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1 INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la infertilidad como la
incapacidad de conseguir o completar un embarazo en parejas que llevan mas de 12
meses manteniendo relaciones coitales frecuentes sin el uso de métodos
anticonceptivos. La infertilidad afecta aproximadamente a un 10-15% de las parejas en

edad fértil y esta cifra va en aumento.

Una manera de abordar los problemas de infertilidad es el uso de las Técnicas de
Reproduccién Asistida (TRA). Las principales técnicas utilizadas en los laboratorios de
Reproduccion Asistida son la Inseminacion Artificial (IA), la Fecundacion in vitro
(FIV) y la Inyeccidn Intracitoplasmatica del Espermatozoide (ICSI).

Una de las tareas principales del embridlogo es escoger los gametos y embriones
que puedan dar el mejor resultado posible. A principios del siglo XX, un embriélogo
llamado E. B. Wilson sugiri6é que “la embriogénesis comienza en la ovogénesis” y que
el desarrollo del embridn, por tanto, depende en gran medida del proceso de generacion
del ovocito. Aungue el espermatozoide contribuye de manera esencial en la generacién
del nuevo individuo, el desarrollo del embrion depende principalmente del ovocito
(Coticchio et al. 2004).

En muchos casos no se consigue la fertilizacion del ovocito porque el
espermatozoide no es capaz de penetrar en este, lo cual podria solucionarse mediante
ICSI. Sin embargo, hay casos en los que se consigue la microinyeccién exitosa del
espermatozoide en el citoplasma del ovocito pero, aln asi, no se consigue la
fertilizacion. Esto puede ser debido a una deficiencia en el factor activador del ovocito
asociado al espermatozoide, pero también podria deberse a algun problema en el
ovocito (De Sutter et al. 1996). En un estudio se observo que el 13% de los ovocitos no
fertilizados con el uso de Técnicas de Reproduccion Asistida, tenian alguna anomalia
morfoldgica, probablemente incompatible con la fertilizacion (Van Blerkom 1990).



1.1 Calidad ovocitaria

La calidad de los ovocitos depende de criterios morfoldgicos, celulares y
moleculares (Lasiene et al. 2009), sin embargo este trabajo se centra en las
caracteristicas morfoldgicas. Es importante distinguir los casos en los que los ovocitos
presentan una sola alteracion morfoldgica, de los casos en que presentan varias

alteraciones morfoldgicas (Sa et al. 2007).

La maduracion nuclear no es suficiente para determinar la competencia del
ovocito. La maduracion nuclear y citoplasmatica deben estar completadas de manera
coordinada para asegurar las condiciones 6ptimas para la fertilizacion. La perturbacion
0 asincronia de esos dos procesos puede resultar en diferentes anomalias morfoldgicas
en el ovocito (Hassan-Ali et al. 1998; Eichenlaub-Ritter et al. 1995; Loutradis et al.
1999; Kahraman et al. 2000).

Para llevar a cabo la ICSI, se realiza la decumulacion previa de los ovocitos, que
consiste en la eliminacion de las células del cimulus que los rodean. Este proceso
facilita la observacidon de la morfologia citoplasmatica del ovocito y su maduracién
nuclear. En cambio en la FIV convencional no se decumulan los ovocitos y se consigue

poca informacién acerca de la morfologia ovocitaria.

Se considera que un ovocito tiene buena calidad cuando esta maduro (en MIl) y
tiene una forma esférica perfecta, un citoplasma translucido sin inclusiones (Coticchio
et al. 2004), un espacio perivitelino pequefio y una zona pellcida clara e incolora (De
Sutter et al. 1996). En la ilustracion 1 se puede observar un ovocito maduro de buena
calidad (Ochando, 2013).

Corpusculo polar

lustracion 1. Ovocito maduro (MII)



1.1.1  Alteraciones morfoldgicas de los ovocitos

Las alteraciones morfoldgicas del ovocito pueden ser extracitoplasmaticas o
citoplasmaticas. Las alteraciones extracitoplasmaticas engloban irregularidades de la
zona pelucida, del espacio perivitelino, de la forma del ovocito y del primer corplsculo
polar (Balaban and Urman, 2006). Las alteraciones citoplasmaticas engloban la
granulosidad, acumulos de Reticulo Endoplasméatico Liso (REL), presencia de

inclusiones citoplasmaticas y presencia de vacuolas (Serhal et al. 1997).

1.1.1.1 Alteraciones extracitoplasmaticas

La zona pelucida puede ser regular o irregular; delgada, gruesa o mixta; redonda
u oval; clara, oscura; o septada. Las alteraciones en la zona pelucida estan relacionadas
con anomalias en la estructura y la funcion del REL. Cuando el REL es anormal puede
secretar pocos 0 muchos precursores de la zona pelGcida al espacio perivitelino, lo que
da lugar a una zona pellcida méas delgada o mas gruesa de lo normal, respectivamente.
También puede ocurrir que el REL secrete precursores anormales de la zona peldcida, lo

que puede dar lugar a una zona peltcida mas densa de lo normal (Sa et al. 2007).

La zona pelucida influye en la penetracion del espermatozoide (Lasiene et al.
2009). La rotura de la zona peltcida y la zona pelicida vacia son consideradas
alteraciones morfolégicas drasticas, y los ovocitos que las presentan no son aptos para
la ICSI (Loutradis et al. 1999).

En la ilustracion 2 se pueden observar algunas anomalias de la zona pellcida
(Cuaderno ASEBIR).
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lustracion 2. Zona pelicida septada (A), gruesa (B), oscura (C) y zona peltcida con forma no

circular



El espacio perivitelino puede ser mayor o menor de lo normal, y puede contener
granulos. En la ilustracién 3 se puede observar un espacio perivitelino aumentado y con
granulos (Cuaderno ASEBIR).

llustracion 3. Espacio perivitelino aumentado y con presencia de granulos

La anchura del espacio perivitelino esta directamente relacionada con el tamafio
del primer corpusculo polar, con la presencia de granulos, con el tamafio del ovocito y

con la anchura de la zona pellcida.

Los granulos presentes en el espacio perivitelino podrian proceder de la
fragmentacion del primer corpusculo polar, de una secrecién anormal del REL, de restos
de zona pellcida, de una fragmentacion del citoplasma o de restos de células foliculares
(Séa et al. 2007), también podria ser una sefial de sobredosis de gonadotropinas, ya que
en un estudio se encontr6 que el porcentaje de ovocitos con granulos en el espacio
perivitelino era significativamente mayor cuando se aplicaban altas dosis de HMG
(gonadotropina menopausica humana) para la estimulacion ovarica (Hassan-Ali et al.
1998). La granulosidad del espacio perivitelino también podria ser un fenémeno
fisioldgico relacionado con la maduracion del ovocito, ya que en un estudio se mostré
que la incidencia de granulos en el espacio perivitelino varia con la maduracién de los
ovocitos, encontrando granulos en el 34% de los ovocitos en MII, en el 4% de los
ovocitos en MI y en ninguna vesicula germinal. En ese mismo estudio se mostro que la
granulosidad no esta relacionada con la edad, la concentracion de progesterona el dia de
la administracion de la HCG (Gonadotropina Coridénica Humana), el tiempo de
incubacion de los ovocitos y la respuesta a la estimulacion medida como el nivel de

estradiol y el nimero de ovocitos recuperados (Hassan-Ali et al. 1998).



Algunos autores con modelos animales dicen que el tamafio del espacio
perivitelino puede afectar a la aproximacion de espermatozoide a la membrana del
ovocito. Esto no supone un problema para los ovocitos que van a ser sometidos a ICSI,
sin embargo, si podria suponer un fallo en la fertilizacion en FIV convencional (Herrero
etal. 2011).

El primer corpusculo polar puede tener una superficie lisa o rugosa; tener forma
redonda u ovoide; tener un tamafio grande o pequefio; y puede estar intacto o
fragmentado. En la ilustracion 4 se pueden observar distintas morfologias del primer

corpusculo polar (Cuaderno ASEBIR).

llustracion 4. Corpusculo polar grande (A), normal (B), pequefio (C) y fragmentado (D)

Se cree que el tamarfio del corpusculo polar esta relacionado con aneuploidias (Sa
et al. 2007). También se pensO que la forma irregular o la fragmentacion del primer
corpusculo polar podrian estar relacionadas con aneuploidias, pero en un estudio

(Verlinsky et al. 2003) se demostrd que no habia ninguna relacion.

Se ha sugerido que el primer corpusculo degenerado o grande podria indicar
alguna perturbacion en la maduracién del ovocito (De Santis et al. 2005; Eichenlaub-
Ritter et al. 1995).

La morfologia del primer corplsculo polar indica la edad post-ovulatoria del
ovocito humano (Lasiene et al. 2009; Eichenlaub-Ritter et al. 1995). La degeneracién

del primer corpusculo polar muestra un ovocito anciano (Lasiene et al. 2009).

Se encontrd relacion entre la fragmentacion del primer corpusculo polar y el
tiempo transcurrido entre la denudacién y la ICSI (Verlinsky et al. 2003). Parece que la
morfologia del primer corpusculo polar cambia después de unas pocas horas en el
cultivo in vitro. Por tanto, la morfologia del primer corpusculo polar no sirve como un

marcador de confianza de la calidad ovocitaria y su competencia.
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La extrusion del primer corpusculo polar indica el final de la maduracion
meidtica. En el peor de los casos, una maduracion nuclear suboptima puede llevar a un
fracaso de la extrusion del primer corpusculo polar. El hecho de que un ovocito madure
rapido antes de su aspiracion y quede detenido mucho tiempo en este estado antes de la
fertilizacion podria contribuir a la degeneracion del corpusculo (Eichenlaub-Ritter et al.
1995). La estimulacion ovarica puede resultar en una recuperacion de ovocitos en MlI
con duracion variable en la maduracion nuclear, y por ello se pueden encontrar

corpusculos polares diferentes.

En cuanto a la forma del ovocito, este puede tener un tamafio normal, aumentado
o disminuido; o puede tener una membrana regular o irregular. La membrana irregular y

la fragmentacion estan asociadas a la degeneracién del ovocito. (Sa et al. 2007).

Anormalidades en el tamafio se asocian con aneuploidias (Sa et al. 2007). Los
embriones que proceden de ovocitos gigantes dan lugar mas facilmente a triploides
(Rosenbusch et al. 2002). Aunque la aparicion de estos ovocitos es relativamente rara
después de la estimulacion ovarica, su uso es potencialmente peligroso, ya que son
cromosOmicamente anormales pero pueden tener un cleavage normal y un desarrollo
normal hasta blastocisto. La transferencia de estos embriones aumenta la probabilidad
de aborto (Balakier et al. 2002).

La forma ovoide del ovocito se relaciona con retrasos en los parametros in vitro
(Ebner et al. 2008).

1.1.1.2 Alteraciones citoplasmaticas
La causa de las anomalias citoplasmaticas es probablemente multifactorial.

Las vacuolas son un tipo de inclusiones citoplasmaticas rodeadas de membrana y
llenas de fluido. Pueden variar en nimero y tamafio (Cuaderno ASEBIR) y pueden estar
presentes en el ovocito desde el principio o pueden aparecer mas tarde, debido a la
manipulacion de los ovocitos en el laboratorio (Ebner et al. 2005).

La presencia de vacuolas podria deberse a una endocitosis incontrolable o a la
fusién de vesiculas preexistentes producidas por el Reticulo Endoplasmatico Liso o el

Aparato de Golgi, que en condiciones normales saldrian por exocitosis (Ebner et al.
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2005). Algunos autores consideran que las vacuolas son una sefial de severa
degeneracion (Van Blerkom 1990).

El REL es un tipo de inclusion citoplasmatica con tamafio similar al de un
pronucleo y forma ligeramente eliptica. Consiste en una acumulacion masiva de saculos
de Reticulo Endoplasmético Liso (Cuaderno ASEBIR) y podria ser una consecuencia de
la estimulacion ovérica, ya que no se observa en vesiculas germinales procedentes de

ovarios no estimulados (Van Blerkom 1990).

En la ilustracion 5 se pueden observar vacuolas y REL (Cuaderno ASEBIR).

llustracion 5. Vacuolas (V) y REL (R)

La granulacion citoplasmatica consiste en un area grande y oscura en el
citoplasma. Puede ser homogénea, ocupando todo el citoplasma (Kahraman et al. 2000),
o central, con un borde claro facilmente distinguible (Serhal et al. 1997). Ademas la
granulosidad puede ser ligera o severa. La severidad de la granulosidad se basa en el
diametro y la profundidad de la lesion. La granulosidad citoplasmatica de un ovocito

puede ser una sefial de inmadurez citoplasmética (Kahraman et al. 2000).

No se sabe qué factores son responsables de granulosidad citoplasmatica, una
razén podrian ser las anomalias cromosdmicas. En un estudio (Kahraman et al. 2000) se
encontré una tasa de aneuploidia del 52% en embriones procedentes de ovocitos con
granulosidad central severa. Sin embargo, esa alta tasa de aneuploidia podria ser debida
a la morfologia ovocitaria, a la avanzada edad de la mujer o a la infertilidad severa
masculina, ya que en otros estudios (Van Blerkom, Henry 1988; Van Blerkom 1989)

esa tasa es del 15-20%.
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En la ilustracion 6 se puede observar un ovocito con granulacion central
(Cuaderno ASEBIR).

lustracién 6. Ovocito con granulacion central

Las inclusiones citoplasmaticas son pequefias areas de necrosis. Pueden incluir
cuerpos refringentes, compuestos por lipidos y granulos densos que pueden estar
agrupados o aislados, o cuerpos picndticos no refringentes que suelen aparecer en forma
de herradura (Cuaderno ASEBIR). En la ilustracién 7 se pueden observar inclusiones

citoplasmaticas (Cuaderno ASEBIR).

lustracion 7. Inclusiones citoplasmaticas: cuerpos picnéticos (CP), cuerpos necrdticos (CN) y

cuerpos refringentes aislados (1).

Existen varios estudios acerca del efecto de la calidad ovocitaria sobre el resultado
de la ICSI (S4 et al. 2007; Balaban, Urman 2006; Herrero et al. 2011; Chamayou et al.
2006; Lasiene et al. 2009; De Sutter et al. 1996; Serhal et al. 1997; Hassan-Ali et al.
1998; Rienzi, Vajta & Ubaldi 2011; Ebner et al. 2000; Kahraman et al. 2000; Rienzi et
al. 2008; Coticchio et al. 2004), en algunos se encuentra relacion entre la morfologia del
ovocito y el resultado de la ICSI y en otros no, por tanto es un tema controvertido.
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1.1.2  Factores que afectan a la calidad ovocitaria y a la respuesta

ovérica en general

La calidad ovocitaria puede verse afectada negativamente por varios factores,
como la edad avanzada de la mujer, la elevada concentracion de FSH basal, el tabaco, el
tipo de estimulacion ovarica, el intervalo de tiempo entre la inyeccion de la HMG y la
puncion, el nivel de estradiol (Rashidi et al. 2005), la puncidn folicular, el cultivo in
vitro y la manipulacion en el laboratorio (Herrero et al. 2011). La calidad ovocitaria

también puede estar determinada por factores genéticos (Balaban, Urman 2006).

1.1.2.1 Efecto de la estimulacion ovarica

La estimulacion ovarica se emplea en las Técnicas de Reproduccion Asistida para
estimular el crecimiento de varios foliculos y asi poder obtener el mayor nimero de
ovocitos de alta calidad que sea posible. En los protocolos de estimulacién ovarica
controlada, el primer aumento de los niveles de estradiol puede llevar a una oleada de
LH muy temprana, llevando a un fin prematuro del ciclo. Para evitar esto, se realiza una
supresion de la hipofisis utilizando agonistas o antagonistas de la GnRH (Cavagna et al.
2011).

La FSH tiene un papel muy importante en el desarrollo folicular. Su papel
principal es la seleccion de un foliculo dominante preovulatorio, a partir de un foliculo
antral (Zeleznik, Wildt & Schuler 1980). Sin embargo, las etapas tempranas del
desarrollo folicular son relativamente independientes de las gonadotropinas (Zeleznik
2004; Zeleznik, Wildt & Schuler 1980). Se podria esperar que los elevados niveles de
FSH que se alcanzan debido a los tratamientos de estimulacion ovarica, provoquen un
agotamiento del pool de foliculos porque estimule a crecer los foliculos que estaban en
reposo. Sin embargo, si el pool de foliculos antrales ya ha sido seleccionado
independientemente de las gonadotropinas, la cantidad de FSH podria afectar solo al
desarrollo de los foliculos preovulatorios que vienen del pool de foliculos antrales, que
de otra manera podrian haber entrado en atresia debido a la seleccién del foliculo
dominante. Si esto es asi, el incremento de la FSH durante la fase lutea tardia podria no
afectar al numero de ovocitos de la cohorte. Como resultado, los ciclos repetidos no

deberian afectar a la reserva ovarica. Sin embargo, si el aumento de la FSH aumenta el
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namero de foliculos reclutados dentro de la cohorte, el tratamiento podria incrementar la
deplecién del pool de foliculos estimulando el resto de foliculos a crecer. Esto podria
resultar en una disminucion del nimero de ovocitos disponibles y podria afectar a la

reserva ovarica en repetidos ciclos (Gougeon, 1998).

El final del desarrollo folicular esta marcado por el efecto de la LH a mitad de
ciclo, que surge por la administracion exdgena de HCG. La LH induce la ruptura de la
pared del foliculo, desencadena la conversion de foliculo a cuerpo luteo y provoca
cambios en el ovocito y las células del cimulus. La LH hace que se reanude la meiosis,
haciendo que el ovocito progrese desde vesicula germinal a Ml y, posteriormente, lo
detiene en MII. El citoplasma también esta influenciado por la oleada de LH, teniendo
lugar una serie de cambios que son criticos para que tenga lugar la fertilizacion normal
(Coticchio et al. 2004).

La hormona clave en el desarrollo folicular es la FSH, mientras que se requieren
cantidades muy pequefias de LH en los distintos estadios del desarrollo folicular.
Niveles excesivos de LH en la fase folicular pueden tener efectos adversos sobre la
fertilizacion, implantacion, tasa de embarazo, desarrollo embrionario temprano
(Kolibianakis et al. 2003) y calidad ovocitaria. Ademas pueden aumentar la incidencia
de aborto (Imthurn et al. 1996). Debido al temor al efecto adverso de la LH en la fase
folicular, se hicieron estudios comparando el efecto de la estimulacion ovarica con
HMG (que contiene FSH y LH) y FSH sola (ya sea purificada o recombinante) sobre la
calidad ovocitaria. Algunos estudios (Rashidi et al. 2005; Out et al. 1996; Tanbo et al.
1990) no encuentran diferencias significativas entre el uso de HMG o FSH sobre la
calidad ovocitaria y el numero de ovocitos maduros. En cambio, otros estudios (Imthurn
et al. 1996; Daya, Gunby 1999) observan mayor nimero de ovocitos morfol6gicamente
normales y mayor numero de ovocitos maduros en las pacientes estimuladas con FSH

purificada, comparado con las estimuladas con HMG.

A diferencia de lo que ocurre en el proceso in vivo, en el cual la maduracion del
ovocito ocurre como resultado de una seleccion natural larga y meticulosa (Van Soom
et al. 2007), la estimulacion ovarica suprime esta seleccion y esto podria resultar en la
maduracion de ovocitos anormales que de otra manera hubieran entrado en atresia. De

esta manera la calidad ovocitaria podria verse comprometida (Swain, Pool 2008).
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1.1.2.2 Efecto de los ciclos repetidos y la edad

La fertilizacion in vitro ha sido exitosa en un gran numero de parejas (Templeton,
Morris & Parslow 1996; Engmann et al. 1999). Sin embargo, la mayoria de los
pacientes inféertiles necesitan méas de un ciclo de FIV/ICSI para conseguir embarazo, lo
cual resulta en repetidas estimulaciones del ovario. Un asunto controvertido es si la
respuesta ovarica se ve afectada tras varios ciclos consecutivos de estimulacion ovérica
controlada (Luk, Arici 2010).

Es posible que la puncion folicular tenga un efecto destructivo sobre los capilares
y los foliculos del ovario, y ese efecto se va acumulando durante repetidas punciones.
Ademéas las punciones repetidas también podrian inducir a la liberacion de
autoantigenos, provocando una disminucion del pool de foliculos (Gobert et al. 1992;
Luk, Arici 2010; de Boer et al. 2004). Si esto es verdad, se espera que en las mujeres

que se someten a ciclos repetidos disminuya el nimero de ovocitos recuperados.

Kolibianakis et al. (2002); Hoveyda et al. (2002); de Boer et al. (2004) y Caligara
et al. (2001) evaluaron a pacientes que se sometieron a varios ciclos de estimulacién
ovarica controlada. Todos ellos encontraron que el numero de ovocitos recuperados
permanecia constante en los ciclos sucesivos, mientras que la dosis de gonadotropinas
requerida iba aumentando. En uno de los estudios (Kolibianakis et al. 2002) se concluyd
que el aumento de la cantidad de gonadotropinas requeridas para conseguir un mismo
nimero de ovocitos indica que hay un deterioro en la respuesta ovéarica. Sin embargo,
los otros tres estudios concluyeron que al no disminuir el nimero de ovocitos
recuperados, la respuesta ovarica no se deteriora, a pesar de tener que ajustar las dosis
hormonales. Ademas el estudio de Caligara et al. (2001) realizado en donantes de
ovocitos, mostré que la calidad ovocitaria no se veia afectada a lo largo de los ciclos

sucesivos.

Todos ellos encontraron que, al aumentar la edad de la mujer, disminuia el
numero de ovocitos recuperados y aumentaba la dosis de gonadotropinas requerida. Eso
se debe a que el envejecimiento ovarico esta asociado con una reduccion de la reserva
folicular y con una aceleracion de la atresia (Richardson, Senikas & Nelson, 1987) que
Ileva a la recuperacion de menor nimero de ovocitos (Croucher et al. 1998; Roest et al.
1996).
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En cuanto a la tasa de embarazo, la mayoria de estudios han encontrado que ésta
no disminuye, o disminuye muy poco, a lo largo de los ciclos consecutivos (Templeton
et al. 1996; Meldrum et al. 1998; De Vries et al. 1999; Dor et al. 1996).

1.1.2.3 Efecto del intervalo de tiempo entre los ciclos

El hecho de esperar més tiempo o menos para comenzar el ciclo siguiente, podria
tener consecuencias sobre la respuesta ovarica y el resultado de la ICSI. Un factor
importante podria ser la edad, ya que el hecho de esperar un tiempo largo tiene como
consecuencia un aumento de la edad de la mujer. Sin embargo, existen pocos estudios al
respecto (Reichman et al. 2013; Silverberg et al. 1992; Opsahl et al. 2001; Caligara et
al. 2001).
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipdtesis de este trabajo es que “la calidad ovocitaria en aquellas mujeres en
las que el intervalo de tiempo entre el primer y el segundo ciclo de estimulacion ovarica
es mayor de seis meses, es mejor que en las mujeres en las cuales ese intervalo es menor

de seis meses”.

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del tiempo transcurrido entre el

primer y segundo ciclo de estimulacion ovérica sobre:

- El nimero total de ovocitos recuperados en la puncién.
- El nimero de ovocitos maduros obtenidos.

- Lacalidad ovocitaria.

- El'numero de ovocitos fertilizados.

- El'nimero de embriones evolutivos.

- Lacalidad embrionaria.

- La tasa de embarazo.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Poblacion de estudio

El presente estudio incluye pacientes que han sido tratadas en la Unidad de

Reproduccién Asistida del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA).

Se han recogido datos de 44 mujeres que han seguido un tratamiento de FIV o
ICSI en un periodo comprendido entre Enero de 2012 y Mayo de 2013. Las edades de
las mujeres estdn comprendidas entre los 30 y los 39 afios de edad. En los hospitales
pablicos no se realizan tratamientos de reproduccion asistida a mujeres que han

alcanzado los 40 afios de edad.

A todas las pacientes se les ha realizado un estudio de esterilidad basico con el
perfil hormonal, serologia, cariotipo e histerosalpingografia. En el estudio no se han

tenido en cuenta los factores de esterilidad de las parejas ni la calidad seminal.

Se han tenido en cuenta el primer y segundo ciclo de FIV/ICSI de cada mujer vy el
tiempo transcurrido entre ambos ciclos, de manera que se han dividido las pacientes en
dos grupos. Un grupo (n=22) lo forman las mujeres en las cuales transcurren menos de
seis meses entre el primer y segundo ciclo, y el otro grupo (n=22) esta constituido por
las mujeres en las que transcurren mas de 6 meses entre el primer y segundo ciclo. En
ningun caso el tiempo transcurrido entre los ciclos es inferior a tres meses ni superior a

once meses.

3.2 Tipo de estudio

Se trata de un estudio observacional, de cohortes, retrospectivo y unicéntrico.

3.3 Protocolo de Estimulacién Ovarica

Todas las pacientes incluidas en el estudio han sido tratadas con un protocolo con

agonistas o antagonistas de la GnRH, que se utilizan para el frenado de la hipofisis. El
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frenado hipofisario sirve para evitar que se produzca un pico endogeno de LH, que

desencadenaria la ovulacion esponténea y llevaria a la cancelacion del ciclo.

En los protocolos con agonistas de la GnRH, a las pacientes se les administran 0,2
ml/dia del agonista a mitad de la fase lGtea del ciclo previo a la estimulacion
(normalmente el dia 21), de esta manera el ovario queda en reposo, evitando asi el pico
de LH antes de que se estimule la ovulacién. El primer dia del ciclo en el que se va a
realizar la estimulacion, se administra la hormona FSH (150-300 IU/dia) y se baja la

dosis del agonista de la GnRH a 0,1 ml/dia.

En los protocolos con antagonistas de la GnRH, a las mujeres se les administran
anticonceptivos orales en el ciclo previo para que el ovario quede en reposo. El dia2 0 3
del ciclo se comienza a administrar la FSH (150-300 Ul/dia) y el dia 7 se administra el
antagonista de la GnRH (0,25 mg/dia).

La duracion del estimulo oscila entre 10 y 12 dias dependiendo de la respuesta de

la mujer al tratamiento.

En ambos tipos de protocolo, el dia 7 se realiza un control ecografico para valorar

el reclutamiento folicular.

La estimulacion ovérica se realiza con gonadotropinas recombinantes y, en
algunos casos, se utiliza una mezcla de FSH y LH en vez de FSH sola. Las dosis se
ajustan en funcion de la edad y el peso de la paciente, asi como de marcadores reserva

ovarica como la FSH basal, el estradiol basal y el recuento de foliculos antrales.

El dia 10 del ciclo se realiza un segundo control ecografico y el anélisis de
estradiol en sangre periférica, para determinar si se ha alcanzado un desarrollo folicular
adecuado y observar el grosor del endometrio. Para considerar que la respuesta es
normal, la paciente debe tener 100-200pg de estradiol por foliculo maduro, un minimo
de 4 foliculos con un diametro entre 18-20 mm y un grosor endometrial de 7-14 mm

con apariencia de triple linea.

36 horas antes de la puncién folicular se administra gonadotropina corionica

humana (hCG) para inducir la ovulacion.
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En los casos en los que hay riesgo de Sindrome de Hiperestimulacion ovérica, se
realiza un protocolo corto con antagonista y se utiliza un agonista de la GnRH para

inducir la ovulacién

3.4 Puncién folicular

La puncion folicular se realiza el dia 13 o 14 del ciclo, 36 horas después de la

administracion de la hCG.

La recuperacion de los ovocitos se lleva a cabo en quir6fano mediante puncién
transvaginal guiada por ecografia, con la sedacién previa de la paciente. El ecdgrafo
Ileva acoplada una aguja conectada a un sistema de aspiracion, que punciona el foliculo
y aspira el liquido folicular donde se encuentra el ovocito. Los tubos con el liquido
folicular se vacian en placas en una campana de flujo laminar con superficie

calefactada a 37°C, situada en el laboratorio.

3.5 Protocolo de laboratorio

Para realizar las técnicas de FIV o de ICSI se siguen los protocolos establecidos
en el laboratorio de embriologia de la Unidad de Reproduccién Asistida. Los medios
utilizados pertenecen a la casa comercial COOK® y se siguen los protocolos indicados

por esta casa comercial para el cultivo de los gametos y los embriones.

En la campana de flujo laminar se examina el liquido folicular procedente de la
puncidn con una lupa y se recogen los ovocitos. Estos se pasan a un medio de cultivo y
se mantienen en una incubadora a 37°C y con una atmosfera de 6% de CO..
Posteriormente, se decumulan los ovocitos utilizando hialuronidasa y se valora su

morfologia utilizando los criterios de ASEBIR.

Se realiza la capacitacion del semen por swim-up y se hace un diagndéstico de
estado del semen y del numero, movilidad y morfologia de los espermatozoides segun

los criterios de la OMS.
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En la mayoria de los casos la fertilizacion se realiza por ICSI, excepto en los casos
en que se dispone de gran cantidad de ovocitos maduros, en cuyo caso, parte de los

ovocitos se someten a ICSI y parte a FIV convencional.

Aproximadamente 17 horas después de la FIV/ICSI se valora la fertilizacion. Los
ovocitos que han sido fertilizados correctamente presentan dos pronucleos y dos
corpusculos polares.

Posteriormente, los ovocitos fertilizados se mantienen en una incubadora a 37°C y
con una atmosfera de 6% de CO, y se observa como va variando su morfologia todos
los dias hasta el momento de la transferencia. La clasificacion de los embriones se
realiza segun los criterios de calidad embrionaria de ASEBIR, agrupandolos en cuatro
categorias (A, B, C y D). Los embriones de tipo A son los que tienen mayor capacidad
de implantacion, mientras que los embriones de tipo D son los que tienen menor

probabilidad de éxito.

3.6 Transferencia embrionaria

La transferencia se realiza en dia +2 o en dia +3, es decir, 2 0 3 dias después de la
puncion. Se trata de una transferencia intrauterina guiada por ultrasonografia abdominal,

para la que no se requiere anestesia.

Se pueden transferir un maximo de 3 embriones, de acuerdo con la ley 14/2006.
Los embriones sobrantes pueden ser criopreservados o no, dependiendo de su calidad.
En este estudio no se tuvieron en cuenta los ciclos de FIV/ICSI procedentes de

embriones congelados.

Después de la transferencia, se les administra progesterona a las pacientes para dar
soporte a la fase lutea. Este aporte de progesterona se mantiene durante 15 dias, tras los
cuales se realiza el test de embarazo con la primera orina de la mafiana para confirmar si

hubo 0 no embarazo.
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3.7 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiza con el programa estadistico IBM SPSS Statistics
v19 y v21. Para comprobar la independencia entre las variables cualitativas se utiliza el
Test Chi-cuadrado, excepto en los casos en que hay casillas con frecuencia menor a 5,
en cuyo caso se utiliza el Test exacto de Fisher. Para la comparacion de variables
cuantitativas que siguen una distribucion normal (prueba de Kolmogorov-Smirnov) se
utiliza la prueba T de student. Con los datos que no siguen una distribucion normal se

lleva a cabo el Test U de Mann Withney.

Se consideran estadisticamente significativos los p-valores menores de 0,05.
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4 RESULTADOS

Se tomaron datos de 44 mujeres en las que solo se tuvieron en cuenta el primer y
segundo ciclo de FIV/ICSI. Estas mujeres fueron divididas en dos grupos. Un grupo
estd constituido por 22 mujeres en las cuales transcurren menos de 6 meses entre el
primer y segundo ciclo, y el otro grupo estd formado por 22 mujeres en las cuales
transcurren mas de 6 meses entre ambos ciclos. Se quiere estudiar si el intervalo de
tiempo transcurrido entre el primer y segundo ciclo de estimulacion ovarica tiene algin

efecto sobre la respuesta ovarica y el resultado de la FIV/ICSI.

Para demostrar que la muestra de estudio es homogénea, se evalud si habia
diferencias en la edad, protocolo de estimulacion ovarica y numero de embriones
transferidos. Para ello se calculd la edad media de las mujeres del grupo de “menos de
seis meses” (35,32 £ 2,26) y del grupo de “mas de seis meses” (34,36 £ 2,74) y se
observo que no existe diferencia significativa entre las edades de las mujeres en ambos
grupos (Tabla 1). También se calcul6 el nimero medio de embriones transferidos en
ambos grupos (Tabla 1), obteniendo un nimero medio de embriones transferidos de
1,86 + 0,41 en el grupo de “menos de seis meses” y de 1,93 + 0,36 en el grupo de “mas

de seis meses”, encontrando que la diferencia no es significativa.

Edad media mujer 35,32 £ 2,26 34,36 + 2,74 P (>N%)05
P> 0,05
R

Tabla 1. Edad media de las mujeres y nimero medio de embriones transferidos en ambos grupos. NS
indica que la diferencia no es significativa.

Para evaluar si habia diferencias en el protocolo de estimulacion ovarica (Tabla 2)
en el grupo de “menos de seis meses” comparado con el grupo de “mas de seis meses”

se estudio si habia cambios en:
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- El protocolo en cuanto al uso de antagonistas o agonistas de la GnRH:
se calculé el nimero de mujeres que seguian un protocolo con antagonistas, el
numero de mujeres que llevaban a cabo un protocolo con agonistas y el nimero de
mujeres en las que habia un cambio en el protocolo entre el primer y el segundo
ciclo de estimulacion ovarica. En el grupo de “menos de seis meses” 14 mujeres
siguieron un protocolo con antagonistas, 5 tuvieron un cambio en el protocolo y 3
se sometieron a un protocolo con agonistas. En el grupo de “mas de seis meses”,
14 mujeres se sometieron a un protocolo con antagonistas, 3 tuvieron cambio de
protocolo y 5 siguieron un protocolo con agonistas. No se encontraron diferencias

significativas en ambos grupos.

- El protocolo en cuanto al uso de FSH sola o FSH+LH: se calcul6 el
ndmero de mujeres en las cuales la estimulacion ovérica se realizaba con FSH
sola y el nimero de mujeres en las que se utilizaba una combinacion de LH y FSH
para la estimulacion, asi como el numero de mujeres en las que se realizaba un
cambio en el protocolo entre el primer y el segundo ciclo. En el grupo de “menos
de seis meses” 16 mujeres se sometieron a estimulacion ovarica con FSH sola, 3 a
FSH+LH y 3 tuvieron un cambio en el protocolo. En el grupo de “mas de seis
meses” 18 mujeres se estimularon con FSH sola, 1 con FSH+LH y en 3 mujeres

hubo un cambio en el protocolo. La diferencia no era significativa.

- Las dosis de FSH o LH+FSH: se estudié en cuantas mujeres habia
cambios en la dosis de gonadotropinas utilizadas en el primer y el segundo ciclo
de estimulacion, y cuantas permanecian con las mismas dosis en ambos ciclos.
Tanto en el grupo de “menos de seis meses” como en el de “mas de seis meses”
13 mujeres tuvieron un cambio en la dosis, mientras que 9 mujeres no tuvieron

cambio en la dosis.

- Los dias de estimulacion: se estudio en cuantas mujeres habia un
cambio en el nimero de dias de estimulacion ovarica entre el primer y el segundo

ciclo. Se observd que tanto en el grupo de “menos de seis meses” como en el
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grupo de “mas de seis meses” 13 mujeres tenian un cambio en el nimero de dias

de estimulacién, mientras que 9 no tenian cambio.

Menos 6 Mas 6 _valor
meses meses P
Antagonistas 14 14
Antagonistas/Agonistas K&l 5 3 i (>NOS)O °
Agonistas 3 5
FSH sola 16 18
P > 0,05
FSH/FSH+LH FSH+LH 3 1 (NS)
Cambio 3 3
Dosis de Cambio dosis 13 13 P>0,05
gonadotropinas No cambio 9 ) (NS)
. _ - Cambio 13 13 P > 0,05
Dias de estimulacion : s
No cambio 9 9 0

Tabla 2. Protocolo de estimulacién ovarica. NS indica que la diferencia no es significativa.

Por tanto, no se encontraron diferencias significativas en la edad de las mujeres, el
nimero medio de embriones transferidos y el protocolo de estimulacién ovérica, en
ambos grupos de mujeres. Una vez que se sabe que la muestra es homogénea, se
procede al estudio del posible efecto que tiene el intervalo de tiempo entre el primer y

segundo ciclo sobre la respuesta ovarica y el resultado de la ICSI/FIV.

4.1 NuUmero de ovocitos recuperados

En cada mujer, se compar6 el nimero de ovocitos recuperados en el primer ciclo
de estimulacion ovérica, con el nimero de ovocitos recuperados en el segundo ciclo. De
esta manera se observo si el nimero de ovocitos aumentaba (mejoraba) en el segundo
ciclo o si, por el contrario, no se encontraba mejoria. Posteriormente se calcul6 el
numero de mujeres en las que habia mejoria, tanto en el grupo de “menos de seis

meses” como en el grupo de “mas de seis meses”.
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En el grupo de “menos de seis meses” mejora el niumero de ovocitos recuperados

en 9 mujeres (40,9%), mientras que en el grupo de “mas de 6 meses” mejora el nimero

de ovocitos en 10 mujeres (45,5%). Por tanto, la respuesta en cuanto al numero de

ovocitos recuperados es mejor en el grupo de “mas de seis meses”, sin embargo la

diferencia no es significativa. Los resultados se muestran en la tabla 3 y en la figura 1.

Tiempo entre el 1°y 2° ciclo

Menos de 6 meses

Mas de 6 meses

Mejoria en el
n° ovocitos

Mujeres Recuento 9 10

con mejora % 40,9% 45,5%
) Recuento 13 12

Mujeres

sin mejora % 59,1% 54,5%

Tabla 3. Mejoria en el nimero de ovocitos recuperados entre el primer y segundo ciclo en el grupo de

"menos de seis meses" y el grupo de "mas de seis meses"

Mejoria en el n° de ovocitos
recuperados

Menos de 6 meses

Mas de 6 meses
Tiempo entre el primer y el segundo ciclo

B Mujeres con mejora
Mujeres sin mejora

Figura 1. Mejoria en el nimero de ovocitos recuperados en el grupo de "menos de seis meses" y en el
grupo de "mas de seis meses".
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También se estudia, en cada mujer, en qué cantidad varia el nimero de ovocitos

recuperados entre el primer y el segundo ciclo (Tabla 4) y se hace la media en los dos

grupos de estudio (Tabla 5). En el grupo de “menos de seis meses” se obtiene una media

de -0,18 + 2,938 y en el grupo de “mas de seis meses” se obtiene una media de -0,55 +

3,7. Sin embargo las diferencias no son significativas. Deducimos por tanto, que no

existe diferencia significativa entre el nimero de ovocitos recuperados en pacientes en

las que han transcurrido menos de 6 meses entre el primer y segundo ciclo y las

pacientes en las que han transcurrido mas de 6 meses.
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Tabla 4. Diferencia entre el nimero de ovocitos recuperados en el primer ciclo y en el segundo. A la
izquierda el grupo de "menos de seis meses" y a la derecha el grupo de "mas de seis meses"

Tiempo transcurrido entre Desviacion | Error tip. de la
el 1°y 2°ciclo N | Media tip. media
Diferencia Menos de 6 meses  |22| -18 | 2,938 626
entre n°
ovocitosen 1°y )
20 ciclo Mas de 6 meses 22| -55 3,700 ,789

Tabla 5. Media de la diferencia en el nimero de ovocitos recuperados en el primer y segundo ciclo.
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4.2 NuUmero de ovocitos maduros

Para evaluar si la respuesta en cuanto al nimero de ovocitos maduros (en MII) es
mejor en el grupo de “menos de seis meses” o en el grupo de “mas de seis meses”, se
siguié el mismo procedimiento que para los ovocitos recuperados. Se observé que en el
grupo de “menos de seis meses” mejoraron 7 mujeres (31,8%), mientras que en el grupo
de “mas de seis meses” mejoraron 10 mujeres (45,5%). Por tanto, en cuanto al numero
de ovocitos en MII, mejora mayor nimero de mujeres en el grupo de “mas de seis
meses”, sin embargo, la diferencia no es significativa. Los resultados se muestran en la

tabla 6 y en la figura 2.

Tiempo entre el 1°y 2° ciclo

Menos de 6 meses | Mas de 6 meses
Mujeres Recuento 7 10
Mejoriaenel  [que mejoran |op 31,8% 45,5%
n° de ovocitos en
MII Mujeres que Recuento 15 12
no mejoran  |o 68,2% 54,5%

Tabla 6. Mejoria en el nimero de ovocitos maduros entre el primer y el segundo ciclo de estimulacion
ovarica

16
3
= 14
8
S 12
© (%2}
8 10 —
@ 3 8 —
S g 5 = Mujeres con mejora
i Mujeres sin mejora
|- 4 - L
2,
(5]
2 . N
p=
0

Menos de 6 meses Mas de 6 meses
Tiempo entre el primer y el segundo ciclo

Figura 1. Mejoria en el nimero de ovocitos maduros en el grupo de "menos de seis meses" y en el grupo
de "maés de seis meses".
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Al realizar la diferencia en el nimero de ovocitos maduros entre el primer y

segundo ciclo de cada mujer y realizar la media en el grupo de “menos de seis meses” y

en el grupo de “mas de seis meses”, se obtienen los resultados recogidos en las tablas 7

y 8. En el grupo de “menos de seis meses” se obtiene una media de -0,32 £ 2,358 y en el

grupo de “mas de seis meses” se obtiene una media de -0,45 * 4,044, sin embargo la

diferencia no es significativa.

Con estos resultados deducimos que el intervalo de tiempo esperado entre el

primer y el segundo ciclo de estimulacion ovarica, no tiene un efecto adverso sobre el

numero de ovocitos maduros obtenidos.

Tabla 7. Diferencia en el nimero de ovocitos maduros entre el primer y el segundo ciclo. A la izquierda
se muestra el grupo de "menos de seis meses" y a la derecha el grupo de "mas de seis meses"

Tiempo transcurrido .| Desviacion | Error tip. de
: N Media . .
entre el 1°y 2° ciclo tip. la media
Diferenciaeneln®de | \jenosde 6 meses | 22 | -32 2,358 503
ovocitos tratados
entre el 1°y 2° ciclo Mas de 6 meses 22 -,45 4,044 ,862

Tabla 8. Media de la diferencia en el nimero de ovocitos maduros en el primer y segundo ciclo.
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4.3 Calidad ovocitaria

Para establecer la calidad de los ovocitos se tiene en cuenta su morfologia. En este
estudio solo se consideran los ovocitos maduros que van a ser tratados por ICSI, ya que
en el caso de la FIV convencional no se realiza la decumulacion ovocitaria y, por tanto,

no se puede observar bien su morfologia.

Para hacer la clasificacion morfolégica de los ovocitos me he basado en la
clasificacion de Sutter et al. (1996), de manera que los ovocitos fueron divididos en tres

grupos:

- Ovocitos con morfologia “ideal”
- Ovocitos con una anomalia morfolégica

- Ovocitos con mas de una anomalia morfoldgica

Para realizar el estudio he simplificado la clasificacion haciendo dos grupos:

- Calidad 1: ovocitos con morfologia “ideal”

- Calidad 2: ovocitos con anomalias morfoldgicas

Una vez clasificados los ovocitos, se estudia en cada mujer si mejora la calidad
ovocitaria entre el primer y el segundo ciclo de ICSI. Posteriormente se compara el
nimero de mujeres en las que hay mejoria en el grupo de “menos de seis meses” y en el
grupo de “mas de seis meses”. Los resultados se pueden observar en la tabla 9 y en la
figura 3. En el grupo de “menos de seis meses” mejora la calidad ovocitaria en 10
mujeres (45,5%), mientras que en el grupo de “mas de seis meses” mejora la calidad
ovocitaria en 9 mujeres (40,9%). Se observa mayor numero de mujeres con mejoria en

el grupo de “menos de seis meses”, sin embargo, la diferencia no es significativa.
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Tiempo transcurrido entre el 1°y 2°
ciclo
Mas de 6
Menos de 6 meses
meses
Mujeres con | Recuento 10 9
_ mejora
Mejoria en % 45,5% 40,9%
la calidad
ovocitaria Mujeres sin Recuento 12 13
mejora % 54,5% 59,1%

Tabla 9. Mejoria en la calidad ovocitaria entre el primer y segundo ciclo de ICSI.

[EEN
S

[ERN
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——  ®Mujeres con mejora
Mujeres sin mejora

Mejoriaen la calidad
ovocitaria

Menos de 6 meses Mas de 6 meses
Tiempo entre el primer y el segundo ciclo

Figura 2. Mejoria en la calidad ovocitaria en el grupo de "menos de seis meses" y en el grupo de "mas
de seis meses"

Posteriormente, teniendo en cuenta solo los ovocitos de calidad tipo 1, se estudio
en cada mujer la diferencia numerica de ovocitos de buena calidad entre el primer y
segundo ciclo, y se realiz6 la media en los dos grupos de estudio (tablas 10 y 11). En el

grupo de “menos de seis meses” se obtiene una media de -0,27 + 3,641, mientras que en
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el grupo de “mas de seis meses” la media es de -0,36 + 3,736. Sin embargo las

diferencias no son significativas.

Con estos resultados deducimos que el intervalo de tiempo entre los ciclos no

tiene ningun efecto sobre la calidad ovocitaria.
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Tabla 10. Diferencia en el nimero de ovocitos de buena calidad entre el primer y segundo ciclo de ICSI.

A o . .
Tiempo er_1tre ell°y N Media Desv,lacmn Error tlp: de
2° ciclo tip. la media
Diferencia entre Menos de 6 meses 22 -,27 3,641 776
primer y segundo
ciclo Mas de 6 meses 22 -,36 3,736 ,796

Tabla 11. Media de la diferencia de ovocitos de buena calidad en el grupo de "menos de seis meses" y en
el grupo de "mas de seis meses"

4.4

Numero de ovocitos fertilizados

Para evaluar el efecto del intervalo de tiempo transcurrido entre el primer y el

segundo ciclo sobre nimero de ovocitos fertilizados se sigui6é la misma estrategia que
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en los estudios anteriores. Se observd que, tanto en el grupo de “menos de seis meses”

como en el de “mas de seis meses” el nimero de ovocitos fertilizados entre el primer y

segundo ciclo mejoraba en 7 mujeres (31,8%). El resultado se puede observar en la tabla

12 y en la figura 4.

Tiempo transcurrido entre el 1°y
2° ciclo

Menos de 6 meses

Mas de 6 meses

Mujeres Recuento 7 7
Mejoriaen el no |due mejoran |q. 31,8% 31,8%
de ovocitos
fertilizados Muijeres que Recuento 15 15
no mejoran |, 68.206 68.206

Tabla 12. Mejoria en el nimero de ovocitos fertilizados entre el primer y el segundo ciclo

[EY
»

[
D
!

[ERN
N
1

[N
o
|

BN (op]
| |

Mejoria en el n° de ovocitos
fertilizados
N [e0)

o

® Mujeres con mejora

Mujeres sin mejora

Menos de 6 meses Mas de 6 meses
Tiempo entre el primery el segundo ciclo

Figura 3. Mejoria en el namero de ovocitos fertilizados en el grupo de "menos de seis meses" y en el

grupo de "mas de seis meses"
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Se calcula la diferencia entre el niUmero de ovocitos fertilizados en el primer y
segundo ciclo (Tabla 13) y se realiza la mediana* en ambos grupos de estudio (Tabla
14). En el grupo de “menos de seis meses” se obtiene una mediana de -1, y en el grupo
de “mas de seis meses” se obtiene una mediana de -0,5. Sin embargo, las diferencias no

son significativas.

Con estos resultados deducimos que el intervalo de tiempo entre los ciclos no

tiene efecto sobre el nimero de ovocitos fertilizados.

* En este caso se tiene en cuenta la mediana en vez de la media porque los datos no se ajustan a

una distribucién normal.

Pacientes menos de 6 meses " 6
: i - - : ) Pacientes mas de 6 meses
PACIENTE 1ACLO,, ; 2CICLO. DIFERENCIAENTRE 10 Y20 CIL0 PACIENTE 19CICLO 29CICLO  DIFERENCIA ENTRE 19 Y 2¢ CICLO
! . g 2 2 4 2
2 6 4 2 54 : s .
3 S 8 3 25 13 3 10
b - 2 x: 26 1 6 5
S 1 2 27 B -2
L 7 9 2 28 3 2 1
2 $ : 3 29 i 6 0
8 8 6 2 30 i 8 2
2 8 =/ 3 31 1 3 2
10 4 3 1 i . 2 3
11 2 3 33 4 6 2
12 6 6 0 5 5 3 :
13 3 4 15 7 3
14 3 1 36 4 4 0
15 2 -2 37 5 S 0
16 2 2 0 38 8 P 7
17 4 3 1 39 9 7 -2
18 2 3 0 3 2 1
19 S 2 3 1 4 4 0
20 3 2 1 4 5 4 1
21 2] 5 4 3 8 2 6
22 3 -1 44 6 4 2

Tabla 13. Diferencia en el numero de ovocitos fertilizados entre el primer y el segundo ciclo

. . L. Error
Tiempo entre el 1°y 2° ciclo | Estadistico tipo
Media -,59 ,440
M de 6
€nos de Mediana -1,00
meses
Diferencia de n° Desv. tip. 2,062
ovocitos fertilizados en
Mas de 6 meses | Mediana -,50
Desv. tip. 3,071

Tabla 14. Media y mediana de la diferencia del nimero de ovocitos fertilizados entre el primer y segundo
ciclo
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4.5

Se evalta el numero de embriones evolutivos en D+2 siguiendo el mismo

NUmero de embriones

procedimiento que en los casos anteriores. En el grupo de “menos de seis meses” hay

mejoria en el nimero de embriones entre el primer y segundo ciclo en 5 mujeres

(22,7%) y en el grupo de “mas de seis meses” hay mejoria en 7 mujeres (31,8%). La
y grup y mej y

mejoria es mayor en el grupo de més de seis meses, sin embargo, la diferencia no es

significativa. Los resultados se pueden observar en la tabla 15 y en la figura 5.

Tiempo entre los ciclos

M .
enos de 6 Mas de 6 meses
meses
Mujeres que Recuento 5 7
mejoran
Mejoria en el ) % 22,7% 31,8%
n° embriones
Mujeres que Recuento 17 15
no mejoran % 77.3% 68.2%

Tabla 15. Mejoria en el nimero de embriones entre el primer y segundo ciclo

18

12 -
10 -

Mejoria en el n°® de embriones

Figura 4. Mejoria en el nimero de embriones en el grupo de "menos de seis meses" y en el de

seis meses".

Menos de 6 meses

—  EmMujeres con mejora

— Mujeres sin mejora

Mas de 6 meses
Tiempo entre el primer y el segundo ciclo

"mas de

36




Se calculd6 la diferencia numérica del nimero de embriones en primer y segundo

ciclo de cada mujer y se realiz6 la media en los dos grupos de estudio (Tablas 16 y 17).

En el grupo de “menos de seis meses” se obtiene una media de -0,50 £ 2,198 y en el

grupo de “mas de seis meses” la media es de -1,14 + 3,075. La diferencia no es

significativa. Se deduce que el intervalo de tiempo transcurrido entre los ciclos no tiene

ningun efecto sobre el nimero de embriones.

N2 EMBRIONES OBTENIDOS
MENOS DE 6 MESES
PACIENTE 12 CICLO

1 4
2 6
3 4
6 &
7 8
8 S
9 8
10 4
11 2
12 6
13 3
14 4
15 2
16 2
17 4
18 5
19 5
20 2
21 8
22 B

29 CICLO DIFERENCIA ENTRE LOS CICLOS
3 a

8 4
1 3
2 1
9 2
7 1
5 0
3 5
3 1
2 1]
6 0
4 1
3 1
2 0
2 0
4 o
2 3
2 3
2 0
5 -3
3 1

N? EMBRIONES OBTENIDOS
MAS DE 6 MESES

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
i3
34
35
36
37
38
39
40
42
43
44

PACIENTE

1¢ CiICLO 2° CICLO  DIFERENCIA ENTRE LOS CICLOS

2
13 3
11

o
7 5
3 2
5 6
6 8
1 3
5 3
- 6
1 3
B 6
S 5
8 4
9 6
3 2
a 3
5 4
8 2
6

2
0
10

NN NN e L

hoown

O e W

Tabla 16. Diferencia en el nimero de embriones en primer y segundo ciclo. A la izquierda se muestra el
resultado en el grupo de “menos de seis meses” y a la derecha el del grupo de “mas de seis meses”.

Tlemp(_) entre los N Media Desv,lacmn Error tlp_.
ciclos tip. de la media
Diferenciaentre | MEN0s 6 meses 22 | -50 2,198 469
los ciclos Mas 6 meses 22 | ‘114 | 3075 656

Tabla 17. Media de la diferencia del nimero embriones en el grupo de "menos de seis meses" y en el de

"mas de seis meses"
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4.6 Calidad embrionaria

Se estudia la calidad de los embriones en D+2. Para la clasificacion de los
embriones me he basado en los criterios de clasificacion de ASEBIR (Cuaderno
ASEBIR):

- Categoria A: Preembrion de Optima calidad con maxima capacidad de
implantacion.

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

- Categoria C: Preembrion regular con una probabilidad de implantacion
media.

- Categoria D: Preembrion de mala calidad con una probabilidad de

implantacion baja.

Para realizar el estudio estadistico he simplificado la clasificacion de la calidad

embrionaria estableciendo dos grupos:

- Calidad embrionaria tipo 1: engloba a las categorias A y B.

- Calidad embrionaria tipo 2: engloba las categorias C y D.

Una vez clasificados los embriones, se observa el nimero de mujeres en las cuales
mejora la calidad embrionaria entre el primer y segundo ciclo y se compara el “grupo de
menos de seis meses” con el de “mas de seis meses”. El resultado se puede observar en
la tabla 18 y en la figura 6. En el grupo de “menos de 6 meses” mejora la calidad
embrionaria en 9 mujeres (40,9%) y en el grupo de “més de 6 meses” mejora en 5
mujeres (22,7%). la mejoria es mayor en el grupo de “menos de seis meses”, pero esa

diferencia no es significativa.
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Tiempo entre los ciclos

Menos de 6 meses | Méas de 6 meses
Mujeres Recuento 9 5
Mejoriaenla  |due mejoran % 40,9% 22,7%
calidad
embrionaria Muijeres que Recuento 13 17
no mejoran % 59,1% 77,3%

Tabla 18. Mejoria en la calidad embrionaria entre el primer y el segundo ciclo
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|

1 = Mujeres con mejora

1 Mujeres sin mejora

Mejoriaen la calidad
embrionaria

o N E (o2 B e ]
1

Menos de 6 meses Més de 6 meses
Tiempo entre el primer y el segundo ciclo

Figura 5. Mejoria en la calidad embrionaria en el grupo de "menos de seis meses" y en el de "mas de
seis meses".

Posteriormente, se calcula la diferencia entre la cantidad de embriones de buena
calidad (calidad 1) en el primer y en el segundo ciclo, para cada mujer, y se hace la
mediana* en los dos grupos de estudio (Tablas 19 y 20). En el grupo de “menos de seis
meses” se obtiene una mediana de 0,00 y en el grupo de “mas de seis meses” la mediana

es de -1,00. La diferencia es significativa (p<0,05) por tanto, cuando el tiempo
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transcurrido entre el primer y el segundo ciclo es menor a seis meses, la calidad

embrionaria es mejor.

*se realiza la mediana porque los datos no se ajustan a una distribucion normal.

CALIDAD EMBRIONARIA
MENOS DE 6 MESES

1
2
3

RV TR

10
11
12
13
14

16
17
18
19
20
21
22

PACIENTE 12 CICLO

3
3
3

N R NN R N R W ON e B W W D

22 CICLO  DIFERENCIA ENTRE LOS CICLOS

3

N O MO MMM WWUNWN®WNON - ®W

0

MM OORNNONLOOCW LWO

[T

CALIDAD EMBRIONARIA
MAS DE 6 MESES
PACIENTE
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

12 CICLO
1 1
0 (]
10 3
6 1
3 4
3 1
3 4
1 3
1 2
2 1
1 1
1 2
3 1
3 1
2 2
4 3
5 3
1 0
1 1
4 1
3 0
3 2

29 CICLO  DIFERENCIA ENTRE LOS CICLOS

0

WO E O O N ey O

Tabla 19. Diferencia en el nimero de embriones de buena calidad entre el primer ciclo y el segundo. A
la izquierda el grupo de "menos de seis meses" y a la derecha el grupo de "mas de seis meses"

Tiempo entre los ciclos Estadistico | Error tip.
Media .59 454
Mediana ,00
Menos de 6 meses
Varianza 4,539
Diferencia en la Desv. tip. 2,130
calidad embrionaria
entre los ciclos Media -1,09 451
Mediana -1,00
Més de 6 meses
Varianza 4,468
Desv. tip. 2,114

Tabla 20. Media y mediana de la diferencia en el nimero de embriones de buena calidad entre el primer

y segundo ciclo
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4.7 Embarazos

Se evalu6 el nimero de embarazos en el grupo de “menos de seis meses” y se

compar6 con el nimero de embarazos en el grupo de “mas de seis meses”.

471 Tasade embarazo

En el grupo de “menos de seis meses”, hubo 3 embarazos (13,6%) y en el grupo
de “mas de seis meses” hubo 11 embarazos (50%). Existe una diferencia significativa en
la tasa de embarazo en ambos grupos (p<0,05), siendo esta mayor en el grupo de “mas

de seis meses” (Tabla 21).

Tiempo entre los ciclos
Menos de 6 meses Més de 6 meses
Recuento 3 11
si
% 13,6% 50,0%
Embarazos
Recuento 19 11
no
% 86,4% 50,0%

Tabla 21. Tasa de embarazo en los dos grupos de estudio

4.7.2  Tasa de gestacion evolutiva

En el grupo de “menos de seis meses” hubo 2 embarazos evolutivos (9,1%) y en
el grupo de “mas de seis meses” hubo 5 embarazos evolutivos (22,7%). Sin embargo, la
diferencia no es significativa. Los resultados se pueden observar en la tabla 22 y el la

figura 7.
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Tiempo entre los ciclos
Menos de 6 meses Maés de seis meses
Recuento 2 5
Si
0, (o) 0,
Embarazos & 9,1% 22,1%
evolutivos Recuento 20 17
no
% 90,9% 77,3%
Tabla 22. Tasa de gestacion evolutiva
25
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Menos de 6 meses Mas de 6 meses

Tiempo entre el primer y el segundo ciclo

Figura 7. Tasa de gestacion evolutiva en el grupo de "menos de seis meses™ y en el grupo de "mas de seis
meses".
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5 DISCUSION

La fertilizacion in vitro ha sido exitosa en un gran numero de parejas (Templeton,
Morris & Parslow 1996; Engmann et al. 1999). Sin embargo, la mayoria de los
pacientes infértiles necesitan méas de un ciclo de FIV/ICSI para conseguir embarazo, lo
cual resulta en repetidas estimulaciones del ovario (Luk, Arici 2010). EI hecho de que
un ciclo de FIV/ICSI no sea exitoso, lleva a una gran decepcion de los pacientes
infértiles. Sin embargo, tienen la esperanza de que el siguiente ciclo sea exitoso y ansian
comenzarlo cuanto antes (Reichman et al. 2013).

En este trabajo se estudia si el tiempo transcurrido entre un ciclo de estimulacion
ovérica y el siguiente, tiene algin efecto sobre la respuesta ovarica y el resultado de
FIV/ICSI o, por el contrario, el tiempo transcurrido entre los ciclos no tiene ningln

efecto sobre estos parametros.

Existen muy pocos estudios acerca del tiempo ideal que debe transcurrir entre dos
tratamientos de Fecundacion in Vitro. Uno de ellos (Reichman et al. 2013) evalda si las
pacientes que han tenido un ciclo de FIV fallido pueden proceder a otro ciclo después
de esperar solo un ciclo menstrual o si es beneficioso esperar dos o mas ciclos
menstruales antes del procedimiento. Utilizan un protocolo de estimulacién ovarica
idéntico en todas las pacientes y establecen dos grupos de pacientes, unas que iniciaron
el segundo ciclo después de esperar solo un ciclo menstrual (35-55 dias) y otras que
esperaron dos 0 més ciclos menstruales (56-140 dias). De esta manera el tiempo entre
los ciclos no era tan largo como para asociarlo con un envejecimiento reproductivo
significativo. No encontraron diferencias en el nimero de ovocitos recuperados,
maduros y fertilizados, ni en la calidad embrionaria. Las tasas de implantacion,
embarazo y nacido vivo parecen ser mayores en el grupo de mujeres que esperan dos o
mas ciclos menstruales, pero las diferencias no son significativas. Por tanto concluyen
que el tiempo transcurrido entre los ciclos de FIV, con la condicion de que el tiempo no
sea tan largo como para permitir un envejecimiento reproductivo significativo, no es un

valor significativo para el éxito de la FIV.

Otro estudio (Silverberg et al. 1992), compar6 ciclos consecutivos con ciclos

alternos. Para la estimulacion ovarica se utilizaba HMG, en el momento en que los

43



foliculos tenian el tamafio adecuado se les administraba HCG a las pacientes y luego se
les realizaba inseminacion intrauterina o mantenian relaciones sexuales naturales.
Hicieron dos grupos de mujeres, unas que se sometian al siguiente ciclo inmediatamente
después de un test de embarazo negativo y otras que esperaban al menos un ciclo
menstrual. Encontraron mayor tasa de embarazo en los ciclos consecutivos que en los
alternos, por tanto, concluyen que los ciclos consecutivos con HMG pueden resultar en

un aumento de la fecundidad comparado con los ciclos alternos de estimulacion ovarica.

En otro estudio (Opsahl et al. 2001) se evalta el tiempo entre los ciclos en
donantes de ovocitos. Para ello dividieron el intervalo entre los ciclos en varios grupos:
2 meses, 3-4 meses, 5-12 meses y méas de 12 meses. Encontraron que el intervalo entre
los ciclos no afectaba a los dias de estimulacion, a la dosis de gonadotropinas requerida,
al nimero de ovocitos maduros, a la tasa de fertilizacion, ni a las tasas de embarazo. Sin
embargo, encontraron que cuando el intervalo entre los ciclos era superior a 12 meses se

producian menos embriones, pero esto podria ser debido a que habia pocos datos en ese
grupo.

En otro estudio en donantes (Caligara et al. 2001) se evaluaron mujeres que se
sometieron a su segundo ciclo de FIV/ICSI con un intervalo de menos de 90 dias
respecto al primero, y a su tercer ciclo con un intervalo de mas de 90 dias respecto al
segundo. No encontraron un efecto negativo sobre la cantidad y calidad de los ovocitos
recuperados. No encontraron diferencias entre los ciclos en cuanto a ovocitos

recuperados Yy tasas de fertilizacion, implantacion y embarazo.

En mi trabajo se hacen dos grupos de pacientes, al primer grupo pertenecen las
mujeres que se han sometido a dos ciclos entre los cuales transcurren menos de seis
meses, mientras que al segundo grupo pertenecen las pacientes con un tiempo de mas de
seis meses entre los ciclos. Se hipotetiza que las mujeres en las que el tiempo entre el
primer y el segundo ciclo es mayor de seis meses tendrdn mejor respuesta ovarica que
las mujeres en las que el tiempo transcurrido entre los ciclos es menor. Se espera peor
respuesta cuando transcurre menos tiempo entre los ciclos debido a las posibles
alteraciones producidas por la estimulacién ovarica y la puncion del ciclo anterior.

Como se ha mencionado en la introduccion, es posible que la puncion folicular tenga un
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efecto destructivo sobre los capilares y los foliculos del ovario (Gobert et al. 1992; Luk,
Arici 2010; de Boer et al. 2004).

En este trabajo se mide la respuesta ovarica en cuanto al nimero de ovocitos
recuperados en la puncion y la calidad de estos, centrandose el trabajo, sobre todo, en

este altimo punto.

Los diferentes protocolos de estimulacion ovarica podrian tener distinto efecto
sobre la respuesta ovarica, sin embargo, en este estudio no se encuentran diferencias en
el protocolo utilizado en los dos grupos estudiados. Tampoco se encuentran diferencias

significativas en la edad de las mujeres ni en el nimero de embriones transferidos.

Para valorar la respuesta ovarica de las mujeres, se evalu6 el nimero de ovocitos
recuperados, el nimero de ovocitos maduros (MI1) y la calidad de los ovocitos maduros

tratados con ICSI.

No se encontraron diferencias significativas en el numero de ovocitos
recuperados, nimero de ovocitos maduros y calidad ovocitaria en el grupo de “menos
de seis meses” comparado con el grupo de “mas de seis meses”. Estos resultados
coinciden con los de Reichman et al. (2013), que observaron que el intervalo de tiempo
entre los ciclos no tiene ningun efecto sobre el nimero de ovocitos recuperados y el
namero de ovocitos maduros. Opsahl et al. (2001), realizando un estudio en donantes de
ovocitos, tampoco encontraron diferencias en el nimero de ovocitos maduros cuando
transcurrian diferentes intervalos de tiempo entre los ciclos de estimulacién ovéarica. Mis
resultados también son similares a los de Caligara et al. (2001) que, realizando también
un estudio en donantes, observaron que el intervalo de tiempo entre los ciclos no tenia

ningun efecto adverso sobre la cantidad y la calidad de los ovocitos recuperados.

Una vez valorada la respuesta ovérica, se evalud el posible efecto del intervalo de
tiempo entre los ciclos sobre el resultado de la ICSI/FIV. Para ello se estudia el nimero
de ovocitos fertilizados, el numero de embriones en dia 2, la calidad embrionaria y la

tasa de embarazo.

No se encontraron diferencias significativas en el nimero de ovocitos fertilizados.
Estos resultados coinciden con los de Reichman et al. (2013); Opsahl et al. (2001) y
Caligara et al. (2001), que tampoco encontraron que el intervalo de tiempo entre los

ciclos tuviera algun efecto sobre la tasa de fertilizacion.
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Tampoco se encontraron diferencias significativas en cuanto al numero de
embriones en dia 2 en los dos grupos de estudio. Sin embargo, se encuentran diferencias
significativas en cuanto a la calidad embrionaria, ésta mejora en el 59,1% de las mujeres
entre el primer y el segundo ciclo en el grupo de “menos de seis meses” y en el 36,4%
de las mujeres pertenecientes al grupo de “mas de seis meses”. Por tanto, el hecho de
esperar un intervalo de tiempo mayor de seis meses entre los ciclos, podria tener un
efecto negativo sobre la calidad embrionaria. Este resultado no coincide con el de
Reichman et al. (2013), que no encontraron diferencias en la calidad embrionaria, sin
embargo en su estudio el mayor intervalo de tiempo entre los ciclos es de 140 dias (4,67
meses), que en mi estudio entraria dentro del grupo de “menos de seis meses”. En los
demas estudios acerca del efecto del intervalo entre los ciclos (Opsahl et al. 2001;

Caligara et al. 2001; Silverberg et al. 1992) no se evaluo la calidad embrionaria.

En cuanto a la tasa de embarazo, se encontrd una tasa significativamente mayor en
el grupo de “mas de seis meses” (50%) que en el de “menos de seis meses” (13,6%). Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas en la tasa de gestacion evolutiva
en ambos grupos. Estos resultados coinciden con los de Reichman et al. (2013); Opsahl
et al. (2001) y Caligara et al. (2001) que tampoco encontraron ningun efecto del
intervalo entre los ciclos sobre la tasa de gestacion evolutiva. Sin embargo, mis
resultados no coinciden con los de Silverberg et al. (1992), en cuyo estudio se encontrd
mayor tasa de embarazo en los ciclos consecutivos. Sin embargo, en el estudio de
Silverberg et al. (1992) se realizaba inseminacién intrauterina o las pacientes tenian

relaciones sexuales, mientras que en mi estudio se realizaba FIV convencional o ICSI.

En general, no se encuentra efecto del intervalo de tiempo entre los ciclos sobre la
respuesta ovarica y el resultado de la FIV/ICSI, a excepcion de la calidad embrionaria.
Esto puede deberse a que el estudio fue realizado con un nimero pequefio de pacientes.
Sin embargo, en el resto de estudios acerca del tiempo transcurrido entre los ciclos, los

resultados son muy parecidos a los de mi estudio.
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6 CONCLUSION

El intervalo de tiempo entre los ciclos de estimulacion ovarica no tiene ningun
efecto sobre el nimero de ovocitos recuperados, el nimero de ovocitos en MII, la
calidad ovocitaria, el nimero de ovocitos fertilizados, el nimero de embriones y la tasa
de gestacion evolutiva. Sin embargo, un intervalo de tiempo entre los ciclos de mas de

seis meses podria tener un efecto adverso sobre la calidad embrionaria.

Seria interesante realizar estudios orientados en esta linea con el fin de comprobar

esta asociacion que se observa en el presente estudio.
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