microinyectando el gameto masculino en el interior del oocito segun la técnica de
microinyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). Se obtiene asi un
embrion que se transfiere a las 48-72 horas al interior de la matriz, a través del cérvix

uterino.

En contraste con el ciclo normal, al utilizar estas técnicas los gametos y
embriones estan expuestos a un medio de cultivo y condiciones artificiales y, ademas,
los embriones se transfieren en un estadio precoz de division, esperando que se
desarrolle en el utero antes de alcanzar la sincronizacion con un endometrio receptivo.

Es pues, un proceso complejo en el que alteraciones sutiles pueden ocasionar su fracaso.




En condiciones normales, la tasa de éxito de la FIV-ICSI oscila entre el 23% y el
44%, segun se considere un solo intento o varios intentos sucesivos (Pouly y cols. 2012)
relacionandose el éxito con diversas variables como: una pobre respuesta ovarica (PRO)
a la EOC, la calidad del oocito recuperado, el nimero de oocitos fertilizado, la calidad

del oocito y/o del embrion, etc.

La influencia negativa de la edad y del exceso de masa grasa en los resultados de
la FIV-ICSI, supone un importante gasto econémico y emocional para aquellas parejas
que no logran la gestacién, siendo comun en las pacientes que lo presentan que el ovario
responda mal al estimulo hormonal, es decir, que las pacientes padezcan una pobre

respuesta ovarica (PRO) (Freeman y cols. 2007).

Se sabe que el numero de oocitos recuperados Yy la calidad de los mismos tras la
EOC se ve influenciada por diversos factores como: el genoma nuclear y mitocondrial o
el microambiente ovarico, pero también pueden verse alterados por la edad y la
obesidad (Rienzi y cols. 2012). Un oocito maduro ideal (metafase Il) deberia de
presentar un citoplasma de apariencia normal, un Unico corpusculo polar, un grosor de
la membrana pellcida adecuado y un espacio perivitelino normal (Swain y Pool 2008),

tal y como se muestra en la figura 4.




Figura 4.- Denudacion de un oocito previo a la ICSI. En la figura 4C se puede
observar un oocito en metafase 11 (caracterizado por la presencia del corpusculo polar)
Unico estado de maduracién adecuado para realizar esta técnica.

Tomado de: Rienzi y cols. 2012

La captacion de oocitos anormales conllevard a que las posibilidades de
fertilizacion sean més bajas o a que la formacion de embriones anormales sea méas
elevada (Nagy y cols. 2003). En condiciones normales, la transicion hacia zigoto es
inducida por la penetracién del espermatozoide, por oscilaciones de calcio en el oocito y
por una serie de grandes cambios en las sefiales moleculares que controlan el arresto
meiodtico (Ajduk y cols. 2011). En humanos, el centriolo espermético tiene un papel
principal en la organizacién de los microtbulos que dirigen la migracion y rotacion de

los pronucleos en el citoplasma (Gianaroli y cols. 2003).

Las caracteristicas morfoldgicas del zigoto son indicadoras del potencial
implantatorio del embrion (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE
Special Interest Group of Embryology 2011) y la mayoria de los laboratorios de
reproduccion basan la valoracion de la calidad de los embriones en los parametros
morfocinéticos durante el estadio de division. Estos sistemas de clasificacion estan

basados en la valoracién del nimero de blastomeras, la simetria de las mismas, el grado




de fragmentacion, la presencia de multinucleacién y el grado de compactacion (Holte y

cols. 2007).

Los embriones de calidad elevada presentan una cinética y sincronia adecuadas a
la hora de dividirse, produciéndose una division celular cada 18-20h (Magli y cols.
2007), pudiendo influir en el proceso el ambiente especifico del laboratorio, los medios

de cultivo y la temperatura (Munne 2006).

En la figura 5 se resumen los criterios mas aceptados para la clasificacion de
embriones propuesto por ASEBIR con arreglo a 4 categorias de la A a la D segun el

potencial implantatorio del embrién:

- Categoria A: Corresponde a los embriones de méaxima calidad con el mayor potencial
de implantacion.

- Categoria B: Embridn de buena calidad con elevada capacidad de implantacion.

- Categoria C: Embridn con una capacidad de implantacion media.

- Categoria D: Embrién de mala calidad con un potencial implantatorio bajo.
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Figura 5.- Sistema de clasificacién de embriones en division de ASEBIR.

Tomado de: ASEBIR Cuaderno de Embriologia Clinica

La transferencia embrionaria a través del cérvix es un proceso sencillo, pero que
precisa de la habilidad del ginecologo que la realiza y que puede presentar mas
dificultades en las pacientes obesas al tener una peor visualizacion del cuello uterino y
una transmision de ultrasonidos méas deficiente para guiar el paso del catéter con la

ecografia.

Tras la transferencia embrionaria se asiste al complejo proceso de implantacion
en el que se distinguen cuatro fases distintas, relacionadas y consecutivas: aposicion,
adhesion, rotura de la barrera epitelial e invasion. Todo este proceso esta regulado por
multitud de factores que actian de forma endocrina, paracrina, autocrina y yuxtacrina,

tanto a nivel endometrial como embrionario (Horcajadas y cols. 2004) y se conoce que




tanto la edad (Altmae y cols. 2014) como los cambios asociados al acimulo anormal de

grasa en el organismo pueden alterarlo (Bellver y cols. 2013).

1.3 Obesidad central, Adipotoxicidad y Sindrome Metabolico. Influencia en

las técnicas de FIV

A pesar de que el IMC es el parametro estandar recomendado por la OMS y
diversas sociedades cientificas para definir los limites del sobrepeso y de la obesidad,
varios autores consideran que dicho pardmetro no refleja con exactitud el exceso de
grasa, al incluir en su determinacion la masa magra y la masa grasa. Asi, para conocer el
estado metabdlico real de una persona realizar un estudio de la composicion corporal y
de la distribucion de la grasa en el organismo resultaria mas preciso. Sin embargo, la
determinacion de la composicion corporal precisa de un tecnologia que no siempre
puede estar disponible, por lo que el uso de un parametro antropomeétrico sencillo como
es la determinacion de la circunferencia abdominal (CA), se usa cada vez més en la
clinica al ser un parametro que se relaciona bien con la cantidad de grasa acumulada a
nivel central (Moore 2009). De hecho, el acimulo de grasa a nivel troncular o central,
definido también como obesidad abdominal, se diagnostica por una aumento de la CA.
La Federacion Internacional de Diabetes (Eckel, Grundy y Zimmet 2005) y la
Organizacién Mundial de la Salud (Andnimo 2000) consideran un valor mayor o igual a
80cm de CA como el limite para el diagnostico de obesidad abdominal en las mujeres
europeas, mientras que esta cifra se eleva a los 88 para las mujeres americanas, segun

sugiere el ATPIII (Anonimo 1998).
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Aunque tradicionalmente el tejido adiposo, concretamente la grasa abdominal,
ha sido visto como un 6rgano inerte cuya Unica funcion era el almacenamiento de
energia, hoy se considera como el mayor 6rgano endocrino del cuerpo humano. El
depdsito ectdpico de lipidos puede provocar un efecto negativo en el metabolismo de la
glucosa o “lipotoxicidad” y puede modificar la produccion de adipoquinas que
ocasionaran inflamacion cronica y alteracion de la funcion de diversos sistemas a lo que
se ha denominado ‘“adipotoxicidad” (Nakao 2009). Estas alteraciones hormonales y
cambios metabdlicos asociados son la base del denominado sindrome metabdlico

(Alberti y cols. 2009), cuyas caracteristicas se muestran en la tabla I.

Criterios para el diagnéstico clinico del Sindrome metabdlico

Medida Punto de Corte Categorico
Circunferencia abdominal elevada Definidos por la poblacion y el pais
especifico

Triglicéridos elevados (el tratamiento
con medicamentos para los triglicéridos 2150 mg/dL (1.7 mmol/L)
elevados es un indicador alternativo) = ’
HDL-C Reducido (el tratamiento con
medicamentos para el HDL-C
Reducido es un indicador alternativo)

<40 mg/dL (1,0 mmol/L) en hombres
<50 mg/dL (1,3 mmol/L) en mujeres

Elevada presion arterial (el tratamiento

con medicamentos antihiperstensivos
hipertension  es  un  indicador H9
alternativo)

Elevada glucosa disponible (el
tratamiento con medicamentos para la
glucosa elevada es wun indicador
alternativo)

> 100 mg/dL

Tabla I.- Resumen de los criterios para diagnosticar un Sindrome Metabdlico.

Modificado de: Alberti y cols. 2009
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Algunos estudios han sugerido que los malos resultados en FIV observados en
las mujeres obesas podrian obedecer de algun modo a la presencia de una resistencia a
la insulina (RI) o a los niveles elevados de leptina sérica que presentan las mujeres con
CA aumentada (Bohler, Mokshagundam y Winters 2010) ya que estudios en animales
han demostrado el importante papel de estas dos hormonas a varios niveles (Codner,

Merino y Tena-Sempere 2012).

I.4. Insulina 'y Leptina en la reproduccion humana

1.4.1 Insulina

La insulina es una hormona polipeptidica formada por 51 aminoacidos que se
produce y secreta principalmente por las células beta de los islotes de Langherans en el
pancreas. En la especie humana el gen responsable de su produccién se ha localizado en
el brazo corto del cromosoma 11 (Harper, Ullrich y Saunders 1981). Como resultado de
la transcripcion de dicho gen en los ribosomas asociados al reticulo endoplasmico
rugoso, se genera un péptido conocido como pre-proinsulina que, tras sufrir un proceso
de sulfo-oxidacion, origina el péptido denominado pro-insulina, el cual es escindido
mediante cortes proteoliticos originando como producto final cantidades equimolares de
insulina y peptido-C que son liberados al exterior de la célula. La insulina est4 formada
por dos cadenas polipeptidicas denominadas A (21 aminoacidos) y B (30 aminoacidos)
unidas entre si por puentes disulfuros, tanto intra como intercatenarios (Huang y cols.

2005).
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El mecanismo que regula la biosintesis y secrecion de la insulina no se conoce
completamente, pero se sabe que depende de los niveles de glucosa y de los productos
intermediarios de su metabolismo, asi como de los &cidos grasos y de la propia hormona
(Poitout y cols. 2006). Entre los diversos factores implicados cabe destacar a la grasa
corporal con una relacién bidireccional ya que, a su vez, la insulina actla directamente
sobre el cerebro como un factor de saciedad regulando el peso corporal y el gasto de

energia (Alvarez-Castro y cols. 2011).

La resistencia a la insulina (RI) es un estado en que las concentraciones
normales de insulina producen una respuesta biolégica atenuada (Krentz y Nattrass
1996). Su diagnostico en la clinica es controvertido. Algunos test capaces de medir con
gran precision esta situacion como el anclaje euglicémico-hiperinsulinémico son
considerados como métodos dptimos, pero resultan muy complejos de realizar, por lo
que no resultan précticos para trabajar en humanos. Como alternativa a dichas pruebas
se han propuesto un variado nimero de indices subrogados que son comudnmente

empleados en la clinica para evaluar la sensibilidad y la RI (Singh y Saxena 2010).

Dentro de estos Ultimos test, la determinacion de los niveles séricos de insulina
puede ser una primera aproximacion practica (Thomas y cols. 2000). La relacion de
glucosa/insulina, aunque tedricamente es un indice imperfecto, para algunos autores
seria un marcador sensible (Legro, Finegood y Dunaif 1998). Finalmente, el HOMA-IR
(Matthews y cols. 1985) es el método més usado, ya que se demostrd que tiene una
buena correlacion con la RI (Chen y cols. 2003). Se trata de una ecuacion matematica
en la que el producto de los niveles séricos de glucosa e insulina en ayunas se

multiplican por una constante [HOMA-IR = (glucose % insulina)/22,5].
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Estudios realizados por Wu y colaboradores (Wu y cols. 2012) en ratones obesos
que exhiben RI han observado que las rutas de sefializacion de la insulina son diferentes
en los distintos tejidos segun el animal objeto de la experimentacion sea obeso 0 no. Asi
por ejemplo, tal como se muestra en la figura 7, en la rata obesa la respuesta hipofisaria
a la insulina es a través de IRS2, pero no a través de IRS1, aunque en el ovario la

respuesta es a través de ambas moléculas de sefializacion.
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pTyre ‘09&’ plyre '-ps" piyre ..p&r plyre e »
IRS2 IRS1 IRS2 IRS1 IRS2 IRS1 | IRS2
J N ¢ N ¢ 5
PI3K PI3K PI3K PI;K
) | ‘l,
v v v
AKT AKT AKT AKT

Figura 7.- Resumen de las vias de sefializacion de la insulina en diversos tejidos en
ratones delgados y con obesidad inducida.

Tomado de: Wu, 2012

La accion de la insulina sobre el ovario estd determinada por un complejo
sistema que incluiria a la insulina, el factor de crecimiento similar a la insulina tipo |
(IGF-1), tipo 11 (el IGF-11), el IR, los receptores del IGF-I e IGF-II, las proteinas de
unién de los IGF a su receptor (IGFBPs) y las IGFBPs proteasas (Brogan y cols. 2010),

siendo su funcionamiento diferente segin la especie y pudiendo variar en distintas
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circunstancias fisioldgicas o patoldgicas (Poretsky y cols. 1999b), tal como se muestra

en la figura 8.

Insulin

-

Type 1 1GF-R

Insulin R o or hybrid insulin/l [GF-R [ Type I 1GF-R
Li
> ] Fituitary responsiveness
VIGFBP-1 t to GnRH
3
Free IGFs
t 4 LH, FSH

¥ SHBG
Synergism of insulin
or IGFs with LH

1\Free sterpid hormone

in circulation
| Ovarian steroid | Ovarian gmnfth
"1 production & cyst formation

Figura 8.- Relacion entre los distintos componentes del sistema regulacién del
complejo relacionado con la insulina en el ovario.

Tomado de: Poretsky y cols. 1999b

La insulina actGa también en el complejo proceso de reclutamiento y desarrollo
folicular. Los niveles de insulina elevados de forma crénica juegan un papel en el
aumento de los foliculos antrales y en el desarrollo morfolégico tipico del sindrome del
ovario poliquistico (SOP) (Monget y Bondy 2000). Su papel en las mujeres que no
padecen SOP es menos claro (Dickerson y cols. 2010b), aunque estudios en animales
han demostrado que los niveles elevados de insulina pueden tener un efecto deletéreo
sobre la maduracion de los oocitos (Vlaisavljevic, Kovac y Sajko 2009), probablemente
por una disfuncion mitocondrial tras aumentar el estrés oxidativo (Ou y cols. 2012b).

Cuando la insulina se encuentra en niveles normales parece tener un papel en la
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transicion de foliculos primordiales hasta foliculos primarios (Kezele, Nilsson y Skinner
2002), en el incremento en el numero de receptores de LH y en la capacidad de union al
ligando de dicho receptor en las células de la granulosa (Poretsky y cols. 1999b).

El efecto de la insulina en los foliculos desarrollados por el estimulo de la FSH
parece estar mediado por el sistema IGF (Kwintkiewicz y Giudice 2009). Se conoce que
la insulina guarda una estrecha relacion con el IGF-I1 presente en las células de la
granulosa, jugando un papel critico para la correcta respuesta de estas células a las

gonadotrofinas (Mason y cols. 1994).

En mujeres, que no presentan SOP, la insulina también actda sobre las células de
la teca de forma sinérgica con la LH para la produccion de andrégenos (Magoffin y
Weitsman 1994) con un efecto dosis dependiente (Bergh y cols. 1993). En las mujeres
que presentan SOP los niveles elevados de insulina de forma cronica ocasionan
anovulacion (Tingthanatikul y cols. 2006). La insulina actla sinérgicamente con la LH
para aumentar la produccion de andrégenos en las células de la teca ovarica,
contribuyendo también a aumentar la secrecion adrenal de andrdgenos e inhibiendo la
sintesis de SHBG en el higado con lo que se incrementa ain mas los niveles de
testosterona libre (Adashi, Hsueh y Yen 1981), tal como se muestra de forma

esquematica en la figura 9.

En las células de la granulosa la insulina parece actuar como una co-
gonadotrofina en las mujeres que presentan SOP (Mason y cols. 1994), habiéndose
demostrado que la incubacién de celulas de la granulosa humana con insulina aumenta
su respuesta a la LH (Willis y cols. 1996) y que esta accion podria ser anulada por el

uso de farmacos que mejoran la sensibilidad a la insulina (Azziz y cols. 2003).
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Figura 9.- Esquema del mecanismo de accion de la insulina en las mujeres con SOP.

Tomado de: Ehrmann, 2005

1.4.2. Leptina

La leptina es una proteina sintetizada por el tejido adiposo que se ha relacionado

con la ingesta de alimentos, el balance energético, la inmunidad y la fecundidad. Desde

un punto de vista bioldgico, es una hormona polipeptidica de 167 aminoacidos de

16kDalton cuya produccion es regulada en humanos por el gen LEP. Ademas de en el

tejido adiposo blanco, se puede producir leptina en el tejido adiposo marron, el tejido

linfoide, la médula dsea, el epitelio mamario, los ovarios, el musculo esquelético y la

placenta (Margetic y cols. 2002).
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En general, se considera que los niveles sanguineos de leptina sirven como
indicador de la cantidad de energia acumulada en el cuerpo, siendo fundamental que se
mantengan en niveles adecuados para el proceso de la regulacion de la homeostasis
energética, al informar al cerebro sobre el estado nutricional del organismo. Junto con
las sefiales de insulina, otros neurotransmisores y nutrientes, el hipotdlamo es capaz de

orquestar la supresion del apetito (Schwartz y cols. 2000).

La leptina ejerce su efecto a través de la union y la activacion de un receptor
especifico que estd codificado por el gen LEPR en humanos y que esta presente en el
sistema nervioso central, especialmente en el hipotalamo, los rifiones, el pulmén, los
linfocitos, el tejido adiposo, la préstata, los ovarios, el higado, el intestino delgado v el

corazén (Clement y cols. 1998).

En las situaciones en las que hay un exceso de ingesta caldrica que conduce a la
obesidad, se observa una hiperleptinemia que refleja una tolerancia o resistencia a la
leptina. En estos individuos la respuesta anorética a la leptina esta disminuida debido a

diversas alteraciones en la transcripcion y sefializacion a nivel celular.

La produccion de leptina en humanos depende, por tanto, de la proporcion de
tejido adiposo almacenado. Cambios agudos en la ingesta caldrica se asocian con
variaciones en los niveles de leptina circulantes. Dichos niveles se pueden ver también
influenciados por los niveles de esteroides sexuales (Bluher, Mantzoros 2009). En este
sentido, se ha observado que cuando existe una mutacion en el gen de la leptina o del
receptor de leptina, ademas de desarrollar obesidad se observa un deterioro de la

funcién reproductiva.
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La secrecion de leptina parece seguir un patron circadiano, de modo que las
concentraciones son mas bajas en los primeros momentos de la tarde y mas altos
alrededor de la medianoche (Shea y cols. 2005). También se conoce que posee una
secrecion pulsatil, siendo la amplitud de los pulsos mayor en los individuos obesos
(Licinio y cols. 1997). En las mujeres se observan cambios en las concentraciones de
leptina durante las distintas fases del ciclo ovarico, siendo mas altas durante la fase l(tea
del ciclo (Asimakopoulos y cols. 2009). La figura 10 resume de forma esquemaética las

posibles influencias de la leptina en le proceso reproductivo (Tersigni y cols. 2011).
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Hipofisis \ ';_J o Tejido Adiposo
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Figura 10.- Esquema de la accion de la leptina y otras adipoquinas en las distintas
fases del proceso reproductivo.

Modificado de: Tersigni, 2011
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1.4.3 Obesidad, Resistencia a la insulina, Leptina y Reproduccién Humana

La relacion entre obesidad, Rl y leptina es bien conocida desde hace afios. La
insulina puede aumentar la masa grasa por su efecto lipogénico y facilitar la secrecion
de leptina desde los adipocitos (Barr y cols. 1997) y, por otro lado, la leptina puede
inhibir o estimular la secrecién de insulina desde los islotes pancreéticos, bien por un
efecto directo sobre las células beta o por un efecto indirecto a traves de la

somatostatina (Tanizawa y cols. 1997).

La influencia de estas hormonas en el proceso reproductivo ha cobrado interés
en los ultimos afios a raiz de los nuevos datos sobre la funcion endocrina de la grasa
(Comninos, Jayasena y Dhillo 2013). Asi, los distintos estimulos endocrinos,
autocrinos, paracrinos y yuxtracrinos que deben de coordinarse para el desarrollo
correcto de la gestacion, pueden verse alterados si existe obesidad, RI y/o niveles
anormales de leptina y todo ello podria influir en los resultados del proceso de FIV, tal

como se esquematiza en la figurall.
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Figura 11.- Esquema de la interaccion de las distintas hormonas en el eje
neuroendocrino gonadal.

Modificada de: Poretsky y cols. 1999a
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. HIPOTESIS:

Se plantea probar la hipdtesis de que la resistencia a la insulina ocasionada por la
obesidad abdominal estimularia la produccion de leptina intrafolicular durante la
estimulacion ovarica controlada, lo que determinard peores resultado en los ciclos de

fecundacién “in vitro”.
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1.  OBJETIVOS DEL ESTUDIO:

111.1. OBJETIVO PRINCIPAL:

Estudiar la relacion entre los valores de HOMA-IR y los valores intrafoliculares

de leptina, valorando su influencia en los resultados de los ciclos de FIV/ICSI en

pacientes con y sin obesidad abdominal.

1.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1)

2)

3)

Estudiar si en nuestra muestra la obesidad general o abdominal y/o la
resistencia a la insulina se relacionan con la probabilidad de gestacion en los

ciclos de FIV/ICSI.

Estudiar si el tipo de protocolo empleado o los niveles de E; alcanzados al

final de la EOC se relacionan con los niveles intrafoliculares de leptina.

Explorar la posibilidad del uso de los valores de HOMA-IR y de leptina
intrafolicular como predictores diagnosticos del éxito en los ciclos de

FIV/ICSI.
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IV. MATERIAL Y METODOS.

IV.1. Tipo de estudio:

Se disefid un estudio observacional de casos y controles, longitudinal, abierto,

prospectivo y unicéntrico.

1VV.2 Célculo del tamafo de la muestra:

Se realiz6 un célculo del tamafio minimo de la muestra mediante el paquete
informéatico ENE 2.0, a partir de unos valores medios de leptina intrafolicular estimados
de 16.4 ng/ml con una desviacion tipica en torno a + 2ng/ml (Mantzoros y cols. 2000),
de forma que un tamafio muestral de 54 pacientes en cada brazo aporta una potencia del
99% para detectar diferencias de media desviacién tipica, teniendo en cuenta una

significacion del 5%.

@ Cotparacion de una media frerte a un valar tedrico

Tatnafio de Muestra \Pl:ltencia "\Tamaﬁo del Efecto \Gréfico \\Ayuda \'\

Parametro Yalar Resuttado alor

Mivel de Significacion (o) 0,05 | Tamafio de Muestra (m) a4
Unilateral | Bilateral () 2
Media Tedrica Grupo de Referencia (1) 16,46
Media Grupo Experimertal (pz) 17 46
Desviacidn Tipica (@) 2,00
Potenciz (posw)

|Q;I Ejermpla | | a Imprimir .. | | q Borrar tada | | v Calcular |

e Il

Figura 12.- Captura de pantalla del el paquete informatico ENE 2.0 en el que se

muestra el tamafio de la muestra comparando una media frente a un valor teorico.
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IVV.3. Sujetos del estudio

Para la realizacion de este trabajo se reclutaron 140 pacientes que acudieron a la
Unidad de Reproduccion del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), entre
septiembre de 2011 y Junio de 2013, solicitando la realizacién de una TRA mediante la
técnica de FIV/ICSI por problemas de esterilidad y que cumplian los siguientes criterios

de inclusién:

- Diagndstico de esterilidad primaria.

- Trastorno de la fertilidad que precisase de TRA mediante FIV/ICSI.

- Conformidad para participar en el estudio mediante la firma del consentimiento
informado, ademés del consentimiento informado propio de la técnica de
FIV/ICSI.

- Edad entre 21 y 40 afios.

- Cariotipo normal de la pareja.

- Cumplir el protocolo médico vigente para ser incluida en el programa de la
Unidad FIV del HUCA con normalidad de la exploracion fisica, ginecoldgica,
hemograma, pruebas de coagulacion, bioquimica sanguinea, asi como
negatividad de las pruebas seroldgicas (VDRL, Hepatitis B y C, HIV) en ambos
miembros de la pareja, test de reserva ovarica y parametros seminales aptos para

realizar FIV/ICSI.

Criterios de exclusion

- Diagnostico de SOP.

- Presencia de enfermedad oncologica.
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- Presencia de diabetes mellitus y/o enfermedad tiroidea.
- Presencia de patologia ginecoldgica organica que contraindicase la realizacion
de FIV/ICSI.

- Mas de tres ciclos de EOC.

IV. 4. Valoracion clinica de las pacientes

Todas las participantes fueron evaluadas mediante la cumplimentacion de una
historia clinica, una exploracion fisica y ginecologica, asi como la realizacién de una

ecografia transvaginal antes de ser incluidas en el programa de EOC.

Dentro de la exploracion fisica se realiz6 una determinacion del peso en una
balanza digital y de la talla mediante un estadiometro con la paciente en bipedestacion,
vestida con un camisén ligero y sin zapatos. El peso se registro en kilogramos y la altura
en centimetros, calculandose el IMC segln la formula de peso en Kg dividido por el
cuadrado de la altura en metros cuadrados, categorizandose a las pacientes como: bajo
peso si es menor de 18,5 Kg/m?, peso normal entre 18,5 y 24,9 Kg/m?, sobrepeso entre
25 y 29,9 Kg/m? y obesidad si es igual o mayor de 30 Kg/m?. La circunferencia
abdominal se midié con una cinta antropométrica colocada directamente sobre el punto
mas estrecho entre el reborde de la ultima costilla y la cresta iliaca, en un plano
perpendicular al eje longitudinal del cuerpo, con la mujer en bipedestacion y ambos
brazos colgado libremente y separados unos 20 cm a lo largo del cuerpo,
considerandose que existia obesidad abdominal cuando la circunferencia era igual o

mayor de 80 cm.
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IV.5. Protocolo de estudio clinico y analitico

Todas las mujeres disponian de un estudio previo de esterilidad, incluida su
pareja, realizado en la consulta de esterilidad del HUCA o en alguno de los servicios de
ginecologia de los Hospitales de la Comunidad Auténoma de Asturias que emplean a la
Unidad de FIV como centro de referencia. En dicho estudio se constataba la causa de
esterilidad y el motivo por el que se precisaba una TRA mediante FIV-ICSI, asi como
una exploracion fisica general y ginecoldgica, una ecografia transvaginal con recuento
de foliculos antrales, un perfil hormonal en la primera fase del ciclo con FSH, LH,

estradiol, TSH y Prolactina.

Tras la realizacion de las medidas antropométricas, las pacientes fueron
evaluadas por un ginecdélogo de la Unidad de FIV que realizaba una exploracion clinica
y ginecologica, un test de transferencia y una ecografia transvaginal evaluando la forma
y el tamafo del Gtero, la cavidad endometrial, el volumen ovarico y el recuento de

foliculos antrales considerandose como tales aquellos comprendidos entre 2 y 10 cm.

Antes de iniciar el ciclo de EOC y aprovechando la venopuncion para la
realizacion de las serologias de HIV, sifilis y hepatitis, se obtuvo una muestra de sangre
entre las 9 y las 10 a.m. tras una noche de ayuno para su procesamiento en el laboratorio
de bioquimica del HUCA, por personal sanitario “ciego” a los datos de la investigacion.
En dicha muestra se determinaban: glucosa por un método enzimatico con hexoquinasa,
perfil  lipidico por método Trinder, e insulina y estradiol por

electroquimioluminiscencia. Ademas, con otra muestra de sangre obtenida en la misma
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venopuncién se realiz6 una alicuota para su almacenamiento a -80 © C por si fuese

necesario realizar ulteriores estudios.

Los valores de normalidad de glucosa en suero para el laboratorio eran los
comprendidos entre 70 y 105 mg/dL, los de insulina en suero eran los comprendidos
entres 2,6 y 24,9 yU/mL y un valor de HOMA-IR mayor de 2,5 era considerada como

indicativa de RI (Matthews y cols. 1985).

IV.6. Protocolos de estimulacion ovarica empleados y monitorizacion

El inicio de la estimulacion ovarica fue programado mediante el uso de
anticonceptivos orales durante un periodo inferior a 20 dias. El tipo de protocolo de
EOC vy las dosis de gonadotrofinas utilizadas se eligieron de acuerdo con las
caracteristicas de la mujer, considerando marcadores de reserva ovarica como: la edad,
el IMC, niveles séricos de FSH y E; en el 2-3 dia del ciclo, el recuento de foliculos
antrales, la presencia de habito tabaquico y el tipo de respuesta obtenido a protocolos
previos si los hubiese realizado. La mayoria de los ciclos elegidos seguian el esquema
corto con antagonistas de la GnRH (CC) y sélo en un pequefio nimero de casos se
emplearon ciclos largos previa desensibilizacion de la hipofisis con agonistas de GnRH
(CL). Las dosis de gonadotrofinas utilizadas oscilaron entre 1500 y 3000 Ui de FSH

recombinante o urinaria y entre 75y 150 Ui de LH recombinante o urinaria.

La monitorizacion del ciclo se realizo a partir del 6° dia de la administracion de
gonadotrofinas mediante el seguimiento ecografico y con determinacion de los niveles

de E, y P4, procediéndose a la administracion de HCG (250 ug de Ovitrelle®) para
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desencadenar la ovulacion cuando 3 0 més foliculos alcanzaron los 17 mm vy el estradiol
fue de mas de 800 pg/ml. La puncion se programd a las 36 horas de la administracion de

la HCG.

A lo largo de la EOC se monitorizé el desarrollo folicular, procediéndose al
recuento de foliculos y su medicién mediante un ecografo 2D (Thosiba Nemio®) con
sonda vaginal de 7,5MHz en los dias 7° y 10° del estimulo. EI endometrio fue también
monitorizado registrandose el espesor endometrial en mm y el aspecto del mismo con

arreglo a los tres patrones ecograficos descritos en la literatura (Gonen y cols. 1990).

La puncion folicular se realizd en el quiréfano con ambiente estéril, bajo
sedacién anestésica ligera, utilizandose un ecografo 2D (Thosiba Nemio®) con sonda
vaginal de 7,5MHz a la que se ajustaba una guia de puncion desechable por la que se
introducia una aguja de 17 G (Cook 17 G®). Antes de realizar la puncién se procedio a
un lavado vaginal con suero fisiolégico y a la evaluacién del endometrio y de los
ovarios por ecografia con el fin de descartar una posible hiperestimulacion ovarica. A
continuacidn, se realizé la medicion del primer foliculo que se elegia para puncionar en
los tres didmetros, tras lo que se procedié a puncionar dicho foliculo toméandose una
muestra de liquido folicular aspirada suavemente. Seguidamente, se procedia a su
inmediato centrifugado para la obtencidn de una alicuota que se almacen6 a -80°C hasta
la determinacion de leptina en el laboratorio de Fisiologia de la Universidad de Oviedo
por el doctorando y un segundo investigador que auditaba el primer resultado,
permaneciendo ambos ciegos a los resultados de la EOC. Para la medicion de la leptina

intrafolicular se utilizaron Kits de Elisa (EZHL-80SK, Linco, Billerica, MA, USA).
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Durante la puncion se registraron los siguientes parametros: el tamafio del
primer foliculo puncionado, el nimero de foliculos que fueron puncionados en cada
ovario, el nimero de oocitos obtenidos, la duracién de la puncion y la existencia o no de
posibles incidencias. El liquido folicular obtenido en la puncion del primer foliculo era
separado por el investigador, siguiendo el procedimiento sefialado anteriormente,
mientras que el resto de material obtenido en la puncion se trasladaba al equipo de
bidlogos de la Unidad de Reproduccidén Asistida para su evaluacién y manejo con

arreglo a la técnica de FIV/ICSI habitual.

Con arreglo al protocolo habitual de FIV/ICSI en el laboratorio de la Unidad de
FIV del HUCA, se procedié a la introduccion de un espermatozoide en el ovocito
metafase Il a las 4 horas de la puncion realizandose la valoracion de la calidad
embrionaria por medio de parametros morfocinéticos segun la clasificacion de ASEBIR

en 4 categorias: A, B, CyD.

Los embriones fueron transferidos bajo visién ecografica 2 6 3 dias después vy,
segun el nimero de embriones viables y el deseo de la paciente, se transfirieron 1, 2 6 3
embriones, aconsejandose realizar un test de gestacién 14 dias después de la
transferencia embrionaria para confirmar el embarazo. Cuando éste fue positivo, se
realiz6 una ecografia en la 62 semana de gestacion. El control posterior de la gestacion y
la asistencia al parto se realiz6 en area sanitaria a la que pertenecia la paciente, la cual
remitia posteriormente y por correo el informe de los resultados del parto completando
un cuestionario disefiado por la Unidad de Reproduccion. En aquellos casos en que la
paciente no remitia dicho informe, el investigador contactd telefonicamente con ella

para conocer la evolucion final de la gestacion, solicitandole que remitiese por correo el
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cuestionario entregado. Los resultados del embarazo eran clasificados como: nacido
vivo (recién nacido vivo después de la semana 24 de gestacion), gestacion evolutiva
(ecografia con presencia de feto vivo intraltero en la semana 6-7 de gestacion),
gestacion clinica (presencia de saco gestacional intraltero), gestacién bioquimica
(presencia de test hCG positivo combinado con ausencia de hallazgos ecogréficos de
gestacion), aborto (pérdida fetal antes de la semana 20 de gestacion) y gestacion

ectopica (presencia de embarazo que implanta fuera del Gtero)

IVV.7. Variables incluidas en el estudio

Se realiz6 un registro de datos en un cuaderno electronico de recogida de datos
mediante una hoja Excel, con la siguientes variables: edad de la pacientes y de su
pareja, afos de esterilidad, causa de esterilidad, peso, talla, IMC, circunferencia
abdominal, patologia ginecoldgica si la hubiera, morfologia y grosor endometrial,
tamafio del ovario, recuento de foliculos antrales, FSH y E; en el 2°-3° dia del ciclo,
glucemia, insulina y perfil lipidico, tipo de ciclo de EOC utilizado (CC, CL), tipo y
dosis total de gonadotrofinas empleadas durante la estimulacion, namero de foliculos en
desarrollo y tamafio de los mismos, morfologia y espesor endometrial en mm, valores
de E, y de P4 en el Gltimo control de la EOC antes de la puncién folicular, tamafio del
primer foliculo (valor medio de los diametros en mm), nimero total de foliculos
puncionados, valor de leptina intrafolicular, nimero de oocitos obtenidos, nimero de
oocitos maduros, numero de oocitos fecundados, nimero de embriones obtenidos,
calidad de los embriones, nimero de embriones transferidos, positividad o no de beta-

HCG con un resultado >10 IU/L, existencia de embarazo ectopico y/o abortos,

31



positividad de embarazos intrauterinos por ecograficos con visualizacion o no de latido

cardiaco fetal.
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1V/.8. AnAlisis estadisticos

El anélisis estadistico se realizd mediante el paquete informéatico SPSS software
package (Version 13.0 for Windows, SPSS Inc, Chicago, Illinois, USA) a partir de una

hoja de recogida de datos en Microsoft Office Excel 2007.

Se realiz6 una estadistica general bésica destinada a perfilar la muestra de las
participantes mediante un analisis descriptivo de las variables. Las variables
cuantitativas se describen como medias y desviacion estandar. Antes de hacer cualquier
comparacion se comprobd la distribucion o no con arreglo a la normalidad mediante el
test de Kolmogrovov-Smirnov. Aquellas variables con distribucion normal se
compararon entre si con el T-test de Student, tras comprobar la homogeneidad de las
varianzas, en caso de dos grupos independientes. En el caso de mas de dos grupos
independientes se utilizé el test de ANOVA. Aquellas variables que no se distribuian
con arreglo a la normalidad se compararon entre si mediante el test no paramétrico de
Mann-Withney para dos muestras independientes. Las variables cualitativas se
compararon mediante el test de Chi-cuadrado. La correlacion entre variables se estudid

mediante el Coeficiente de Correlaciéon de Pearson.

Se realizé también un estudio multivariable con regresion logistica binaria y una
evaluacion de sensibilidad y especificidad mediante Receiver Operating Characteristic
(ROC). Se empled un modelo lineal mediante regresion logistica mediante el método
Forward:LR y se realiz6 un calculo del indice de Youden para conocer el punto de corte
optimo de sensibilidad y especificidad diagnéstica. En todo el estudio matematico se

considero el grado de significacion estadistica en una probabilidad menor de 0,05.
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IV.9. Consideraciones Eticas

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica Regional
del Principado de Asturias al considerar que cumplia con todos los requisitos legales y

éticos para ser llevado a cabo.
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V. RESULTADOQOS

V.1. Descripcién y analisis exploratorios de la muestra

Entre octubre de 2011 y marzo de 2013 fueron reclutadas 140 pacientes que
firmaron el consentimiento informado para participar en el estudio. Las causas de
esterilidad, el protocolo de EOC empleado y las tasas de embarazo se muestran en la
tabla I1.

Causa esterilidad n =140 %

Factor masculino 55 39,3
Causas mixtas 38 27,1
ESCA 28 20%
Factor femenino 11 7,80%
Causas mixtas 8 57
Protocolo* n=138 %

Antagonista GhRH 119,00 86,2

Agonista GnRH 19,00 13,8
Embarazo n=130** %
30 23,1

*Dos casos (1.4%) no iniciaron EOC por cancelacion previa

**Porcentaje por transferencia. (Porcentaje por ciclo iniciado [n=138] 21,7%

Tabla 11.- Distribucién de la muestra segun las causas de esterilidad, el protocolo de

EOC empleado y los resultados obtenidos. ESCA= esterilidad sin causa aparente.
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La clasificacion de las 140 pacientes que iniciaron el estudio segun sus
caracteristicas antropométricas se muestra en la figura 13. Cuando se consideraba el
IMC, 88 pacientes (62,9%) se encontraban en normopeso, 37 pacientes (26,4%) se
encontraban en sobrepeso y 15 pacientes (10,7%) eran obesas. Cuando se consideraba la
CA, 56 pacientes (40%) tenia una CA > 80 cm y en 84 pacientes (60%) no se observo

obesidad abdominal.

IMC Obesidad Abdominal

EMormopeso Ez80cm

ESobrepeso B=80cm

Obesidad

Figura 13.- Distribucion de las 140 pacientes que iniciaron el estudio con arreglo a las

caracteristicas antropométricas.

De las 140 pacientes, 10 (7,1%) no pudieron completar el ciclo de FIV, bien por
no llegar a iniciar la EOC en 2 casos (1,4%), por cancelacién del EOC debido a baja
respuesta en 5 casos (3,6%) y por cancelacion del EOC por respuesta excesiva en 3

casos (2,2%).

Entre las 138 pacientes que realizaron analisis de sangre para la determinacion
de glucosa e insulina, treinta y dos pacientes (23,1%) fueron diagnosticadas de RI al

mostrar un valor de HOMA-IR > 2,5.
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Las caracteristicas antropométricas y analiticas de las 130 pacientes que llegaron
a puncion folicular y transferencia embrionaria, asi como las causas de esterilidad, los
protocolos empleados y la tasa de embarazos por ciclo iniciado se muestran en la tabla

Media Desylamon Rango
estandar
Edad 34,8 3,01 26,0 - 40,0
Peso (KQg) 63,4 11,18 47,0 - 108,0
IMC 24 3,92 18,3 - 40,6
CA (cm) 78,9 9,06 62,0 -112,0
Insulina mU/I 9,3 4,41 3,0-29,8
HOMAIR 2 1 0,6-6,5
QUICKI 0,4 0,02 0,3-0/4
Colesterol mg/dl 203,1 37,11 133,0 - 360,0
HDL mg/dI 69,6 18,25 37,0-151,0
LDL 115,9 35,3 52,0-284,0
Trigliceridos mg/dl 90,1 54,06 26,0 - 416,0
E. pg/ml 1815,2 1095,38 23,3-6411,0
P4 ng/ml 0,8 0,38 0,1-20
Leptina ng/mi 15,9 6,28 3,4 -36,3
N° de Foliculos 11,6 4,89 3,0-23,0
Tamario Fol (cm) 21,1 4,32 3,0-36,0
O. recuperados 9,8 5,15 1,0-25,0
O. maduros 79 4,3 0,0-19,0
O. fertilizados 4,9 2,94 0,0-14,0
N° Embriones A 0,9 1,09 0,0-5,0
N° embr transf. 1,4 0,69 0,0-3,0
Tabla I11.- Caracterisiticas generales de las 130 pacientes incluidas en el estudio que

completaron el ciclo de EOC con transferencia embrionaria.

E,= estradiol, P,= Progesterona, O.= Qoocitos
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La evolucion de los embarazos obtenidos en las 130 pacientes a las que se
practico transferencia embrionaria se muestra en la figura 14. Veintidos casos (73,3%)
evolucionan como una gestacion normal, 5 casos (16,6%) finalizaron como aborto antes
de la semana 15, 1 caso (3,3%) evolucioné como una gestacion gemelar, 1 caso (3,3%)
cursé como una gestacion bioquimica sin llegar a observarse vesicula intradtero y 1

caso (3,3%) cursd como una gestacion ectopica bilateral.

n= 30

B Evolutivos= 22

® Abortos=3

5 Gemelar= 1

® Bioguimico= 1

® Ectopico= 1 (Bilateral)

Figura 14.- Evolucion de los 30 embarazos obtenidos en las 130 pacientes a las que se

realizé transferencia embrionaria.
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V.2. Andlisis univariables y bivariables para subgrupos

La presencia de RI era significativamente mas elevada en las pacientes obesas

respecto a las normales (28,1% vs 3,7%; p <0,001) y en las pacientes con CA> 80 cm

respecto a las pacientes sin obesidad abdominal (81.3% vs 18.8%; p<0,001).

La calidad seminal no diferia de forma significativa entre los diferentes grupos

antropométricos en que se distribuyeron las mujeres y tampoco habia diferencias

significativas en cuanto al protocolo de EOC empleado (tablas IV y V).

IMC Semen Normal %
Normopeso 30,9
Sobrepeso 45,9
Obesidad 25
CA
<80cm 29,1
>80 cm 431

Semen Patoldgico %

69,1
54,1
75

70,9
56,9

Tabla 1V.- Calidad del semen aportado por la pareja, a las mujeres ordenadas segun

sus valores antropométricos.
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Protocolo EOC

IMC
Normopeso
Sobrepeso
Obesidad
CA
<80cm
>80 cm

Tabla V.- Comparacion de las pacientes segun el protocolo de EOC empleado y las

Antagonista  Agonista
GnRH%  GnRh %

90,6 9,4
66,7 33,3
100 0

91,6 8,4
74,5 25,5

caracteristicas antropométricas de las mujeres sometidas a estimulo.

Las dosis medias de FSH utilizadas durante la EOC fue de 2278720 Ui en las
pacientes normales, 24631668 Ui en las pacientes con sobrepeso y 2601+786 Ui en las
pacientes obesas, observandose una tendencia al aumento de las dosis a medida que

aumenta el IMC, pero sin que existiesen diferencias estadisticamente significativas, tal

como se muestra en la figura 15.
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Figura 15.- Dosis media de FSH empleadas durante la EOC en las pacientes

sometidas a estimulo, clasificadas segun IMC.

En las pacientes que presentaban una CA > 80 cm la dosis media de FSH fue de
2264670 Ui y en las que presentaban una CA< 80 cm la dosis media de FSH fue de
25094766, sin observarse tampoco diferencias estadisticamente significativas entre

ellas, tal como se muestra en la figura 16.
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Figura 16.- Dosis media de FSH empleada durante la EOC en las pacientes sometidas

a estimulo, clasificadas segun tuviesen o no obesidad abdominal.

Los niveles intrafoliculares de leptina no se correlacionaban con las dosis de
FSH (R = 0,018) o con las dosis de LH (R= 0,013). Tampoco existian diferencias
estadisticamente significativas entre las dosis media de leptina alcanzadas al final de la
EOC cuando se empleaba un protocolo con antagonistas de GnRH 15,6+5,8 ng/mL o
cuando se empleaba un protocolo largo con agonistas de la GnRH 17,8+8,5 ng/mL, tal

como se muestra en la figura 17.
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Figura 17.- Valores medios de leptina intrafolicular segun el protocolo EOC utilizado

en las pacientes sometidas a estimulo que Ilegaron a puncion folicular.

La posibilidad de cancelacion del ciclo, los niveles séricos de E, y de P4 en el
altimo control de EOC antes de la puncion, el nimero de oocitos recuperados, el
numero de oocitos maduros, el nimero de embriones tipo A y la tasa de embarazos no
dependia de si las pacientes eran obesas 0 no, o de si presentaban CA> 80 ¢cm 0 normal.
Unicamente se observo que el nimero de oocitos fertilizados era menor en el grupo de
mujeres con obesidad abdominal respecto a las mujeres que tenian una CA normal

(Tablas VIy VII).
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Obesas

Normales

E2 pg/mL 1390,2+477,6 1834,7+1042,1
P4 ng/mL 0,7+0,4 0,8+0,4
Foliculos 12,5+4,7 11,4+4,9

O. Recuperados  9,8%4,9 9,745,1

0. Metafase Il 8,7+4,7 7,8%4,2

O. Fertilizados 512,5 4,9+2,9
Embriones A 0,9+0,9 0,8+1,1

T. cancelacién 15,4% 6,7%

T. embarazo evol 0% 22,10%

Tabla VI.- Diferencias en los valores medios entre mujeres obesas y normales entre las
pacientes que llegaron a transferencia embrionaria. O= oocitos, T.= tasa, evol=

evolutivo.

CA>80cm CA<80cm

E2 pg/mL 1722,2+998,9 1845,7+1025,6
P4 ng/mL 0,7+0,3 0,9+0,4
Foliculos 11,5+5,2 11,5+4,6

O. Recuperados  9,445,2 10+5,1

O. Metafase Il 7,614,7 8,1+4,1

O. Fertilizados 4,2+2,7 5,3+3,0 *
Embriones A 0,7+0,9 0,9+1,1

T. cancelacién 6,0% 8,9%

T. embarazo evol 14,3% 17,9%
Tabla VII.- Diferencias en los valores medios entre mujeres con obesidad abdominal y
normales entre las pacientes que llegaron a transferencia embrionaria. O= oocitos, T.=

tasa, evol= evolutivo. *(p=0,035).
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La posibilidad de gestacién con nacido vivosegun el IMC distribuido en terciles
no mostré diferencias estadisticamente significativas, tal como se muestra en la figura

18. Tampoco se aprecid una peor tasa de implantacion en las pacientes obesas.

100

90

80
70

60

50 B Nogestac

40 B Gestac evol

30

20

10

<21,6 21,6-25,4 25,4

Figura 18.- Porcentaje de mujeres que logran gestacion nacido vivo y que no la logran

distribuidas segun IMC distribuido en terciles.

Cuando se consideraron las pacientes con RI respecto a las normales se observé
que no existian diferencias en cuanto al tipo de protocolo de EOC empleado entre las
pacientes con RI respecto a las pacientes normales (protocolo corto con antagonistas de
GnRH en 84,3% vs protocolo largo con agonistas de GnRH 81,3%, p= ns) ni en las
dosis medias de FSH empleadas (Ui en pacientes con RI 2430+763 Ui vs 2339705 Ui

en pacientes normales; p= ns).
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Las pacientes con RI no mostraron diferencias estadisticamente significativas en
los niveles de estradiol, progesterona o espesor endometrial registrados en el Gltimo
control antes de la administracion de HCG. En ellas se obtenia un valor medio menor de
oocitos, pero tampoco habia diferencias estadisticamente significativas en el nimero
medio de oocitos maduros, en el nimero medio de oocitos fertilizados, o en la tasa de

cancelaciones o de gestaciones con nacido vivo, tal como se muestra en la tabla V1II.

RI Normales
E2 pg/mL 1503,2+646,9 1911,7+£1186,7
P4 ng/mL 0,7+0,3 0,8+0,3
Foliculos 10,6%5,2 11,+4,6
0. Recuperados 8,045,1 10,3+5,1 *
0. Metafase Il 6,7+4,8 8,3%4,1
O. Fertilizados 4,0+2,9 5,2+2,9
Embriones A 0,6+0,9 0,9+1,1
T. cancelacion 6,3% 7,4%
T. embarazo evol 9,4% 18,5%

Tabla VII1.- Diferencias en los valores medios entre mujeres con Resistencia a la
insulina y normales entre las pacientes que llegaron a transferencia embrionaria. O=

oocitos, T.= tasa, evol= evolutivo *(p=0,035).

Los valores de HOMA-IR se correlacionaron también de forma negativa
(Correlacién de Pearson -0,237; p=0,007) con el nimero de oocitos fertilizados, tal

como se muestra en la figura 19.
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Figura 19.- Correlacion entre HOMA-IR y numero de oocitos fertilizados.

De las cuatro pacientes en las que se constatd un sindrome metabolico, una de
ellas consiguié embarazo bioquimico sin que se pudiese observar saco gestacional
intrattero en el primer control ecografico, de manera que ninguna paciente con

sindrome metabdlico tuvo una gestacion nacido vivo.

Los valores de medios de leptina intrafolicular resultaron ser significativamente
mas elevados en las pacientes con IMC > 30, CA> 80 cm y HOMA-IR > 2,5, respecto a
las pacientes que no estaban obesas 0 no presentaba IR, tal como se muestra en la figura

20.
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Figura 20.- Valores de leptina intrafolicular en funcién del IMC, la CA 'y el HOMA-IR
en las pacientes que llegaron a puncion folicular. Se consideran Patologico: IMC >30),

CA>80cm y HOMA-IR>2.5. *(p<0,001).

El estudio de comparacién de medias mostraba que los valores medios de leptina
intrafolicular no se correlacionaron con la edad, la dosis de FSH empleada, los niveles
séricos de estradiol, progesterona, el espesor endometrial registrados en el dltimo
control de la EOC antes de la puncion, el nimero de oocitos, el tamafio del foliculo, los
oocitos recuperados, los oocitos maduros, ni la posibilidad de cancelacion del ciclo. Sin
embargo, si se correlacionaban de forma negativa (Correlacion de Pearson = 0,237,
p=0,007), los niveles de leptina intrafolicular con el namero de oocitos fertilizados, tal

como se muestra en la figura 21.
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. Figura 21.- Correlacion entre los valores de leptina intrafolicular y el nimero de

oocitos fertilizados.

Ademas, cuando se estudio la correlacion estadistica bivariable de los valores
intrafoliculares de leptina, se observo que se correlacionaba de forma positiva con el
IMC (Pearson Correlation =0,541; p< 0,001), con la CA (Pearson Correlation =0,511,
p< 0,001) y con los valores de HOMA-IR (Pearson Correlation = 0,359; p<0,001), tal

como se muestra en la figura 22.
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Figura 22. .- Correlacion entre los niveles intrafoliculares de leptina folicular y

HOMA-IR.

Las pacientes que consiguieron tener un test de embarazo positivo presentaban
valores medios de leptina mas bajos que las que no se embarazaron (12,4 ng/mL vs 16,9
ng/mL; p<0,001). Esta diferencia, significativas desde el punto de vista estadistico,
persistia después de ajustar para las variables edad (p= 0,001) e IMC (p =0,001), que
son las dos variables que suele aceptarse que influyen mas en el éxito de la FIV, o para

la CA (p=0,001).

Cuando se comparaban las gestaciones nacido vivo con las no evolutivas
(aquellas que finalizaron como gestacién bioquimica, aborto o embarazo ectopico),
también se observaron valores de leptina intrafolicular estadisticamente mas bajos en las

gestaciones nacido vivo que en las no evolutivas (11,4 ng/mL vs 16,8 ng/mL; p<0,001),
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persistiendo también las diferencias tras ajustar por edad (p= 0,013), IMC (p =0,009) o

circunferencia abdominal (p=0,001), como se puede apreciar en figuras 23 y 24.

20
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16
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10

Leptina intrafolicular

[ T T R = I =

ng/ml

1l

Embarazo Mo Embarazo

Figura 23.- Valores medios de leptina intrafolicular en las pacientes que se quedaron

gestantes y en las

25
20
15

10

Leptina intrafolicular

que no. *(p<0,001).

ng/ml

all

Gestac. Evolutiva Gestac.no evolutiva

Figura 24.- Valores medios de leptina intrafolicular en las pacientes que tuvieron una

gestacion nacido vivo y las que no. *(p<0,001).

Los valores de HOMA-IR y los niveles intrafoliculares de leptina no se

correlacionaban con los niveles de E;, ni con el espesor endometrial al final de la EOC.
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El andlisis ROC para la posibilidad del uso de la leptina intrafolicular como
herramienta diagndstica capaz de distinguir a aquellas pacientes que tienen menos
posibilidades de gestacidn mostro un area bajo la curva de 0,75 (figura 25). Si se elige
un valor de corte optimo de leptina intrafolicular de 12,8 ng/mL correspondiente al
valor medio de la muestra mas media desviacion estandar en las pacientes que tuvieron
una gestacion con nacido vivo, se obtiene una sensibilidad de la prueba del 69% y una
especificidad del 70%. Si este valor de corte se elevase a 16,5 ng/mL disminuria la

sensibilildad al 50%, pero aumentaria la  especificidad al  80%.

ROC Curve

AUC=0.747

0.8

=
o
|

Sensitivity

—

0.2=

0o T | T T

0.0 02 0.4 06 08 10
1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

Figura 25.- Curva ROC para la probabilidad de conseguir gestacion segun los valores

de leptina intrafolicular.
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La posibilidad de embarazo evolutivo segun la distribucion de leptina en terciles

mostraba diferencias estadisticamente significativas, tal como se muestra en la figura

26.
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Figura 26.- Porcentaje de mujeres que logran gestacion nacido vivo y que no la logran

distribuidas segun los niveles de leptina intrafolicular distribuidos en terciles. *(p=

0,002).
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V.3. Modelos multivariables andlisis ROC y estudios de sensibilidad y

especificidad. Desarrollo de un modelo predictivo de posibilidad de embarazo.

El analisis de varianza no encontré ninguna relacion entre el IMC o la CA con el
namero de oocitos recuperados, el nimero de oocitos maduros, el numero de oocitos

fertilizados, el nimero de embriones tipo A o el nUmero de embarazos.

Para el desarrollo de un modelo predictivo de probabilidad de embarazo
evolutivo se consideraron, en primer lugar, las caracteristicas de las pacientes que
lograban una gestacion nacido vivo y las que no la conseguian, tal como se muestra en

la tabla IX.
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Gestacion nacido Gestacion no
vivo evolutiva
(n=23; 17,7%) (n =107; 82,31%)
Edad afios 35,0 [3,0] 35,5 [14]
Peso (kg) 59,3+ 8,8 63,8+10,9
IMC (kg /m?) 22,8+2,1 24,1+3,8
CA (cm) 74,618,1 79,2+8,7 *
Insulina pg/mL 6,4 [5,0] 8,8 [4,0]
HOMA-IR 1,8+1,1 2,1+0,9
E, pg/mL 1466,0 [1311,0] 1475,5 [1031,7]
P, (ng/mi) 0,7 [0,4] 0,8 [0,5]
Leptina (ng/ml) 11,5+4,6 16,8+6,2 **
N© foliculos 13,615,4 11,1+4,7 ***
T, foliculos (cm) 21,0[4,0] 21,0 [4,3]
N° Oocitos 11,1+4,9 9,545,2
Oocitos M II 8,5%4,1 7,743
O. fertilizados 5.7%2,5 4,7£3,0
Emb. Tipo A 1,0[1,0] 0,0[1,0]
N° emb. Transferidos 2:0 [1.0] 1,0[1,0]

Tabla 1X.- Caracteristicas basales y de tratamiento de las pacientes que fueron
sometidas a transferencia embrionaria segun lograsen o no gestacion con nacido vivo.
Valores medios (£ DS) o mediana [rango intercuartil]. *(p = 0,02), **(p <0,0001) y

*+%(p = 0,02).

La realizacion de un modelo multivariable mediante regresion binaria logistica
en la que se consideréd como variable predictiva dependiente a la gestacién con nacido
vivo y como covariables al perimetro abdominal, los valores de HOMA-IR, la edad, el
IMC, el perimetro de la cintura en cm, el protocolo de estimulacion empleado, la dosis
de FSH utilizada en Ui, el HOMA-IR, el numero de foliculos, los niveles de estradiol y
progesterona al final de la EOC y los niveles de leptina intrafolicular mostraba que las

tres variables que influian en el resultado eran: el nimero de foliculos, los niveles
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séricos de progesterona y los niveles intrafoliculares de leptina, tal como se muestra en

la tabla X.
OR 95.0% C.l.for EXP(B)
Lower Upper

CA (cm) 0,97 0,895 1,047
HOMA-IR 1,18 0,663 2,111
Ne Foliculos 1,22 1,088 1,398 *
E, 1,02 0,999 1
P, 0,13 0,022 0,825 **
Leptina ng/ml 0,8 0,697 0,936 ***

Tabla X.- Estudio de la influencia de las distintas variables relacionadas con la
probabilidad de gestacidn con nacido vivo tras analisis con regresion logistica binaria.

*1(p = 0,002), **(p = 0,03), ***(p = 0,003).

La evaluacion con un modelo lineal mediante el método FORWARD LR por
pasos, encontrd que 3 variables con significacion estadistica que podian ser empleadas
para predecir la posibilidad de gestacion de manera que se aplicé la siguiente formula

matematica, resultado de multiplicar el valor de Beta por el valor de la variable:

-1,904 X Progesterona + 0,177 X Foliculos + -0,234 X Leptina

Con los valores obtenidos de dicha formula, se construyd una nueva variable
cuyo andlisis ROC dibuja una curva que presenta un buen rendimiento para predecir la
posibilidad de gestacion con nacido vivo, al tener un area bajo la curva de 0,837, lo que
mejora de forma ostensible el rendimiento diagndstico respecto al uso de la leptina

intrafolicular en solitario, tal como se muestra en la figura 27.
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Figura 27.- Curva ROC para la probabilidad de conseguir gestacion segun el modelo
propuesto tras regresion logistica binaria con método Forward: LR, considerando el

namero de foliculos, los niveles séricos de progesterona y los niveles intrafoliculares de

leptina.

El célculo del indice de Youden para medir la mejor efectividad diagnostica de
gestacion con nacido vivo encuentra que el punto de corte con mejor rendimiento para
la ecuacion diagndstica propuesta es de 0,204 con el que se conseguiria una sensibilidad
del 78 % y una especificidad del 80%. Otros puntos de corte que podrian ser escogidos

segun se desee mejorar la sensibilidad o la especificidad, se muestran en la tabla XI.
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Valor Sensibilidad Especificidad

0,06 96 53
0,204 78 80
0,321 60 97

Tabla XI.- Diferentes puntos de corte 0ptimo que pueden ser elegidos con el modelo

propuesto para predecir la posibilidad de gestacion con nacido vivo
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V1. DISCUSION

La respuesta del organismo al balance energético positivo consiste en almacenar
energia, habitualmente en forma de triglicéridos, en el compartimiento subcutaneo y
visceral preferentemente. Este almacenamiento excesivo de energia, consecuencia de la
sobrealimentacion, se asocia a un estado de inflamacion crénica, cambios hormonales y
disfuncion mitocondrial que, junto a otros efectos negativos, originardn anomalias

metabdlicas que repercuten sobre la salud general del individuo (Lewis, y cols. 2013).

Desde hace muchos afios se ha demostrado que un balance de energia
equilibrado y un IMC adecuado son esenciales para una capacidad reproductiva correcta
(Kennedy y Mitra 1963). Se conoce que la obesidad puede alterar la tasa de fecundidad
e incluso modificar los resultados de las técnicas de reproduccién asistida (TRA), a
través de diversos mecanismos que actian en el sistema reproductivo (de La Croix
2012) y, en concreto, que las alteraciones de la homeostasis de la glucosa junto con las
modificaciones en los niveles de leptina juegan un papel importante en la reproduccién,
que aun no se conoce en profundidad (Yadav, y cols. 2013). La relacion entre la
insulina, la leptina, las gonadotrofinas pituitarias y la esteroidogénesis ovérica es
compleja y probablemente sea diferente en las pacientes con diagndstico de SOP. En
este sentido, el presente trabajo intenta centrarse en la accion gonadal de dichas
hormonas en un grupo de pacientes sin diagnéstico de SOP que presentaban 0 no

obesidad abdominal y que eran sometidas a una EOC para realizar una FIV.

La tasa total de embarazos por ciclo iniciado en nuestra muestra resulté menor
que la media comunicada por el ultimo registro de la Sociedad Espafiola de Fertilidad

para el afio 2011 que fue del 28,6%. Esta tasa mas baja puede explicarse por el tipo de
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centro de reproduccion en donde el estudio se llevd a cabo, el cual difiere de otros
centros privados que aportan datos al registro general de la Sociedad Espariola de
Fertilidad. Asi, si bien es cierto que las pacientes son de edad inferior a 40 afios, otros
factores claramente relacionados con buenos resultados perinatales como serian la
transferencia en fase de blastocistos, el uso de embryoscope, de un programa de
donacion de oocitos, del diagndstico genético preimplantaciénal o un control mas
exhaustivo del EOC, que no puede llevarse a cabo al no ser posible realizarlo durante

los fines de semana por no considerarlo conveniente la administracion publica.

A pesar de estos resultados, la tasa de gestaciones con nacido vivo que
observamos era de 17,7%, lo que estd acorde con los datos de dicho registro que
comunican una tasa de gestaciones que finalizan en parto del 16,8% por ciclo iniciado,
lo que refleja el buen funcionamiento del laboratorio de reproduccion y las menores
complicaciones durante la gestacion y el parto en las mujeres menores de 40 afios

respecto a las de mayor edad.

La obesidad en general y la obesidad abdominal en particular, se han relacionado
con la necesidad de dosis mas elevadas de gonadotrofinas para obtener un nimero
adecuado de oocitos (Bellver y cols. 2010) y con una tasa mayor de pobre respuesta
ovarica definida con arreglo a los criterios de Bolonia de la ESHRE como aquella
situacion en la que se obtienen menos de 4 oocitos en respuesta a una EOC con al
menos 150 Ul/d de FSH (Ferraretti y cols. 2011). En nuestra muestra, aunque no se ha
registrado una diferencia estadisticamente significativa, si se aprecidé una tendencia a

prescribir dosis mas elevadas de gonadotrofinas a medida que aumenta el IMC, pero no
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apreciamos diferencias en la tasa de cancelaciones o de pobre respuesta ovarica entre las
mujeres obesas y las no obesas.

Algunos investigadores han constatado una peor calidad de oocitos o de los
embriones en las pacientes obesas (Metwally y cols. 2007), pero en nuestro estudio no
hemos podido apreciar estas diferencias y Unicamente se constaté un menor nimero de
embriones fertilizados en las pacientes con obesidad abdominal, sin que existiesen
diferencias significativas desde el punto de vista estadistico en el nimero de oocitos o

en la proporcion de oocitos en metafase I1.

En la literatura se muestra una tendencia a la disminucion de las tasas de
embarazo a medida que aumenta el IMC (Bellver y cols. 2007), especialmente a partir
de los 30 afios (de Mouzon y cols. 2012) que podria deberse, ademés de a los peores
pardmetros ovaricos antes referidos, a una receptividad uterina reducida y, por tanto,
una peor tasa de implantacion (Bellver y cols. 2013). El escaso nimero de embarazos en
pacientes obesas que hemos tenido en nuestra muestra nos impide realizar un anélisis
estadistico para estudiar si la obesidad se asocia a una peor tasa de embarazo, pero
cuando evaluamos la proporcion de embarazos con respecto al IMC no apreciamos
tampoco diferencias estadisticamente significativas entre los terciles considerados ni
una peor tasa de implantacion en las mujeres obesas. Tampoco hemos podido constatar
peores tasas de embarazo en las mujeres con obesidad abdominal respecto a las mujeres

con circunferencia abdominal normal.

Aunque los niveles séricos de insulina no varian a lo largo de la EOC (Genc y
cols. 2011), se sabe que la obesidad abdominal se asocia con cambios en citoquinas

inflamatorias y con RI que podrian empeorar los resultados perseguidos con dicha
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estimulacion, independientemente de la pauta de la EOC que se realice y la dosis de
gonadotrofinas empleadas. En nuestro estudio, las pacientes que presentaban RI
mostraron menos gestaciones con nacido vivo que las pacientes normales, tal como
preveiamos; sin embargo, la diferencia no fue estadisticamente significativa, lo que
puede deberse a un error estadistico tipo Il (error tipo Beta) dado el escaso tamafio
muestral que fue calculado para evaluar diferencias en los niveles de leptina

intrafolicular y no para la RI.

Algunos autores han relacionado la RI con niveles més elevados de LH
(Brothers y cols. 2010) y con alteraciones de ciclo menstrual (ESHRE Capri Workshop
Group 2012). Nosotros no observamos esta relacion, si bien debe tenerse en cuenta que
en nuestra muestra las mujeres que presentaban SOP fueron excluidas y en ellas es
conocido que las cifras de LH tienden a ser mas altas y la oligomenorrea es uno de los

sintomas principales del sindrome.

En este sentido, resulta interesante considerar también la accion de la insulina
sobre las neuronas hipotalamicas, bien de forma directa o a través de su efecto sobre la
accion de la GnRH, si bien estas acciones son dificiles de determinar con exactitud,
debido a las dificultades para su estudio aislado de otros posibles estimulos
hipotalamicos o hipofisarios, como la glucosa o los &cidos grasos que también tienen
efectos a esos niveles. Ademas, aunque existe un grupo de genes de la subfamilia
FOXO que se expresa en células gonadotropas y que puede ser modulado por
sefializacion de la insulina (Arriola y cols. 2012) su estudio estaria fuera del ambito de
la presente investigacion ya que el propio disefio del estudio impide su evaluacion al

usarse gonadotrofinas exogenas durante la EOC.
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Respecto a las caracteristicas de los ciclos de EOC, no encontramos en nuestro
trabajo diferencias en los tipos de protocolo o dosis de gonadotrofinas empleadas para
lograr un nimero adecuado de foliculos entre las pacientes con RI y las pacientes
normales. Estos datos estan de acuerdo con los comunicados por otros autores como
Welt y colaboradores (Welt y cols. 2003) y difieren de los observados por Fedorcsak y
colaboradores (Fedorcsak y cols. 2000) en una muestra de pacientes con SOP y Rl en
las que constataban que presentaban niveles méas bajos de estradiol y precisaban de
dosis mas altas de FSH durante la estimulacion ovarica respecto a las mismas pacientes
con SOP en la que no habia RI, si bien esas diferencias desaparecian después de
controlar el IMC. En nuestra muestra, las pacientes con RI no precisaron de dosis mas
altas de gonadotrofinas corroborando los datos de dicho autor para pacientes sin SOP en
las que la RI no ejercia ninguna influencia en la respuesta a las gonadotrofinas,

independientemente que presentasen o no obesidad abdominal.

En esta linea, otros autores han sefialado que en pacientes que no han sido
diagnosticadas de SOP, los niveles elevados de insulina circulante y de IGF-I se asocian
con una mejor respuesta de los foliculos antrales a las gonadotropinas (Meldrum y cols.
2013) y que los valores de HOMA-IR superiores a 2,5 se correlacionaban de forma
positiva con el indice de andrdgenos libres y con el recuento total de foliculos durante la
EOC (Dickerson y cols. 2010a); de esta forma, establecen la hipotesis de un posible
efecto dual positivo de la insulina y los androgenos sobre el ovario para promover la
foliculogénesis temprana. Esta hipdtesis también es sustentada por los datos de Nardo y
colaboradores (Nardo y cols. 2009) quienes observaron en mujeres no obesas con SOP

una relacion positiva entre la Rl y la hormona antimulleriana.
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Considerados todos estos datos en su conjunto, parecen concluir que la accion
positiva de la insulina sobre el ovario estaria asociada a la existencia de un ambiente
androgénico, independientemente de que exista o no diagndstico de SOP. En nuestro
estudio no hemos podido determinar niveles de andrégenos por lo que no podemos
confirmar ni refutar dicha hipotesis, aunque nuestros datos si apoyarian los resultados
de otros trabajos en los que se registra un incremento del estrés oxidativo en los oocitos
de pacientes con RI, de manera que se encuentra una elevada concentracion de
moléculas reactivas que contienen oxigeno (ROS) o una reduccion de la concentracion
de glutation, junto a un deterioro de la funcion mitocondrial en la vesicula germinal y en
el oocito en metafase 11 que sufririan también una apoptosis precoz (Ou y cols. 2012a).
Esta hipdtesis si podria explicar por qué en nuestra muestra se obtiene un ndmero
significativamente menor de oocitos fertilizados en las pacientes con CA> 80 cm en las
que la incidencia de RI era del 81,3%, dado el estado de inflamacion crénica y el mayor

estrés oxidativo que se observa cuando existe obesidad abdominal.

La Rl es uno de los componentes basicos del sindrome metabdlico cuyas
repercusiones en la salud de las personas estan claramente establecidas para el riesgo
cardiovascular o para el riesgo de diabetes mellitus, pero cuya influencia en el campo de
la fertilidad permanece aun sin aclarar. En la actualidad existe un ensayo clinico abierto
para dar respuesta a este interrogante (Clinical Trial NCT01958424). Nuestro estudio
incluyé muy pocas pacientes que cumpliesen los criterios exigidos para el diagndstico

de este sindrome, pero ninguna de ellas consiguio una gestacion evolutiva.
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En humanos la leptina sérica se asocia con la secreciéon de LH (Yu y cols. 1997),
de modo que las situaciones en que hay déficit de leptina se altera la frecuencia del pico
de LH, que puede ser revertida cuando se administra leptina exdgena (Chan y cols.
2006). Por otro lado, los niveles elevados de leptina de forma crénica pueden ocasionar
disfuncion del eje neuroendocrino gonadal (Clement y cols. 1998) con un aumento de la
expresion de GnRH mARN en la hipdfisis de las ratas obesas (Tulipano y cols. 2004).
Debe considerarse también que la accion de la leptina sobre el eje neuroendocrino
gonadal parece desencadenarse de forma indirecta (Quennell y cols. 2009), pudiendo
regular la secrecion de GnRH bien por via directa o través de las neuronas KiSS-1
(Lehman, Coolen y Goodman 2010) siendo la Kisspetina el mediador mas importante

(Hameed, Jayasena y Dhillo 2011).

A nivel gonadal, la leptina ha sido inmunolocalizada en los oocitos humanos
pudiendo ser transportada desde la sangre (Antczak y Van Blerkom 1997) o producida a
nivel local en el propio ovario, en donde se han descrito funciones autocrinas y
paracrinas que pudieran relacionarse con el normal desarrollo folicular y del cuerpo
luteo. En concreto, la accién de la leptina parece estar localizada a nivel de las células
de la granulosa. En estas células se localizan receptores para la leptina y en ellas se ha

demostrado la produccidn local de leptina (Sarkar y cols. 2010).

Almong y colaboradores (Almog y cols. 2011) demostraron que los niveles de
leptina intrafolicular al final de la EOC no eran diferentes entre los distintos protocolos
de EOC utilizados, lo que también fue constatado en nuestro estudio, ya que no
observamos diferencias entre el protocolo corto con agonistas 0 con antagonistas de la

GnRH ni tampoco entre las distintas dosis o tipos de gonadotrofinas empleadas.
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Dada la relacion entre RI y niveles séricos de leptina, no es extrafio pensar en
una posible relacion entre R1y los niveles de leptina intrafolicular. En nuestra muestra
hemos encontrado una correlacion positiva y estadisticamente significativa entre Rl y
los niveles intrafoliculares de leptina la cual no habia sido descrita previamente en
mujeres sin diagnostico de SOP. Este hallazgo discrepa en parte de los resultados de
otros autores como Takikawa y colaboradores (Takikawa y cols. 2010) que en una
muestra corta de pacientes no encuentran una correlacion significativa entre la insulina
y la leptina intrafolicular, o de los datos comunicados por Fedorcsarck y colaboradores
(Fedorcsak y cols. 2000) quienes en una muestra de 20 pacientes con SOP tampoco

observa correlacion entre Rl y leptina intrafolicular.

Aunque la leptina tiene un papel indudable en el proceso reproductivo, su
complejo mecanismo de accién no ha sido totalmente elucidado a nivel ovéarico. Se
conoce que la leptina y su receptor se expresan en los foliculos en diferentes momentos
del ciclo (Ryan y cols. 2002) y estudios “in vitro” han demostrado un efecto directo de
la leptina sobre la proliferacion, apoptosis y sefializacion intracelular en las células
ovaricas (Sirotkin y cols. 2008). Algunos trabajos han relacionado la leptina con una
maduracion mejor de los oocitos (Paula-Lopes y cols. 2007), pero sus niveles deben de
encontrarse dentro de unos limites fisioldgicos, ya que estudios realizados en bovinos
encuentran que los niveles de leptina se relaciona de modo inverso con los niveles de
estradiol intrafolicular, un marcador indirecto de la maduracion del foliculo (Sarkar y
cols. 2010). En este sentido, otro estudio realizado en ratones, también observo que se
produce una inhibicion del desarrollo y el crecimiento folicular cuando se administra

leptina recombinante (Swain y cols. 2004). En nuestra muestra no hemos encontrado
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una correlacion estadisticamente significativa entre los niveles intrafoliculares de
leptina y los valores séricos de estradiol al final de la EOC, ni entre los niveles
intrafoliculares de leptina y el nimero de oocitos en metafase Il, pero si que
constatamos una clara correlacion negativa entre dichos niveles y el nimero de oocitos

fertilizados y la posibilidad de gestacion con nacido vivo.

Al igual que otros autores (Welt y cols. 2003), no hemos encontrado ninguna
relacion entre los niveles de leptina intrafolicular y los marcadores de la calidad
oocitaria o grado de calidad embrionaria. Estos hallazgos discrepan de los comunicados
por Anifandis y colaboradores. (Anifandis y cols. 2005) que aprecian una peor calidad
embrionaria con niveles elevados de leptina sérica e intrafolicular; si bien en su estudio
los valores medios de leptina intrafolicular eran muchos més elevados que en nuestro

estudio.

A pesar de no observar esta correlacion negativa entre los niveles intrafoliculares
de leptina y la calidad embrionaria, si que apreciamos en nuestro estudio una clara
correlacion negativa entre los niveles intrafoliculares de leptina y la posibilidad de
gestacion. Estos resultados estan de acuerdo con Mantzoros y colaboradores (Mantzoros
y cols. 2000) que observaron que las concentraciones bajas de leptina intrafolicular
podrian ser un marcador del éxito de los tratamientos de reproduccion asistida y que en
las mujeres con SOP se registraban concentraciones de leptina intrafolicular mas altos
que las pacientes normales, incluso despues de ajustar para el IMC. Nuestro estudio no
considera a las pacientes con SOP, ya que en dichas pacientes los cambios hormonales
asociados a la hiperplasia de la teca y la RI dificultan el estudio del verdadero papel de

leptina intrafolicular, pero resultan méas consistentes al considerar que esta correlacion
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resulta ser ain mas significativa cuando distinguiamos entre las gestaciones que

finalizaban en aborto y las que evolucionaban de forma fisioldgica.

Datos de investigacion basica podrian explicar esta correlacion. Estudios “in
vitro” en células de la granulosa y de la teca encuentran un papel negativo de la leptina
en la funcion ovérica (Karamouti y cols. 2009); principalmente, sobre la
esteroidogénesis mediada por LH y IGF-1 e insulina (Agarwal y cols. 1999) o por una
accion mediada por el 6xido nitrico que inhibiria la actividad aromatasa (Huang y cols.

2005).

En la literatura hay también trabajos que discrepan de nuestros resultados y no
constatan esta relacion entre altos niveles de leptina intrafolicular y posibilidad de
gestacién evolutiva. Asi Chen y colaboradores (Chen y cols. 2004), Asimakopoulos y
colaboradores (Asimakopoulos y cols. 2009) y Almog y colaboradores (Almog y cols.
2011) no observaron ninguna relacion entre los niveles séricos o foliculares de leptina
con los resultados de la FIV. Un unico trabajo (De Placido y cols. 2006) encuentra justo
resultados opuestos a los hallados en el presente trabajo, ya que en dicho estudio se
encontraba una relacion directa entre los niveles intrafoliculares de leptina y la
probabilidad de fertilizacion del oocito; si bien estos resultados deben de tomarse con
precaucién al ser un estudio con un tamafio muestral pequefio (37 casos) y emplear
protocolos de EOC diferentes de los habituales a causa de las peculiaridades de la

legislacion italiana sobre FIV/ICSI.

En la mayoria de estas investigaciones existen diferencias metodoldgicas

importantes. Por ejemplo, en algunos se realizd la determinacion de leptina
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intrafolicular en todo el “pool” de foliculos puncionados, en lugar de en un solo foliculo
seleccionado como en nuestro estudio o en los estudios que encuentran resultados
similares a los nuestros. Las metodologias no son, por tanto, equiparables, ya que
cuando se estudia todo el pool folicular buscando una evaluacién mas completa de la
cantidad de leptina intrafolicular en el ovario, se producen diversas variables de
confusion que podrian alterar los resultados como serian: la dificultad para puncionar
exactamente todos los foliculos del ovario, la dificultad para correlacionar exactamente
el nivel de leptina con el tamafio de cada foliculo y la mayor posibilidad de

contaminacion por sangre y o células del estroma ovarico.

El coste econdmico y emocional de los ciclos de FIV/ICSI, especialmente
cuando la implantacion no se produce o cuando ocurre, pero el embarazo finaliza con un
aborto, justifican los intentos de investigar para conseguir herramientas con las que
poder predecir la posibilidad de éxito de la técnica. En este sentido hemos considerado
el desarrollo de un modelo predictivo para mejorar la informacion que las parejas
solicitan con el fin de ayudarles a tomar la decisiones. Para ello, en un primer paso se
incluyeron todas las variables en un algoritmo automético basado en razon de
verosimilitud para su seleccion y, posteriormente, se eligieron aquellas variables que en
razén de la evidencia cientifica parecen estar relacionadas en la clinica con la
probabilidad de gestacion, una vez eliminadas las posibles variables de confusion. De
este modo, se obtuvo el modelo matematico propuesto cuya férmula combina 3
variables faciles de obtener en la clinica con un minimo incremento econémico del
coste del ciclo de FIV/ICSI. La sensibilidad y especificidad que ese modelo alcanzé en
nuestro estudio es alta y justificaria el ensayo de dicho método en una poblacién maés

amplia para comprobar su correcto funcionamiento ya que tal como sefialan Coppus y
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colaboradores (Coppus y cols 2009) sefialan, en medicina reproductiva no existe un
modelo prondstico perfecto para predecir la gestacion en parejas que se someten a
FIV/ICSI; sin embargo, modelos predictivos bien calibrados y con suficiente
variabilidad en el célculo de probabilidades, podrian usarse para apoyar la toma de
decisiones, considerando que el area bajo la curva ROC expresa Unicamente la
posibilidad de discriminacién del modelo y que para evaluar el valor real de dicho
modelo es necesario reclasificar las probabilidades en la clinica para conocer el

verdadero rendimiento del test.

El presente estudio tiene algunas limitaciones, similares al resto de los estudios
que se han efectuado en este campo. En primer lugar, el hecho de que la leptina haya
sido medida solo en el primer foliculo puncionado aporta Unicamente una estimacion de
lo que podria ocurrir en el resto de los foliculos del ovario, aunque evita también las
desviaciones antes comentadas. En segundo lugar, diversos parametros
postinseminacién relacionados con la fertilizaciéon y la implantacion no han sido
evaluados en profundidad, pero no se observaron diferencias en la calidad del semen o
en las patologias uterinas entre las pacientes que iniciaron el estudio. En tercer lugar,
aunque nuestro trabajo refuerza el concepto de que la leptina intrafolicular se comporta
como un predictor del éxito en FIV, no suministra informacion precisa de los
mecanismos Ultimos a través de los cuales actua; si bien, parece razonable pensar que
los mismos mecanismos descritos en los estudios “in vitro” podrian ser similares.
Finalmente, tampoco se ha considerado el posible papel de la leptina sobre la
implantacion y el desarrollo embrionario, por el propio disefio del estudio, pero su
accion a nivel endometrial (Dos Santos y cols. 2012) o sobre la respuesta inmune (Mor

y cols. 2011), dadas las posibles influencias de la leptina en la homeostasis timica, la
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interleuquina-1, el TNF-a o la diferenciacion de T helper 1 (Procaccini, Jirillo y
Matarese 2011); asi como otras posibles infuencias de la leptina en la regulacion del
proceso de implantacion embrionaria (Cervero y cols. 2006), deberian de incluirse en el

disefio de futuros estudios para corroborar los resultados obtenidos.

Considerando estas limitaciones, se pueden alcanzar las siguientes conclusiones

como respuesta a los objetivos planteados:
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VIl. CONCLUSIONES

Conclusion 1:

La resistencia a la insulina se relaciona de forma positiva con los niveles
intrafoliculares de leptina, los cuales influyen negativamente en los resultados de

FIV/ICSI.

Conclusion 2:

Las pacientes con obesidad abdominal presentan con mas frecuencia

resistencia a la insulina y tienen niveles intrafoliculares de leptina méas elevados,

pero no pueden extraerse conclusiones fiables sobre su relacion con la tasa de

gestacion con nacido vivo debido al tamafio muestral.

Conclusion 3:

El tipo de protocolo empleado en la EOC y los valores de estrégenos

alcanzados al final de la EOC no influyen en los niveles de leptina intrafolicular.
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Conclusion 4:

La combinacién del namero de foliculos y los niveles de progesterona
séricos al final de la EOC junto a los niveles intrafoliculares de leptina, con arreglo
al modelo diagndstico propuesto, predice la probabilidad de gestacion con nacido
vivo en los ciclos de FIV/ICSI con un buen nivel de discriminacion. Por lo tanto,

seria recomendable su utilizacidén en un futuro ensayo clinico.
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IX. ABREVIATURAS:

- ADN: Acido desoxirribonucleico.

- ANOVA: Test de Anélisis de la Varianza.

- ASEBIR: Asociacion Espafola para el estudio de la biologia reproductiva.
- ATPIII: Adult Treatmen panel I11.

- CA: Circunferencia abdominal.

- ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas.

- EMM: Edad media de la maternidad.

- EOC: Estimulacion ovérica controlada.

- ESHRE: Sociedad europea de reproduccién humana y embriologia.

- E,. Estradiol.

- FIV: Fecundacion “in vitro”.

- FSH: Hormona foliculoestimulante.

- FSHr: Hormona foliculoestimulante recombinante.

- GnRH: Hormona liberadora de gonadotrofina.

- HCG: Gonadotropina corionica humana.

- HIV: Virus de la inmunodeficiencia humana.

- HOMA-IR: Modelo homeostatico de valoracién para la resistencia a insulina.
- HUCA: Hospital Universitario Central de Asturias.

- ICSI: Inyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide.

- IFC: Indicador coyuntural de fecundidad.

- IGF-I: Factor de crecimiento semejante a la insulina tipo I.

- IGF-I1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1.

- IGF1-R: Receptor del Factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 1.

- IGFBPs: Proteinas de union de los IGF a su receptor.
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- IMC: indice de Masa Corporal.

- IR: Receptor de insulina.

- IRS 1: Subtrato tipo 1 del receptor de insulina.

- IRS 2: Subtrato tipo 2 del receptor de insulina.

- IRR: Receptor relacionado con el receptor de insulina.

- LH: Hormona luteinizante.

- OMS: Organizacion mundial de la salud.

- PRO: Pobre respuesta ovarica.

- PTP1B: Protein tyrosin fosfatasa 1B.

- P4 :Progesterona.

- QUICKI: Quantitative insulin sensitivity check index.

- RI: Resistencia a la insulina.

- ROC: Caracteristica Operativa del receptor (Receiver Operating Charasteristic).
- SHBG: Globulina transportadora de las hormonas sexuales

- SNC: Sistema nervioso central

- SOP: Sindrome del ovario poliquistico.

- TNF-a: Factor de necrosis tumoral alpha.

- TRA: Técnicas de reproduccion asistida.

- Ul/d: Unidades internacionales / dia.

- VDRL: Test treponémico para el diagnostico de sifilis. (Venereal disease

research laboratory).
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