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I. CICLO OVARICO

Se denomina ciclo ovarico, a los cambios hormonales, ovaricos y endometriales que se pro-
ducen ciclicamente en las mujeres a partir de la pubertad, en respuesta a senales producidas
por el hipotalamo, hipofisis y ovario. Este ciclo serd el resultado de un buen funcionamien-
to sincrdnico entre estas tres estructuras. Cada uno de estos 6rganos realizara su funcion de
manera coordinada y regulada, a su vez, por los otros dos.

El objetivo de este ciclo es la maduracion y extrusion periddica de un 6vulo fecundable; asi
como, la preparacion del endometrio para la implantaciéon del embrién y el mantenimiento
del embarazo. Estos eventos se acompafan de profundos cambios organicos y funcionales
que se repiten de forma periddica cada mes si no se produce el embarazo.

A. OVARIO

Dentro del ciclo, una de las funciones del ovario es llevar a cabo la foliculogénesis o forma-
cion de foliculos, cuyo resultado final serd, bien la ovulacion de un foliculo maduro, bien la
atresia del foliculo'.

i. FOLICULOGENESIS

La foliculogénesis comienza con la etapa del reclutamiento de los foliculos primordiales.
La poblacién de foliculos ovaricos primordiales en reposo o latentes se establece duran-
te el 5° mes de desarrollo fetal lo que condicionara la posterior reserva ovarica. En este
momento el numero de foliculos primordiales es de unos 10 millones, disminuyendo a
1,5 millones en el momento del nacimiento y llegando a la menarquia con unos 500.000
foliculos en reposo en cada ovario® A partir de los 37,5 afios, aproximadamente (cuan-
do quedan entorno a 25.000 foliculos), se produce un descenso exponencial de la reser-
va ovarica, existiendo cierta variabilidad individual en la velocidad con que esto ocurre,
hasta que la cifra de foliculos desciende a unos 1.000 foliculos que sera cuando cesan las
ovulaciones y se produce la menopausia®™*.

Estos foliculos primordiales se encuentran repartidos a lo largo de la corteza ovarica y
van a sufrir una serie de fendmenos de diferenciacion y proliferacién que los transfor-
maran en foliculos preantrales’.

El foliculo primordial contiene un ovocito primario, en estado de arresto meiético, jun-

to con una capa unica de células de la granulosa aplanadas. Estas células presentan una
lamina basal rodeandolas, la cual impide que tengan contacto directo con el resto del
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tejido ovarico, y por tanto, con la circulacién vascular y con el sistema endocrino. El
reclutamiento de los foliculos primordiales comienza desde la etapa intrauterina y no
cesa hasta el agotamiento de la reserva ovarica. Los factores implicados en el recluta-
miento folicular inicial son todavia poco conocidos. Al no estar en contacto con la cir-
culacion sanguinea estos foliculos seran reclutados y presentardn un crecimiento inicial
independiente de las gonadotropinas (etapa FSH-independiente) (figura 1) .

Durante la siguiente fase de foliculo primario, las células de la granulosa adoptan una
forma cuboidea y adquieren potencial mitético, por lo que empiezan a dividirse y mul-
tiplicarse. Ademds comienzan a expresar receptores para la FSH, lo que se atribuye a la
accidn paracrina y autocrina de la activina de las propias células de la granulosa. Por
otra parte, el ovocito presenta un gran crecimiento y aparecen uniones gap entre éste y
las células de la granulosa, lo que permitird llevar nutrientes y sustancias reguladoras al
ovocito.

Durante la fase de foliculo secundario, se producira la estratificacion de las células de la
granulosa y la diferenciacion de las células del estroma ovérico que rodean al foliculo,
formando las capas interna y externa de la teca. La teca se vascularizara permitiendo el
contacto entre el ovocito y el sistema vascular, lo que permitira el acceso de las gonado-
tropinas al ovocito. Por tanto, sera a partir de este estadio cuando se inicie la etapa de
crecimiento dependiente de las gonadotropinas, fundamentalmente, de la FSH (etapa
FSH-dependiente) (figura 1) .

Etapa F5H -

independiente Etapa FSH -dependiente

Hypothalamus/ pituitary

N
: ran

/\ 5>§I)<

i -.i ! - - f-‘ *-" :
0 6_ 'tﬂ ) -\T} ./'
o8 e
Primonial Primary Secondany Smiall antral Antral Cvulatory
2-5mm S-10mm 20 mm
b >120 days v ES days v 14 days b
Recruitment Saelection Dominance

Figura 1. Foliculogénesis. Diferenciacion de las etapas segun su dependencia a las gonadotropinas.
(Tomado y modificado del Assessing ovarian response: antral follicle count versus
anti-Miillerian hormone. Fleming y col. 2015)°
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Posteriormente, el estadio de foliculo antral o De Graaf se caracteriza por la apariciéon
de una cavidad, que estard ocupada por un exudado plasmatico modificado por pro-
ductos del ovocito y de las células de la granulosa, los cuales se albergan en dicha cavi-
dad. A través de este medio circularan sustancias reguladoras’.

Las células que integran este foliculo se organizan de una forma caracteristica. Por un
lado estan las células de la teca, que forman la capa externa, y se organizan en dos capas
con distinta funcion: la teca externa, compuesta por células musculares y cuya fun-
cion es poco conocida, y la teca interna, compuesta por células epiteloides de estructura
esteroidogénica. Estas células estan dotadas de receptores para la LH e insulina, pro-
duciendo, tras su estimulacidn, la secrecion de andrdgenos, principalmente androste-
nediona. Por otro lado estan las células de la granulosa, que se organizan en cuatro sub-
tipos: las células granulosa de la membrana, las periantrales, las del cumulus oophorus
(cumulo ooforo) y las de la corona radiata. Todas ellas presentan receptores para la
FSH, presentando ademads, las células de la granulosa de la membrana, receptores para
la LH y la enzima P450 aromatasa, la cual aromatiza los andrégenos convirtiéndolos en
estrogenos’.

Dentro del estadio de foliculo antral, se puede subdividir en cuatro estadios segun la
maduracién y tamano del foliculo: pequeio (1-6 mm), mediano (7-11 mm), grande
(12-17 mm), preovulatorio (18-23 mm). Este aumento de tamafio se debe a la expan-
sion del liquido folicular y la proliferacion de las células de la teca y la granulosa.

El foliculo secundario, momento en que se inicia la etapa FSH-dependiente, tarda en
torno a 71 dias en alcanzar el estadio de foliculo antral (figura 2)>7.

Del pool de foliculos antrales, en cada ciclo menstrual, uno sera “seleccionado” com-
pletando su desarrollo y maduracién hasta producirse la ovulacién, mientras que los
demas sufrirdn fendmenos de atresia. Este es un mecanismo que sucede de manera
continua, por lo que existen oleadas de crecimiento folicular constantes durante el ciclo
menstrual’.

Por tanto, existen dos tipos de crecimiento o reclutamiento, como McGee y col.” descri-

ben detalladamente en su estudio. Por un lado, un crecimiento o reclutamiento inicial y
por otro, un reclutamiento ciclico (figura 2).
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Figura 2. Duracién del reclutamiento inicial y reclutamiento ciclico en humanos.
(Tomado de Initial and cyclic recruitment of ovarian follices, MgGee et al, 2000)’

El reclutamiento inicial se refiere al crecimiento de los foliculos primordiales, los cuales
permanecen latentes, hasta que ciertos mecanismos, no bien conocidos, desencadenan
su crecimiento. Su crecimiento se inicia en forma de oleadas y es un proceso continuo.
En cada oleada se estimula el crecimiento de un pool de ellos, mientras que el resto
permanecen latentes’.

El nimero de foliculos reclutados en cada oleada va aumentando desde el momento
del nacimiento hasta los 14 aflos aproximadamente. A partir de dicha edad, el nimero
de foliculos reclutados ira disminuyendo hasta alcanzar la menopausia. Por tanto, a la
edad de 30 afnos, quedara el 12% de la reserva inicial y con 40 afios, sdlo el 3%”.

En cuanto al reclutamiento ciclico comienza una vez alcanzada la pubertad y depende
del aumento de los niveles de FSH circulantes durante el ciclo menstrual que rescata un
pool de foliculos antrales de la latencia. El nimero de foliculos reclutados en cada pool
suele ser constante en mujeres adultas jovenes y suele ser el mismo nimero en cada
uno de los ovarios’.

En este proceso, uno de los foliculos antrales del pool es “seleccionado” y pasa a ser el
foliculo dominante. En este foliculo la capacidad proliferativa de las células de la gra-
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nulosa y de la teca se mantiene elevada, por lo que crece con rapidez, produciendo gran
cantidad de estrégenos, mientras que el resto de foliculos de la cohorte disminuyen en
tamarno (figura 2)".

La conversion en un foliculo dominante estrogénico marca la llamada “seleccion™ del
foliculo dominante destinado a ovular, proceso que, normalmente, sélo consigue un
unico foliculo. Este proceso de seleccion es, en un grado significativo, el resultado de
dos acciones estrogénicas: 1) por un lado, una interaccion local entre los estrégenos y la
FSH en el seno del foliculo, 2) y por otro, el efecto de los estrégenos sobre la secrecion
hipofisaria de FSH®.

Seguin los conocimientos de la foliculogénesis, el reclutamiento folicular ciclico, en cada
ciclo menstrual, comienza durante la fase latea tardia del ciclo anterior o fase premens-
trual, es decir, en torno a 15-20 dias antes de la ovulacion. En este momento, las células
de la granulosa de los foliculos antrales mayores de 2 mm, son significativamente mas
sensibles a la FSH’.

Sin embargo, a raiz de varios estudios mas recientes sobre la foliculogénesis, se ha visto
que los foliculos presentan varias oleadas de crecimiento a lo largo de un mismo ciclo
menstrual (figura 3.)>'°. Aproximadamente dos tercios de las mujeres desarrollan dos
oleadas de crecimiento folicular a lo largo de un intervalo interovulatorio y el resto pre-
senta tres oleadas. Dentro de estas oleadas se han observado oleadas mayores y meno-
res. Las oleadas mayores o principales son aquellas en las que se desarrolla un foliculo
dominante, el cual puede retroceder u ovular y en las oleadas menores, la seleccion del
foliculo dominante no se manifiesta (figura 3.)'°"".
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Figura 3. Representacion dia a dia del crecimiento folicular durante un ciclo interovulatorio. Grafico A,
pacientes con dos oleadas de crecimiento folicular; Grafico B, pacientes con tres oleadas. (Tomado de
Baerwald et al. A new model for ovarian follicular develpoment during the menstrual ovarian cycle, 2003.)
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ii. ' MADURACION DEL OVOCITO

La maduracion del ovocito es un complejo proceso interrumpido en el tiempo, ya que
se detiene en el momento del nacimiento y se reanuda durante la ovulacion. El ovocito
inicia la meiosis durante la vida fetal y contintia hasta detenerse en la primera profase
meiotica, justo antes o en el momento del nacimiento. Este estadio se caracteriza por-
que las tétradas muestran quiasmas entre las cromatidas de cromosomas homdlogos
pareados y se produce un entrecruzamiento genético. En la pubertad, justo antes de
la ovulacion, el ovocito reanuda su division, concluyendo con la extrusion del primer
cuerpo polar. En esta etapa, se produce la condensacion de la cromatina, se disuelve la
vesicula germinal, se forman los husos meidticos y se separan los cromosomas.

Con ello se formara el ovocito secundario, que queda rodeado por las células de la
granulosa del camulo ooforo. En este estadio los ovocitos inician la segunda divisién
meiotica que se detiene en la etapa de metafase. En esta etapa, los cromosomas se dis-
ponen en el plano ecuatorial del huso y forman la placa ecuatorial, con los centrémeros
unidos a las fibras del huso en espera de la separacion'.

iii. OVULACION

En el foliculo seleccionado, a medida que se acerca la ovulacion, se producen cambios
mecanicos y vasculares que dan lugar a extravasacion de células sanguineas y edema del
tejido folicular'2. Una vez finalizada su maduracidn, induce su propia ruptura mediante
un rapido incremento en la produccion de estrogenos (niveles preovulatorios), que por
retroalimentacion positiva hacen que se produzca el pico ovulatorio de las gonadotro-
pinas. El pico de LH induce la reanudacién de la meiosis del ovocito, la luteinizacién de
las células de la granulosa y la ruptura del foliculo a nivel del estigma. La maduracion
meidtica se presenta detenida en el ovocito debido a las elevadas cantidades de AMP
ciclico (cAMP) presentes en él. Como consecuencia de la elevacion de la LH y FSH se
produce una caida de este CAMP y la meiosis es reanudada. Por otra parte, la elevacion
de las gonadotropinas produce el incremento de la secreciéon de progesterona y activa-
cion de su receptor a nivel de la granulosa, lo que conlleva la produccion de prostaglan-
dinas por la activacion de la COX-2, que desencadenarian la liberaciéon de enzimas pro-
teoliticos los cuales degradarian la pared folicular permitiendo la ovulacién. La FSH,
por su parte, produce la mucificacion y expansion del cimulo ooforo. La maduracién o
expansion del cimulo ooforo y la ruptura de la pared folicular son esenciales para que
el ovocito sea liberado del interior del foliculo'.
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Por tanto, el proceso de la ovulacion es un proceso extraordinariamente complejo y en
él intervienen, aparte de cambios hormonales, una serie de cambios mecanicos, vascu-
lares, autocrinos y paracrinos.

iv. LUTEINIZACION

Después de producirse la ovulacion, las células del foliculo presentan una transforma-
cién dando lugar al cuerpo luteo. Este es una gldndula que producird grandes cantida-
des de estrogenos y progesterona, sobre todo en la primera fase luteinica del ciclo. Las
células de la granulosa luteinizadas, produciran estrogenos, a partir de los andrégenos
producidos por las células de la teca luteinizadas.

Si no se produce la fecundacion e implantacion del embridn, las células epiteliales del
cuerpo liteo comenzaran a degenerar a partir del dia 8, proceso denominado como lu-
tedlisis, siendo sustituidas finalmente por tejido conectivo fibroso avascular y acelular,
dando lugar al llamado cuerpo albicans, una estructura que se acumula en la porcién
medular del ovario®'*.

ENDOCRINOLOGIA
i. NEUROENDOCRINOLOGIA

Existen dos lugares o estructuras en el encéfalo que resultan importantes en la regulacion
del ciclo ovarico y por tanto, en la funcién reproductora: el hipotalamo y la hipoéfisis.

a. HIPOTALAMO

El hipotdlamo es una parte del diencéfalo que se encuentra por encima de la unién
de los nervios opticos en la base del encéfalo. Esta estructura, a través de una red
densa de capilares, llamada circulacién portal hipofisaria, conecta con la adenohi-
pofisis donde llegaran las neurohormonas secretadas por el hipotalamo.

Las neurohormonas son péptidos que estimulan la liberacién de sustancias hipofi-
sarias. La encargada de producir la liberacion de las gonadotropinas serd la hormo-
na liberadora de gonadotropinas o gonadoliberina (GnRH), la cual es sintetizada
por las células del nucleo arqueado del hipotalamo y estimula la secrecion, tanto de
la hormona luteinizante o lutropina (LH), como de la hormona foliculoestimulante
o folitropina (FSH).
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La GnRH presenta una semivida de 2 a 4 minutos, por lo que la regulacion del
ciclo ovarico se produce gracias a una secrecion continua de esta neurohormona.
Ademads, segun varios estudios, se ha demostrado que para conseguir una secrecion
normal de gonadotropinas, se necesita una liberacion pulsatil de GnRH a la circu-
lacién portal, dentro de un intervalo critico de frecuencia y amplitud®.

Al igual que la GnRH, las gonadotropinas también se secretan de una forma pulsa-
til reflejando el patrén pulsatil de la GnRH y por ende, la liberacion ovarica de este-
roides es también pulsatil, coordinada con los pulsos de LH, el principal elemento
estimulador de la esteroidogénesis ovérica (figura 4)°.
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Figura 4. Regulacién hormonal, eje hipotalamo-hipdfisis-ovario.
(Tomado y modificado del libro Pituitary Disease and Neuroendocrinology, Marques P et al, 2000%)

La corta semivida de la GnRH se debe a la escision de los enlaces entre los aminoa-
cidos 5-6, 6-7 y 9-10. Al alterar estos enlaces se han podido sintetizar andlogos de
esta hormona con unas propiedades diferentes, creindose agonistas y antagonistas
de la GnRH, los cuales seran utilizados en las técnicas de reproduccion®.

La accién inmediata de la GnRH es la liberacion de las gonadotropinas, mientras

que las respuestas tardias preparan para la siguiente liberacién de estas hormonas.
Una de las acciones tardias es la autosensibilizacion, la cual genera respuestas in-
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cluso mayores con los pulsos posteriores de GnRH. Este fenémeno de autosensibi-
lizacion es importante para alcanzar el gran pico de secreciéon hormonal a mitad de
ciclo®.

b. HIPOFISIS

La hipofisis es una glandula endocrina que se sitta en la base del craneo en una
estructura denominada la silla turca. Esta glandula esta dividida en dos l6bulos,
siendo el mas anterior, la adenohipoéfisis, donde se sittan las células gonadotropas,
sensibles a la secrecion pulsatil de la GnRH y encargadas de secretar las gonado-
tropinas (figura 5). Estas células presentan receptores de la GnRH, los cuales son,
ademas, regulados por otras sustancias, como la activina, la inhibina o los esteroi-
des sexuales.

Hipotalamo

Lébulo anterior
de la hipofisis

{Estimula el
LH

desarrollo
del follculo)

Est
Androgenos / o

Progesterona

Figura 5. Eje hipotalamo-hipéfisis-ovario. Adenohipdfisis, lébulo anterior.
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Si se administra GnRH exégena de manera pulsétil, se consigue mantener niveles
de LH y FSH similares a los fisioldgicos en la mujer, sin embargo, si se administra
de manera continua o se incrementa la frecuencia de los pulsos, al cabo de varios
dias los niveles de estas hormonas disminuirian, debido a una desensibilizacién y
desacoplamiento de los receptores de la GnRH hipofisiarios®'*.

La FSH desarrolla un papel fundamental en el crecimiento y desarrollo del foliculo
dominante al controlar la expresién genética en las células de la granulosa, indu-
ciendo la estimulaciéon mitética de las mismas, la expresion de receptores para la
LH y la expresion de la P450 aromatasa, enzima que aromatiza los andrégenos,
transformandolos en estradiol, lo cual es crucial para que el foliculo adquiera su
potencial estrogénico’.

La LH por su parte, no es crucial en el proceso de seleccién, sin embargo, es im-
portante para la regulacion del foliculo dominante al estimular la produccién de
androstenediona, principal andrégeno ovarico. Cuando se inicia la formacién del
antro folicular, las células de la teca sufren un proceso de diferenciacion, expresan-
do genes del receptor de la LH, el receptor de la insulina, receptores HDL y LDL y
diferentes genes implicados en la sintesis de andrdgenos a partir del colesterol. En
virtud a estos cambios, las células de la teca de los foliculos antrales son capaces de
producir andrégenos como la androstenediona’.

Los androégenos, en bajas concentraciones, promueven su propia aromatizacion y
contribuyen a la formacion de estrégenos. Se unen a sus receptores y actiian am-
pliando las senales postreceptor mediadas por el cAMP; de esta forma, potencian la
accion de la FSH en las células de la granulosa.

En 1995, se logro, en primates, una maduracién completa del foliculo adminis-
trando FSH pura, por lo que parecia que no era necesaria la accion de la LH en
esta etapa. Incluso se barajé que podia tener un efecto negativo sobre el ovocito,
que afectase a etapas posteriores del proceso reproductivo, ya que la LH no se en-
cuentra normalmente en el liquido folicular hasta después del pico ovulatorio de
gonadotropinas. Por tanto, si se elevara prematuramente en el plasma y en el liqui-
do antral, podria disminuir la actividad mitdtica en la granulosa. Posteriormente
autores como Lunenfeld'® o Balasch'” comprobaron que la LH en pequefas concen-
traciones, tiene una accion sinérgica con la FSH y contribuye a la maduracion final
del foliculo'®". Sin embargo, niveles de LH mayores a 6-8 U/L, en la mitad o al final
de la fase folicular, son perjudiciales para el desarrollo del ovocito y del foliculo y
aumentan el porcentaje de abortos's.
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ii. ' ENDOCRINOLOGIA OVARICA

El ciclo ovarico o menstrual comienza el primer dia de la menstruacion y termina el dia
anterior del inicio del siguiente sangrado menstrual. Es un ciclo dinamico que puede
dividirse en diferentes fases segtin la estructura folicular y la secreciéon hormonal del
ovario (figura 6).
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Figura 6. Fases del ciclo menstrual. Niveles hormonales a lo largo del ciclo menstrual.
a. FASE FOLICULAR

Comienza con el inicio de la menstruacion y termina 1 a 2 dias antes del pico ovu-
latorio de LH. Es la fase mas variable del ciclo ovarico y la variacion de la duracion
del ciclo generalmente depende de cambios en la duracion de esta fase. El evento
hormonal determinante en esta etapa es la elevacion progresiva de los niveles de
FSH en la fase folicular temprana, que comienza desde los dias finales del ciclo pre-
cedente, es decir, desde la fase lttea tardia (figura 6). El declive de la esteroidogénesis
en la fase latea y la secrecion de inhibina A permiten esa elevacion de la FSH. Este
estimulo inicial es esencial para que se produzca un ciclo ovarico normal y niveles
inadecuados de FSH en este momento pueden ser responsables de un desarrollo fo-
licular deficiente, lo que ocasionara trastornos de la ovulacion y de la fase latea'.

En la fase folicular temprana, la activina producida por la granulosa en los folicu-

los inmaduros potencia la accion de la FSH sobre la aromatasa y la formacién de
receptores de FSH y LH, mientras que se suprime simultaneamente la sintesis tecal
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de andrégenos. El nivel de estrogenos tendra un incremento gradual, presentando
sus niveles maximos de forma preovulatoria (figura 6). En la fase folicular tardia la
FSH disminuye gradualmente hasta alcanzar su nadir antes del pico ovulatorio de
LH, por efecto del feedback negativo de los estrégenos'’. En la granulosa madura
del foliculo preovulatorio dominante, la activina sirve para evitar la luteinizacion
prematura y la produccion de progesterona®.

La retroalimentacion negativa de los estrégenos en la liberacién de FSH parece ha-
cer insuficiente la cantidad disponible de esta hormona para los foliculos menos
desarrollados, lo que disminuye la actividad de la aromatasa y la consecuente dis-
minucién en la producciéon de estrogenos por parte de los foliculos del pool "no
seleccionados”. Se produce un aumento en la relacion androgenos/estrégenos, se
interrumpe la proliferacion de la granulosa y se inducen cambios atrésicos en los
foliculos con menos desarrollo. Aunque esta retroalimentacion negativa de los es-
trogenos sobre la FSH inhiba el desarrollo de los foliculos menos desarrollados, el
foliculo dominante seleccionado retiene su capacidad de respuesta y completa su
desarrollo preovulatorio, a pesar del descenso de los niveles de FSH'2.

Los foliculos progresaran en su desarrollo s6lo si emergen cuando la FSH estd ele-
vada y la LH baja. Estos foliculos que surgen al final de la fase lutea del ciclo ul-
terior o al principio del ciclo estaran favorecidos por un medio en el que preva-
lece la aromatizacion en las células de la granulosa. En concentraciones bajas, los
andrégenos potencian su propia aromatizacion y contribuyen a la produccion de
estrogenos. En concentraciones mayores, se supera la limitada capacidad de aroma-
tizacion, y el foliculo se convierte en androgénico y finalmente atrésico. El éxito de
un foliculo depende de su capacidad para convertir un micromedio dominado por
los andrégenos en un micromedio dominado por los estrégenos®. La maduracion
final del foliculo dominante y la salud del ovocito se optimizan en presencia de la
LH, lo cual es importante tener en cuenta en las técnicas de reproduccion asistida®.

b. FASE OVULATORIA

El evento central en esta fase es el pico ovulatorio de LH y la consecuente ovula-
cion. Esta fase se extiende desde 1 a 2 dias antes, hasta 1 a 2 dias después del pico
ovulatorio de LH. En esta fase se produce la rotura folicular y la extrusion del évulo
(figura 7)*.
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Figura 7. Ciclo ovarico. Niveles de estrogenos y progesterona durante el ciclo menstrual.
Crecimiento folicular y ovulacion. (Modificado dellibro Principles and Practice of Endocrinology and
Metabolism, 3rd edition, Ed: Lippincott Williams & Wilkins. 2001')

Los niveles de estradiol tienen un incremento geométrico rapido durante el perio-
do preovulatorio y alcanzan sus valores maximos 24 a 36 h antes de la ovulacion.
Cuando la concentracién de estradiol alcanza un nivel critico y sostenido, produce
una accion estimuladora sobre la hipéfisis, siendo la responsable del pico ovulato-
rio de LH". Posteriormente, justo antes de la ovulacion, hay una caida brusca de los
niveles de estrogenos (figura 7).

Existe una considerable variacidn de esta secuencia de un ciclo a otro, incluso en
una misma mujer. El inicio del pico de LH es el indicador mas fiable de la ovulacion
inminente, que se produce 28-32 h antes de la rotura del foliculo. El pico de LH
induce la reanudacién de la meiosis del ovocito, la luteinizacion de las células de la
granulosa y la ruptura del foliculo™

El foliculo dominante, con gran nimero de receptores para la LH, evoluciona hacia
la luteinizacion y comienza la produccion de progesterona desde 24 a 48 horas an-
tes de la ovulacion (figura 7). El pequeiio aumento preovulatorio de progesterona
potencia el feedback positivo de los estrogenos en la induccién del pico ovulatorio
de LH'
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c. FASE LUTEA

Comienza tras la extrusion del 6vulo y dura normalmente un promedio de 14 dias
(rango de 11 a 16 dias). Se caracteriza por la presencia del cuerpo liteo y funcional-
mente por la produccién de progesterona por parte del cuerpo luteo.
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Figura 8. Ciclo ovirico y menstrual. Niveles de estrégenos y progesterona durante el ciclo menstrual.
(Tomado de Premenstrual dysphoria. Villaseca P. 2006*)

Durante esta fase, se produce la luteinizacion de las células del foliculo y un marca-
do incremento de la produccion de estradiol y progesterona, que inducen cambios
caracteristicos del endometrio y lo preparan para la implantaciéon del embrién (fi-
gura 8).

Si se produce el embarazo, el estimulo de la hCG mantiene el cuerpo liteo y la se-
crecion de P4 con niveles similares a los de la fase lutea media'®. Si no se produce el
embarazo el cuerpo lteo se convierte en una estructura acelular de tejido conecti-
vo fibroso conocida como cuerpo albicans.
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Segun los nuevos conocimientos sobre el ciclo menstrual, durante esta fase tam-
bién se producen oleadas de desarrollo folicular hasta la etapa antral o antral tar-
dia, pero, por un lado la FSH se mantiene en niveles por debajo del umbral de la
“seleccion” folicular, y por otro lado, no se produce el pico de LH debido a la inhi-
bicién producida por la P4, por tanto, no se producira la ovulacién del ovocito®?'.
No obstante, estos foliculos son posibles candidatos para ser estimulados y llegar a
ovular*?,

II. TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA

Este conocimiento del ciclo ovarico se ha utilizado para llevar a cabo técnicas de repro-
duccion asistida con una estimulacion ovarica controlada (EOC), intentando optimizar los
resultados de estas técnicas y sacandole el maximo partido al funcionamiento del ovario.

La EOC persigue la obtencion de aquel numero de foliculos dominantes que maximice los
resultados de la técnica que se vaya a utilizar posteriormente®.

A. HISTORIA

El origen de la FIV se remonta a 1973, cuando el equipo del profesor Carl Wood en Mel-
bourne reporté los primeros dos embarazos en humanos mediante fecundacién in vitro,
las cuales fueron gestaciones bioquimicas que no llegaron a implantar. Posteriormente en
1976, los doctores Patrick Steptoe y Robert Edwards reportaron un embarazo ectdpico tras
la transferencia de un embrién en estadio de mérula. No serd hasta Julio de 1978, cuando
estos dos mismos doctores conseguirian en Inglaterra, el primer recién nacido vivo me-
diante técnicas de reproduccion, el denominado primer bebé probeta. Este primer emba-
razo a término fue conseguido mediante fecundacion in vitro de un ovocito conseguido
en un ciclo natural. A partir de este hito de la reproduccion, las técnicas sufriran grandes
avances consiguiéndose millones de nacimientos hasta la actualidad®**

En 1976 y 1978, ].Mackenzie Talbot” y Alex Lopata®, del equipo del profesor Wood, des-
cribieron las primeras estimulaciones ovaricas con gonadotropina pituitaria humana y con
citrato de clomifeno y HCG en humanos. En 1979 Cohen y col. implantaron el control eco-
grafico del crecimiento folicular y establecieron el didmetro folicular, medido por ecografia,
como predictor de madurez folicular®. En 1981, Trounson® publicé los primeros embara-
zos tras EOC con CC y HCG. Un afio después, en 1982, se consiguio la primera gestacion
tras transferencia de un embrién congelado en Australia®® y en ese mismo afio, surgieron
los analogos de la GnRH, cuando el equipo de Richard Fleming realizé un estudio con
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cinco pacientes que presentaban alteraciones hormonales en la fase lutea, demostrando su
utilidad, junto con las gonadotropinas exdgenas, en pacientes con deficiencia lutea®.

En 1983 Trounson y col. reportaron el primer embarazo tras donacién de un embrién fer-
tilizado in vitro con donacién de ambos gametos®. Inicialmente los ovocitos donados se
obtenian de los ovocitos sobrantes tras un ciclo de fecundacion in vitro de pacientes con
problemas de esterilidad, pero al no existir ninguna ley reguladora, cada grupo realizaba su
protocolo particular, lo que caus6 grandes problemas éticos®.

Durante estos afios se incrementaron cuantiosamente las estimulaciones ovdricas, surgien-
do problemas como la luteinizacidon precoz. Por lo que en 1985, se empezaron a utilizar
los analogos de la GnRH con el fin de evitar esa luteinizacién prematura, suponiendo un
enorme avance en las técnicas de reproduccion. Unos afios después, en 1991, surgieron
los antagonistas de la GnRH, reduciéndose la incidencia de hiperestimulaciones ovaricas
y acortando el tiempo de estimulacion®. Pero no sera hasta 1998, cuando se reporte el pri-
mer nacimiento tras una estimulacién ovarica con FSH recombinante y antagonistas de la
GnRH?*. Estos farmacos aportaron ciertas ventajas, tales como: a) disminucién de la dosis
de FSH necesaria para la estimulacion ovérica, debido a la FSH endodgena secretada en la
fase folicular inicial; b) disminucién de los efectos secundarios asociados al hipoestroge-
nismo; ¢) disminucion de los dias de estimulacion; d) reduccion del riesgo de Sindrome de
hiperestimulaciéon ovarica®.

Desde entonces hasta la actualidad, las técnicas de reproduccion asistida han ido evolucio-
nando, mejorando los protocolos de estimulacion e individualizandolos a las caracteristicas
de las pacientes, se han perfeccionado las técnicas de conservacion de ovocitos, como la
vitrificacidn, o el desarrollo embrionario in vitro con la aparicion de la técnica Time-Lap-
se, entre otras. Ademas, se prevé que este campo siga evolucionando rdpidamente con los
avances en medicina genética, molecular e inmunologica.

B. ESTIMULACION OVARICA CONTROLADA
i. INTRODUCCION

La administracion de gonadotropinas exégenas supone la base de la estimulacion foli-
cular de las técnicas de reproduccion asistida. Los foliculos presentan un “umbral” de
FSH, el cual debe ser sobrepasado para que se produzca el crecimiento y desarrollo del
foliculo. En la EOC el objetivo es sobrepasar ese nivel umbral de un nimero éptimo
de foliculos. Este numero 6ptimo dependerd de la técnica que se vaya a emplear y de
cada paciente. Ademas se debe tener en cuenta el llamado “periodo ventana de la FSH”.
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Este es el periodo en el que los niveles de FSH van a determinar el numero de foliculos
que van a ser reclutados y durante el que puede actuar la FSH exdgena*. Por tanto, la
cohorte de foliculos que va a crecer en cada ciclo ovarico, se vuelve dependiente de la
FSH exo6gena administrada.

ii. RESPUESTA OVARICA

La respuesta ovrica es el grado de desarrollo multifolicular que se alcanza durante la
estimulacion hormonal, el cual dependera de cada mujer y de multiples factores, entre
otras, de la reserva ovdrica existente®.

a. FACTORES QUE CONDICIONAN LA RESPUESTA OVARICA
® RESERVA OVARICA

El término “reserva ovarica’, en este campo, se usa para definir la cantidad de fo-
liculos en reposo presentes en los ovarios en un momento dado y que pueden ser
estimulados con gonadotropinas exogenas®*.

Su evaluacidn es de gran valor para determinar el prondstico de los tratamientos
de fertilidad y la eleccion del protocolo a utilizar en las técnicas de reproduccion
asistida.

Para evaluar esa reserva ovdrica se han estudiado diversos biomarcadores®.
Marcadores hormonales: como la FSH basal, LH, estradiol, inhibina B, AMH.
Test dindmicos: como el test con citrato de clomifeno.

Marcadores ecograficos: como la medicion del volumen ovarico o el recuento
de foliculos antrales.

Muchos de ellos tienen un valor predictivo limitado. Segtin algunos estudios, nive-
les elevados de FSH se han relacionado de forma consistente con una disminucién
de la reserva ovdrica, peores resultados en técnicas de FIV y un aumento en la tasa
de aneuplodias®*. Un estudio analizé los resultados de los ciclos de FIV segun el
nivel basal de FSH por rangos de edad, observando que las mujeres que presenta-

ban menores niveles de FSH en cada rango de edad presentaban mejores resulta-
dos™.
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Sin embargo, en los tltimos afos los datos sugieren que los mejores marcadores de
la reserva ovarica son el RFA y la determinacién de la AMH®®.

- RFA

En 1979 se implantd el uso de los ultrasonidos para evaluar el crecimiento folicular
en el ovario, estableciéndose el RFA (pool de foliculos preparados para poder ser
seleccionados cada mes) como un marcador de reserva ovarica y factor predictivo
de los resultados en las TRA durante la década de los 90*. Pero no sera hasta 2010
cuando un grupo de expertos establecerian las normas para estandarizar este mar-
cador, estableciéndose su medicidn entre los dias 2 al 4 del ciclo, con el fin de evitar
la variacion durante el ciclo e incluyendo todos los foliculos entre 2 y 10 mm*..

Segtn un metaandlisis de 2008*, el RFA es mas preciso que la FSH, el volumen del
ovario o la combinacion de varios marcadores bioquimicos para predecir la baja
respuesta a la estimulacion ovarica. Ademas multiples estudios han demostrado
que el RFA es un buen marcador predictivo de la respuesta ovarica a las gonado-
tropinas, entendiendo ésta como el numero de ovocitos extraidos en los ciclos de
FIV40,43747‘

En la actualidad, el RFA se ha establecido como una herramienta no invasiva y facil
de realizar, que proporciona de inmediato informacién predictiva esencial sobre la
capacidad de respuesta ovarica®®.

Algunas de las limitaciones que presenta son: a) se debe realizar en un determinado
momento del ciclo (fase folicular temprana), debido a la variacién intraciclo que
presenta; b) no se pueden distinguir los foliculos antrales de los atrésicos, lo que
puede llevar a una sobreestimacion (tabla 1).

- AMH

La AMH es una hormona que se produce en las células de la granulosa de los foli-
culos pequenos en crecimiento, siendo la mayoria de ellos, foliculos preantrales y
antrales precoces. El nivel de AMH en suero va disminuyendo a lo largo de la edad
tértil de la mujer y se hace indetectable en la menopausia. La medicion de esta hor-
mona en sangre se correlaciona con la edad y el RFA**-°. En comparacién con otros
marcadores de reserva ovarica, se ha objetivado que se trata de un marcador cuyos
cambios se producen con anterioridad a otros tales como, la elevacion de la FSH o
el descenso del RFA®.
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La AMH es el marcador bioquimico mejor relacionado con el nimero de foliculos
antrales existentes, por lo que se sugiere que es el mejor biomarcador de la reserva
ovarica®’. Ademas, es un buen predictor de la respuesta ovarica en las técnicas de
reproduccion asistida®->.

Segun tres metaanalisis realizados en 2009, 2011 y 2013, tanto el RFA como la
AMH son igual de precisos para predecir tanto la baja como la alta respuesta en los
ciclos de FIV** afadiendo valor predictivo a la edad de la mujer*.

Una revision realizada por La Marca y col. en 2014%, sobre el uso de los marcado-
res de reserva ovarica para la individualizacion de los protocolos de estimulacion
ovarica en los ciclos de FIV, demuestra que estos dos tltimos marcadores de reser-
va ovarica (AMH y RFA) son los mas ttiles para predecir la respuesta ovarica en los
ciclos de estimulacion ovarica. Ademas en dos estudios realizados por Chalumeau
y col. en 2017 y Siddiqui y col. en 2019, que analizaban tanto factores clinicos como
biologicos o bioquimicos, los niveles de AMH y el RFA fueron los que presentaron
mayor correlacion con la respuesta ovarica’®®,

En la tabla 1 comparamos ambos métodos, presentado sus ventajas y desventajas.
Ambos factores dependen de factores externos, técnicos y fisioldgicos.
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RFA AMH
Ventajas Ventajas
Inmediatez. Bien caracterizado en edades
Accesibilidad. reproductivas.

Facil de realizar.

Método no invasivo.

Baja variabilidad intraciclo:
se puede realizar en cualquier
momento durante el ciclo*.

Baja variabilidad entre
operadores y entre centros.
Determinacion estandarizada y
automatizada®.

Desventajas

Desventajas

Variabilidad intraciclo: debe
realizarse en un momento del ciclo
determinado.

Variabilidad intraoperador:
determinacion subjetiva y

Requiere una cuidadosa
preparacion y almacenamiento
de la muestra.

Requiere el acceso a la técnica
(laboratorio).

diferencias en tecnologia,
o , - Mayor coste.
capacitacion y metodologia.
- Existe controversia sobre la
variabilidad intraciclo y su

repercusion clinica*

- Posible sobreestimacion: no
diferencia entre foliculos antrales y
atrésicos.

- Influenciado por las caracteristicas
de la paciente (obesidad, mala
transmisidn sdnica, interposicion
estructuras).

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los marcadores de reserva ovdrica: RFA y AMH.

* La AMH parece ser el marcador de reserva ovarico mas estable a lo largo del ciclo o entre los dife-
rentes ciclos ovaricos®, no obstante, en este punto hay cierto debate. Desde que en 2006 La Marca y
col.®! hicieran un estudio en el que no se observaban fluctuaciones significativas de la AMH a lo largo
del ciclo, han sido varios autores los que han reforzado dicha idea®*¢*%. Sin embargo, otros autores si
han encontrado fluctuaciones intraciclo, observando que el nivel de AMH es mayor en la fase folicular
que en la fase lutea, lo que justifican con su estrato fisioldgico y su origen en los foliculos preantrales y
antrales precoces®%. No obstante, a nivel clinico, la mayoria de estudios no observan diferencias sig-
nificativas, lo que no ha supuesto, por el momento, que se establezca de manera universal el momento
del ciclo mas idéneo para la medida de dicho marcador®>6667¢°,
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® EDAD

La reserva ovarica esta estrechamente relacionada con la edad, que es el factor aisla-
do mejor relacionado con el resultado reproductivo™.

Se sabe que la reserva ovarica disminuye a medida que aumenta la edad, aumen-
tando el numero de mujeres con problemas de fertilidad. La fertilidad de la mujer
empieza a disminuir de manera significativa a partir de los 30 afios, cayendo de
manera mds acusada desde los 35 afnos**’*’!, esa disminucidn estd relacionada tanto
con la cantidad como con la calidad de los ovocitos®.

Segun el estudio de Wallace de 2010, que establece un modelo con el que determina
la reserva ovarica de las mujeres desde la concepcion hasta la menopausia, refleja
que a los 30 afos el porcentaje de reserva ovarica remanente es del 12% de la reser-
va inicial y a los 40 afios solo del 3%. Ademas establece que la pérdida del 95% de la
reserva ovarica inicial hasta los 25 afios depende solo de la edad (figura 9)*.

Percentage
of NGF
population
remaining

—— Remaining ovarian
reserve (%)

Age (years)

Figura 9. Descenso de la reserva ovarica segun avanza la edad. NGF: non-growing follicles
(Tomado de Human ovarian reserve from conception to the menopause, Wallace y col., 20107)

La edad no solo es un marcador de reserva ovarica®’?, sino que también es un
marcador de respuesta ovarica en los tratamientos de reproduccidn asistida con
estimulacion ovarica controlada®*”2. En dichos tratamientos la edad influye ne-
gativamente en la respuesta ovdrica a las gonadotropinas y conforme aumenta ésta,

disminuye la probabilidad de gestacion””*.
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Otros autores como Smith y col.”” han analizado la relacién de la edad con los re-
sultados de las TRA, observando que la tasa de RNV disminuye con el aumento de
la edad de la mujer, lo cual se evita utilizando ovocitos de donantes. En ese mismo
estudio, evaluaron la tasa de RNV por ciclo iniciado y la tasa de RNV acumulada
tras varios ciclos de estimulacién consecutivos en las mujeres que se sometian a tra-
tamientos de FIV ajustandolo por edad, observando que la tasa de RNV por ciclo
se mantenia mas o menos estable hasta el cuarto ciclo de estimulacion y que la tasa
acumulada de RNV aumentaba hasta el noveno ciclo de estimulacién en mujeres de
hasta 42 afios. Por encima de esta edad la tasa de éxito era muy baja y la tasa acu-
mulada de RNV no aumentaba a partir del cuarto ciclo de estimulacion.

® [MC

La obesidad o el sobrepeso afectan de forma negativa a la funcién reproductiva,
produciendo alteraciones menstruales, anovulacion, infertilidad o abortos’.

El mecanismo por el que se relaciona la infertilidad con la obesidad es complejo, se
cree que el disbalance entre androgenos y estrégenos es el mecanismo causante de
la subfertilidad. La obesidad ademas se relaciona con disminucién de la proteina
transportadora de hormonas sexuales tales como los andrégenos y los estrégenos.
Por lo que el aumento de produccién de androgenos junto con la disminucion de
dicha proteina transportadora, van a crear un ambiente hiperandrogénico el cual
llevara a la anovulacion por inhibicion de la maduracion folicular. La hiperinsu-
linemia e hiperleptinemia también se relacionan con la obesidad e infertilidad®.

En reproduccion, segun multiples estudios, la obesidad se ve relacionada con una
mayor necesidad de gonadotropinas en la estimulacion ovérica, debido a una res-
puesta a éstas mds deficiente’®®. Sin embargo, hay controversia en como afecta la
obesidad al resto de resultados de los tratamientos de reproduccién**”¢. Observan-
dose en algunos estudios que el IMC no afecta per se a los resultados de la respues-
ta ovarica” 7>#"#2, y por contra, observandose en otros menores tasas de ovocitos
extraidos® y mayores tasas de cancelacion®®.

® GENETICA
En 1991, se secuencio el gen del receptor de la FSH*, objetivaindose desde entonces
numerosos polimorfismos de un solo nucleétido y mutaciones del gen®. A partir

de entonces, se han llevado a cabo multiples estudios para conocer como influyen
los cambios genéticos en la respuesta ovarica de las TRA.
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Se han ido estudiando multiples genes involucrados en la respuesta ovarica a la
FSH exdgena, entre ellos, los polimorfismos del gen del receptor de la FSH son los
mas estudiados, con resultados dispares en cuanto a su valor predictivo de la res-
puesta ovarica como demuestra una revision realizada por Desai y col. en 2013%.

Otros, son los genes del receptor de estrogenos, los cuales se han relacionado de
manera mas uniforme con la calidad de los foliculos, el nimero de ovocitos ma-
duros extraidos, la tasa de fertilizacion y la calidad embrionaria en los ciclos de
estimulacion ovarica de los tratamientos de FIV##7%,

Estudios posteriores van acotando mas los polimorfismos de un solo nucleétido
estudiados, siendo rs10407022 en el gen de la AMH, rs3741664 en el gen del recep-
tor de la AMH, rs1394205 y rs6166 en el gen del receptor de la FSH y rs2234693 en
el gen del receptor de estrégenos 1 los mas estudiados y en los que se van encon-
trando hallazgos mas significativos, en cuanto a su valor predictivo de la respuesta
ovarica®*®.

Un estudio realizado por Ganesh en 2018, refleja que es necesario combinar varios
genes para evaluar cudl puede desempenar un papel en la fertilidad®.

Por tanto, aunque cada dia se conocen mds genes y su papel en la respuesta ovérica
y la fertilidad, este es un campo en el que todavia queda mucho por avanzar.

® OTROS: TABACO, ALCOHOL, CAFEINA.

Se conoce que el tabaco esta relacionado con la infertilidad desde hace tiempo. Sin
embargo, el mecanismo por el que afecta a la fertilidad o el efecto deletéreo en el
resultado de las técnicas de reproduccion sigue siendo controvertido®.

Varios estudios han demostrado que el tabaco activo en las mujeres tiene un efecto
perjudicial en la reserva ovarica®*, presentando estas mujeres niveles mas bajos de
AMH®** o niveles mas altos de FSH*! que las no fumadoras. Ademas se han objeti-
vado peores resultados en las TRA%%,

El alcohol y la cafeina se han postulado como factores negativos para la reserva
ovarica, pero no se ha podido demostrar firmemente®.
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iii. BASES DE LOS PROTOCOLOS DE ESTIMULACION OVARICA.

Para llevar a cabo la estimulacion ovarica en las técnicas de reproduccion asistida se
utilizan diferentes protocolos farmacolégicos y diferentes hormonas sintéticas.

Dentro de un protocolo de estimulacién ovarica se pueden diferenciar distintas fases
del tratamiento®:

a. PRE-TRATAMIENTO EN FASE LUTEA DEL CICLO PREVIO

Existen distintas estrategias para poder planificar el inicio del ciclo de estimulacién
ovarica. Las mas utilizadas son los estrogenos en fase lutea y los anticonceptivos
orales. Ambas se basan en suprimir el ascenso de la FSH que tiene lugar durante la
transicion de la fase latea y la fase folicular inicial, para conseguir una sincroniza-
cion de la cohorte folicular y con ello obtener una respuesta mas sincronizada.

Existen distintos estudios publicados sobre el uso de tratamientos antes de un ci-
clo de estimulacion ovérica, pudiéndose concluir que tanto los ACOs como los es-
trogenos, no afectan al nimero de ovocitos extraidos o a las tasas de gestacion en
pacientes sometidas a ciclos de FIV tanto con agonistas como con antagonistas®,
incluso en un estudio se observan mejores resultados en cuanto al nimero de ovo-
citos extraidos”. Ademas, todos los estudios coinciden en que el uso de estos trata-

mientos, permite una mejor planificacion del ciclo de estimulacién ovarica.

En cuanto al uso de ACOs, otro factor a tener en cuenta, son los dias que transcu-
rren entre la ultima pastilla de ACOs y el inicio de estimulacion, ya que puede tener
impacto en el resultado de la estimulacion ovérica. Actualmente se aboga por ini-
ciar la estimulacién al 5° dia de suspender la ultima pastilla de ACO, ya que segiin
un estudio realizado en el 2007'”, se objetivo que ese era el periodo necesario para
que se normalizasen los valores de gonadotropinas, previamente frenados por el
uso de ACOs, a la vez que la cohorte de foliculos se mantenia homogénea.

b. DESENSIBILIZACION DE LA HIPOFISIS
La introduccién de los analogos de la GnRH en los protocolos de estimulacion

ovarica, con el fin de desensibilizar la hipéfisis y disminuir las hormonas endége-
nas, supuso un aumento de las tasas de éxito de los tratamientos de FIV.
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Figura 10. Efecto y tiempo de accion de la GnRH natural y los agonistas y antagonistas de la GnRH.
(Tomado de Tresguerres J. Antagonistas de la GnRH. Mecanismo de accion.
Madster en Reproduccién Humana'™").

Los agonistas de la GnRH, tras su uso prolongado, producen la desensibilizacion y
regulacion a la baja de la hipdfisis, originando un estado de hipogonadismo hipo-

gonadotrdpico (figura 10 y tabla 2)".

Los antagonistas de la GnRH, producen una inhibicién competitiva del receptor de
la GnRH enddgena, causando la disminucién inmediata de las concentraciones de

gonadotropinas (figura 10 y tabla 2)".

ANTAGONISTAS

AGONISTAS

Unidn competitiva a receptores

“Down regulation” de los receptores

y desensibilizacion de las células
gonadotrdpicas

No “Flare Up”

Si “Flare Up”

Muy dosis dependiente

No dosis dependiente

Supresion inmediata FSH y LH

Necesitan 1-3 semanas

Recuperacion inmediata de la funcion
hormonal al suspender tratamiento

Al menos necesitan 6 semanas

No interfieren con los sucesos
intracelulares después de la unién al
receptor

Si interfieren

Tabla 2. Diferencias entre agonistas y antagonistas de la GnRH.
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Una revision de la Cochrane de 2016'%, no encuentra diferencias significativas en
las tasas de recién nacido vivo entre ambos protocolos, aunque si encuentra una
disminucion significativa de la incidencia de SHO y de los dias de administracion
del farmaco en los ciclos con antagonistas.

En los ultimos afos, se esta estudiando la utilidad de las progesteronas sintéticas
para evitar el pico de LH, sobre todo el acetato de medroxiprogesterona. Se ha com-
parado ésta con agonistas y con antagonistas de la GnRH en los ciclos de estimu-
lacidn ovarica, observandose un resultado similar en cuanto a cantidad ovocitaria
y calidad embrionaria'®~'?’. Por contra, afecta negativamente a la receptividad en-
dometrial, por lo que el uso de la progesterona exdgena para evitar la luteinizacion
prematura en los ciclos de estimulacion ovarica tiene utilidad en las mujeres do-
nantes de ovocitos, en la preservacion de fertilidad o en los ciclos de FIV en los que

se vayan a transferir los embriones en un segundo tiempo'®.

c. INDUCCION DEL DESARROLLO FOLICULAR MULTIPLE

Para la induccién del desarrollo folicular multiple son utilizadas gonadotropinas
exdgenas, existiendo gonadotropinas urinarias o recombinantes. Una revision de la
Cochrane de 2011'”, compara ambos tipos de gonadotropinas en pacientes normo-
rrespondedoras menores de 35 afos, con resultados claramente similares en cuanto
a eficacia y seguridad entre ambas.

Un estudio posterior realizado en donantes de 6vulos donde se comparo el uso de
corifolitropina alfa (una dosis semanal) con FSHr de administracion diaria, no en-
contr¢ diferencias en el nimero de ovocitos obtenidos y en los resultados del ciclo'*.

Por otro lado, otra revision de 2017'", establece que la evidencia es insuficiente
para promover o desalentar los regimenes de estimulacion que incluyen LH recom-
binante combinada con FSH recombinante en los ciclos de FIV/ICSI.

La dosis diaria de FSH con la que se debe empezar la estimulacion ovarica puede
ser calculada en base a la edad de la paciente, el recuento de foliculos antrales y
biomarcadores como la AMH?**''2, Posteriormente se ira ajustando la dosis al resul-
tado de los sucesivos controles ecograficos y hormonales y en ciclos ulteriores, se
ajustara a la respuesta previa.

De manera convencional se suele iniciar la estimulacién ovarica en primera fase
de ciclo o fase folicular temprana. No obstante, el conocimiento de la existencia de
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diferentes oleadas de desarrollo folicular dentro de un mismo ciclo ovérico, ha lle-
vado a la adopcidn global de nuevas estrategias de estimulacion ovérica en las que
la estimulacion puede iniciarse en diferentes momentos a lo largo del ciclo''"'"3,

Los protocolos de estimulacion ovarica de inicio aleatorio (random start) y de ini-
cio en fase lutea han tenido aplicaciones clinicas importantes para las mujeres que
necesitan criopreservacién urgente de ovocitos o embriones para preservar la fer-
tilidad antes de la quimioterapia. Una revision realizada en 2017'%, concluye que
con la estimulacidn de inicio aleatorio se obtiene un numero similar de ovocitos y
embriones en comparacion con la estimulacion convencional, acortando el tiempo
entre la estimulacion y la criopreservacion de los ovocitos a expensas de una mayor
dosis de gonadotropinas.

La doble estimulacion ovarica en el mismo ciclo, tanto en fase folicular como en
fase lutea, denominada duostim, puede usarse para optimizar los resultados clini-
cos en mujeres con una respuesta ovarica deficiente a la estimulacién y también
en aquellas que requieran preservacion de la fertilidad antes de la quimioterapia.
Este protocolo de estimulacion se utilizara siempre y cuando no se precise realizar
la transferencia en ese ciclo'"'">. La doble estimulacion ha demostrado aportar be-
neficios, sobre todo a pacientes con baja reserva ovarica, tales como aumento de la
tasa de ovocitos extraidos, acortamiento del tiempo de tratamiento, disminucion
de la tasa de cancelacion del ciclo o aumento de la tasa acumulada de RNV!''¢-12!,
En la mayoria de estudios en la fase folicular se extrae mayor nimero de ovocitos
que en la fase latea, pero las tasas de fertilizacion, nimero de embriones en estadio
de blastocisto o las resultados clinicos posteriores a la transferencia de un embrion
son similares'!®!”12212 Con este protocolo de estimulaciéon se aumenta la tasa de
embriones euploides conseguidos en un ciclo''*'"®. No obstante, falta por analizar
los posibles efectos a largo plazo de este tipo de estimulaciones.

d. MADURACION OVOCITARIA FINAL E INDUCCION DE LA OVULACION

Anteriormente a la aparicion de los antagonistas, solamente se utilizaba la hCG para
el desencadenamiento de la ovulacion en los ciclos de FIV. Tras su aparicion, se abrié
la posibilidad de utilizar un bolo tnico de agonistas de la GnRH para dicho fin. El
efecto flare up que supone la administracion de una dosis del agonista conlleva un
pico de LH que produce la maduracion final de los ovocitos y el desencadenamiento
de la ovulacion.
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Segun una revision, llevada a cabo en 2006'*, se objetivé que no habia diferencias
en cuanto al ndmero de ovocitos extraidos ni en su calidad, entre el uso de hCG o
agonistas de la GnRH para la maduracion final y el desencadenamiento de la ovu-
lacidn.

C. DONACION DE OVOCITOS
i.  DEFINICION Y GENERALIDADES

La donacién de ovocitos se trata de una técnica de reproduccion asistida en la que el
gameto femenino es aportado por una mujer diferente a la que posteriormente recibird
el embrion fecundado'*'%,

Segun el Registro de la Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF)'¥, a nivel nacional, el
porcentaje de nifios nacidos con 6vulos donados ha pasado de suponer el 19.6% de los
nifios nacidos mediante FIV/ICSI en el afio 2002 al 40.08% en el afio 2017. En 2017,
segun el Sistema de Informacién de Reproducciéon Humana Asistida (SIRHA)'*, en
Espaiia el 29.9% de los ciclos de FIV han sido procedentes de donacién de ovocitos,
mientras que en nuestro centro, el programa de donacién de ovocitos supone un 40%
de los ciclos de FIV.

ii. INDICACIONES

La donacion de ovocitos se ha convertido en un tratamiento cada vez mas habitual para
el tratamiento de diversas causas de infertilidad, tales como!2®!2%-131.

 Fallo ovarico primario, donde la menstruacién no se llega a producir en la puber-
tad, por ejemplo, en la disgenesia gonadal o sindrome de Turner puro.

« Fallo ovarico precoz, donde la menstruacion desaparece una vez alcanzada la pu-
bertad y habiendo desarrollado los caracteres sexuales pero antes de los 40 afos,
pudiendo ser debido a varias causas tales como radiacion pélvica, castracion qui-
rurgica, alteraciones genéticas, infecciones, factores autoinmunes, factores ambien-
tales como anorexia o tabaquismo, etc.

« Menopausia, una vez finalizada la etapa fértil de la mujer.

« Fallos repetidos de FIV, pudiendo deberse a baja respuesta en la estimulacion ovari-
ca, mala calidad ovocitaria o embrionaria, fallos repetidos de implantacidn, fallos
repetidos de fecundacion o abortos de repeticion.
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o Alteraciones genéticas, como por ejemplo el sindrome de X-fragil que produce fallo
ovarico prematuro.

o Ovarios innacesibles para FIV, como pueden ser la pacientes con pelvis congeladas
o multiples adherencias debido a procesos quirtrgicos o infecciones previas.

iii. PROCESO DE DONACION DE OVOCITOS

El programa de donacién de évulos comprende el conjunto de técnicas de reproduc-
cion asistida mediante las cuales una mujer voluntariamente dona sus ovocitos, me-
diante un proceso de estimulacion ovarica y obtencién de los mismos mediante una
puncion ovocitaria, para que sean fecundados en el laboratorio de reproduccion, ya sea
con el semen de la pareja de la mujer receptora o un semen de donante en su defecto,
y una vez conseguida la fecundacion y el desarrollo embrionario, los embriones sean
transferidos al ttero de la mujer receptora, que previamente debe de haberse preparado
para recibir ese embridn, con el fin de que la mujer receptora tenga un hijo sano (figura
11).

PROCESO DONACION OVOCITOS

DONANTE

Estimulacion ovdrica
y puncién folicular/

Desvitrificacion
ovocitos donados

Obtencién/Desvitrificacion
y capacitacion del semen

4

Fecundacidn in vitro de los

ovulos

Figura 11. Proceso de donacion de ovocitos.

RECEPTORA

l Preparacién endometrio

I Transferenciaembriones
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a. DONANTES

De manera general, la eleccién del protocolo de estimulacién ovarica para estas
mujeres, se basa fundamentalmente en la reserva ovarica de la paciente, indice de
masa corporal y respuesta a ciclos previos, teniendo en cuenta que las donantes de
6vulos son mujeres jovenes, en la mayoria de casos con fertilidad comprobada. Es
por ese motivo, que ademas de velar por la eficacia del protocolo (asegurar buena
respuesta y ovocitos de buena calidad) hay que buscar protocolos seguros e ideal-
mente cortos, con el fin de conseguir una mayor adhesion de las mujeres a los tra-
tamientos de estimulacion®.

En las mujeres donantes de 6vulos, la estrategia utilizada para facilitar la planifica-
cion del ciclo es el uso de anticonceptivos hormonales, ya que se trata de mujeres
jovenes, en edad fértil, en las que un porcentaje importante de casos ya usan anti-
conceptivos orales como método anticonceptivo.

La eleccion de la gonadotrofina para la induccién del desarrollo folicular debe de-
pender de la disponibilidad, la conveniencia, la experiencia previa y los costes del
tratamiento'®.

Para desensibilizar la hipdfisis y evitar el pico de LH, el protocolo clésico estos afios
(y durante nuestro estudio) ha sido utilizando los antagonistas de la GnRH ya que
presentan ventajas frente a los agonistas de la GnRH tales como una disminucién
significativa de la incidencia de SHO, un menor nimero de dias de administracién
del farmaco y permiten poder utilizar los agonistas de la GnRH para desencadenar
la ovulacion, lo que ha supuesto una gran reducciéon del SHO, sin repercutir en la
calidad ovocitaria ni en las tasas de embarazo de las pacientes receptoras, como se
evidencia en las ultimas revisiones de la Cochrane de 2014 y 2016'>"*2. No obs-
tante, en la actualidad la tendencia es a utilizar los progestagenos para evitar esa
elevacion prematura de la LH debido a su bajo coste, su facil administracion via
oral y su similar eficacia respecto a los antagonistas de la GnRH, ya que hay estu-
dios que demuestran que el uso de los progestagenos en donantes no empeora la
calidad de los ovocitos ni disminuye la tasa de gestacion posterior en comparacion
con éStOSIO4,106,108.

El defecto en la fase litea que se asocia a esta opcion de maduracion ovocitaria, no

constituye un inconveniente, sino otra ventaja en las donantes de ovocitos, ya que el
sangrado deprivativo tiene lugar 3-5 dias después de la puncion folicular.
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b. RECEPTORAS

En la receptora se debe preparar el endometrio para que sea capaz de recibir al
embrion, permitir su implantaciéon y mantener los estadios iniciales de la gestacion,
hasta que la placenta asuma su propia autonomia'?!. Para que el endometrio alcance
ese estado de receptividad es necesario imitar las condiciones de un ciclo ovarico
ovulatorio normal, por lo que se deben administrar estrégenos, los cuales llevaran a
cabo la proliferacion endometrial y posteriormente se afladiran progestagenos, que
transformaran el endometrio en un endometrio secretor (figura 12). Los estrégenos
y la progesterona son las tinicas hormonas necesarias para generar ese ambiente de
receptividad endometrial'*.

PROGESTERONA

ESTROGENOS

o &/ Glandula uterina
i L
T KN Arteria espiral

. T : - ‘ F
Menstruacion o | 5 #0 & H5 &
o .:.\‘.," f; "1.‘ E;: :
LA 4 . & 2 4
i hE - g [y
rrrrrrrrrrrorrypgrrrTrrr L L

Puncién donante
/desvitrificacion ovocitos

Transferencia embridon/es

Figura 12. Preparacion endometrial de la receptora en el proceso de donacién de ovocitos
(Adaptado del libro Williams Ginecologia. Ed. McGrawHill, 2da edicion, 2014'*).

Para conseguir esa receptividad endometrial existen diferentes protocolos que va-
rian entre si en la dosis y via de administracion de las hormonas utilizadas, en los
dias de administracion de estrogenos antes de anadir la progesterona y en los dias
de administracion de progesterona antes de la transferencia embrionaria'*. Segtin
una revision de la Cochrane de 2010'**, no hay evidencia suficiente para recomen-
dar un protocolo de preparacion endometrial en particular con el fin de conseguir
mayores tasas de gestacion tras transferencia embrionaria.

ANA PaTrICIA PEREZ-MONEO PEREZ | 59



INFLUENCIA DEL TIEMPO ENTRE LOS CICLOS DE ESTIMULACION OVARICA...

iv. ASPECTOS LEGALES

Dentro del marco legal actual por el que se rigen actualmente en Espaia las técnicas
de reproduccion asistida en general, y la donacion de ovocitos en particular, debemos
mencionar el Real Decreto 1301/2006'*, asi como la Ley 14/2006'* sobre Técnicas de
Reproduccion Humana Asistida. Asi, el Real Decreto 1301/2006, de 10 de noviembre',
establece las normas de calidad y seguridad para la donacidn, la obtencidn, la evalua-
cion, el procesamiento, la preservacion, el almacenamiento y la distribucién de células
y tejidos humanos y se aprueban las normas de coordinacién y funcionamiento para su
uso en humanos.

De acuerdo a la Ley Espaiola 14/2006, de 26 de mayo'*
niimero maximo autorizado de hijos nacidos en Espafa generados con gametos de un
mismo donante no deberd ser superior a seis, por lo que se permite realizar repetidas es-
timulaciones ovaricas a una misma donante hasta llegar a dicho nimero de hijos vivos.

, que regula esta practica, el

Para controlar la donacion de estos gametos a nivel nacional, como establece dicha Ley,
se ha creado un Registro Nacional de Donantes a través de la plataforma del Sistema de
Informacién de Reproduccion Humana Asistida (SIRHA), con el fin de recoger y gestio-
nar la informacién de los donantes de gametos y preembriones con fines reproductivos.

D. ESTIMULACIONES OVARICAS REPETIDAS

Debido a la necesidad de realizar varias estimulaciones ovaricas en algunas pacientes que se
someten a ciclos de FIV o la repeticion de estimulacion de algunas donantes de ovocitos, se
han llevado a cabo multiples estudios que evaltian el efecto de estas estimulaciones ovaricas
repetidas.

Ron-El y col. en 1990, observaron que la estimulacion ovarica repetida en una misma
paciente con un mismo protocolo producia una respuesta ovarica similar en cada ciclo de
estimulacion.

Posteriormente Caligara y col.'*’ en 2001, observaron que las mujeres jovenes donantes de
ovocitos tras estimulaciones repetidas mantenian el nimero de ovocitos extraidos en cada
puncion. Otro estudio posterior en 2005'*!, realizado también en mujeres donantes de ovo-
citos, no obtuvo diferencias en cuanto al nimero de ovocitos extraidos, ni a los niveles de
estradiol el dia de la induccion de la ovulacion. Tampoco hallaron diferencias en la dosis de
gonadotropinas administradas en cada ciclo ni en las tasa de gestacion tras varias estimula-
ciones ovaricas repetidas.
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En el afo 2010, Luk y Arici'* realizaron una revision de 10 estudios sobre el efecto de las
estimulaciones ovaricas repetidas en técnicas de reproduccion, tanto en pacientes someti-
das a ciclos de FIV (7 estudios), como en donantes de ovocitos (3 estudios), concluyendo
que los datos existentes eran limitados para extraer conclusiones definitivas. No obstante,
observaron que los estudios realizados en pacientes sometidas a técnicas de FIV parecian
coincidir en que el nimero y la calidad de ovocitos extraidos no empeoraba tras 3 ciclos de
estimulacion ovdrica y la dosis de gonadotropinas requerida para cada estimulacién, una
vez se realizaba el analisis ajustado a la edad, tampoco diferia entre los diferentes ciclos de
estimulacion. En cambio, los datos eran mas controvertidos a partir del tercer ciclo de esti-
mulacion. En cuanto a las pacientes donantes de ovocitos, concluyeron que las estimulacio-
nes ovaricas repetidas no parecian afectar a la reserva ovarica, manteniéndose el nimero de
ovocitos extraidos, la calidad embrionaria y la dosis de gonadotropinas utilizadas.

Otro estudio realizado en 2011 por Lee y col.', no encontré diferencias significativas en la
tasa de ovocitos maduros e inmaduros que se extraian tras estimulaciones ovaricas conse-
cutivas, en las que se utilizaba el mismo protocolo de estimulacién, en mujeres que se so-
metian a ciclos de FIV. Y mas recientemente, en 2019 Paul y col.'*, han analizado el efecto
de las estimulaciones repetidas en 65 donantes de ovocitos, observando que las donantes
que habian realizado mads de 3 ciclos de estimulacidn, obtuvieron mas ovocitos maduros,
mas tasa de fertilizacion y mejor calidad embrionaria que las donantes que habia realizado
menos de 3 ciclos de estimulacién ovarica.

El efecto que supone el tiempo entre las consecutivas estimulaciones ovaricas solo ha sido
analizado previamente por Caligara'®®. Compard, en una serie pequefia de donantes de
ovocitos, los resultados de los ciclos de estimulaciéon ovarica que se realizaron con un in-
tervalo de menos de 90 dias entre ellos, respecto a los que se realizaron con un intervalo
de mas de 90 dias, sin observar diferencias entre ambos grupos en cuanto a la cantidad y
calidad ovocitaria.

En cuanto a los riesgos a corto plazo en mujeres donantes de ovocitos, éstos son escasos,
dado que el SHO, que suponia el riesgo mds grave y frecuente, se ha reducido al minimo
desde el uso de los antagonistas de la GnRH para frenar la hipéfisis durante la estimula-
cién ovarica y los agonistas de la GnRH para el desencadenamiento final de la ovulacion,
sin empeorar los resultados reproductivos en las receptoras respecto a otros protocolos de
estimulacién ovarica®>'*>!*. Otras complicaciones potencialmente graves, como la hemo-
rragia intraabdominal, la torsion ovarica o la infeccidn tras la puncién'*”!'*, se producen
raramente, no obstante, los efectos secundarios leves que requieren consulta médica en al-
gunas series alcanzan hasta el 8.5% de incidencia'’’. Los efectos negativos a largo plazo, sin
embargo, han sido menos estudiados. Scheneider y col. en 2017'*° describieron 5 casos de
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cancer de mama en mujeres jovenes donantes de ovocitos, resaltando una posible elevacion
del riesgo de cancer de mama en estas mujeres. A parte, otros autores sugieren una relacion
positiva entre la estimulacion con gonadotropinas y los canceres de ovario, endometrio o
colon'. Sin embargo, los estudios retrospectivos realizados a largo plazo existentes hasta el
momento, no demuestran un aumento en la incidencia de estos tipos de canceres, sobreto-
do de cancer de mama, con los tratamientos de FIV148151-153,
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En las técnicas de reproduccion asistida y, en concreto, en la estimulacion ovérica de las
mujeres donantes de ovocitos, se utiliza FSH exdgena para estimular el desarrollo multifoli-
cular y conseguir un mayor numero de foliculos maduros por ciclo de estimulacién, con el
fin de obtener un mayor éxito en la técnica.

Clasicamente, se ha descrito que la etapa FSH-dependiente de la foliculogénesis comienza
desde el estadio de foliculo secundario, el cual tarda en torno a 90 dias en alcanzar el esta-
dio de foliculo preovulatorio®”. Dicho periodo de tiempo es el recomendado por el SIRHA
entre las consecutivas estimulaciones en las mujeres donantes de ovocitos'>*.

Basdndonos en lo anteriormente citado, se ha planteado este estudio con el fin de analizar si

el tiempo entre las estimulaciones ovaricas consecutivas de las donantes de ovocitos afecta
a la respuesta ovarica y con ello poder optimizar los programas de donacién de ovocitos.
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OBJETIVO PRINCIPAL

o Analizar si la diferencia del tiempo transcurrido entre los ciclos de estimulacion ovari-
ca de las donantes de ovocitos afecta en los resultados de éstos, analizando el ndmero
de ovocitos en metafase II (maduros) extraidos.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

o Analizar si la diferencia del tiempo transcurrido entre los ciclos de estimulacién ovari-
ca de las donantes de ovocitos afecta al nimero total de ovocitos extraidos.

o Analizar si la diferencia del tiempo entre los ciclos de estimulacion ovarica afecta a las
tasas de cancelacion.

o Evaluar silos dias de estimulacion necesarios para la estimulacion ovarica varian segin
el tiempo entre estimulaciones ovaricas repetidas.

o Analizar si la diferencia del tiempo entre los ciclos de estimulacion ovarica afecta a los
niveles de estradiol previos al desencadenamiento de la ovulacion.

o Analizar si el tiempo entre las estimulaciones ovaricas repetidas afecta a los resultados
de los ciclos donados en cuanto a tasa de gestacion bioquimica, tasa de gestacion clini-
ca, tasa de gestacion evolutiva, tasa de recién nacido vivo y tasa de aborto.

o Analizar si factores como la edad o el IMC tanto de donantes como de receptoras, la

concentracidon seminal, el dia de transferencia o el niumero de embriones transferidos
afectan a los resultados de los ciclos de estimulacidn.
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MATERIAL Y METODOS

I. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio retrospectivo, unicéntrico, realizado en la Secciéon de Donantes del
Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI) de Valencia. El estudio fue aprobado por el Co-
mité Etico de Investigacion Clinica de dicho centro.

Se realiz6 un andlisis retrospectivo de la base de datos del centro IVI Valencia, SIVIS, reco-
pilando datos de todas las pacientes donantes de ovocitos que hubieran realizado al menos
un ciclo de estimulacién ovarica acabado en puncién y que ademas hubieran iniciado otros
ciclos de estimulacion hasta un mdximo de 6. Por otro lado, de la misma base de datos, se
obtuvieron datos de las receptoras de esos ovocitos donados.

Para la realizacion del estudio no se recabd consentimiento informado de las pacientes, ya
que se iban a tratar datos anonimizados, por lo que, se planted asi debido a la complejidad
que supondria localizar a las pacientes a posteriori.

II. CRITERIOS DE SELECCION
A. DONANTES

Fueron incluidas en el estudio todas las donantes de ovocitos que cumplian los criterios
para participar en el programa de donacién de ovocitos establecidos por la Ley 14/2006,
y que habian realizado al menos un ciclo de estimulaciéon ovarica acabado en puncion y
ademas habian iniciado otros ciclos de estimulacion hasta un maximo de 6, en el periodo
comprendido entre 2010 y 2017.

Seguin lo establecido por la Ley 14/2006, de 26 de mayo'”’, para que una mujer sea aceptada
como donante en el programa de donacién de ovocitos, debe cumplir los siguientes criterios:

Ser mujer entre 18 y 35 afos de edad.

No presentar antecedentes personales ni familiares de interés médicos y/o psicolégicos,
ni enfermedades de transmision genética, hereditaria o infecciosa.

Tener plena capacidad de obrar.

Firmar el Consentimiento Informado por escrito para la donacidn, habiendo sido in-
formada previamente de los fines y consecuencias del acto.

Desde el punto de vista médico:
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Indice de masa corporal entre 18-28 kg/m?.

Utero y ovarios normales, sin patologia organica. No ovarios de aspecto poliquistico.
Recuento de foliculos antrales superior a 12 en la suma de los dos ovarios.

Cariotipo normal.

Screening de enfermedades infecciosas negativo (Virus Hepatitis B, Virus Hepatitis C,
Virus de Inmunodeficiencia Humana y Sifilis).

Analitica general con hemograma, hemostasia y bioquimica con pardmetros dentro de
la normalidad.

B. RECEPTORAS

Las receptoras fueron todas aquellas pacientes que se habian sometido a un ciclo de do-
nacion de ovocitos por cualquier motivo, en el centro IVI Valencia, durante el periodo de
estudio, independientemente del ciclo de tratamiento que fuera.

III. GRUPOS DE ESTUDIO

Una vez analizados los datos de todas las donantes de ovocitos que hubieran iniciado al
menos dos estimulaciones ovaricas en la clinica IVI Valencia desde Enero de 2010 hasta
Diciembre de 2017, se realiz6 un analisis por grupos, diferenciando las donantes en las que
el tiempo entre los consecutivos ciclos de estimulacion ovarica hubiera sido:

a. inferior a 90 dias,
b. entre 90 y 120 dias,
c. mayor a 120 dias,

con el fin de llevar a cabo un andlisis de los resultados en funcion del tiempo entre las esti-
mulaciones. Se analizaron los datos entre fechas de punciones, y en el caso de cancelacién
del ciclo, se escogio la fecha de cancelacion.

Para la eleccion de estos puntos de corte se tuvo en cuenta, por un lado, el modelo clasico
de foliculogénesis, establecido a partir de los estudios realizados por Gougeon y col., segun
el cual la etapa FSH-dependiente tarda entre 85 y 100 dias en finalizar su ciclo desde el es-
tadio de foliculo secundario hasta foliculo preovulatorio, estableciéndose de manera clasica
los 90 dias como punto de corte’’. En el estudio precedente realizado por Caligara'® en
2001, ya se utiliz6 este punto de corte haciendo referencia a esos conocimientos clésicos.
Por otro lado, cogemos como guia el intervalo que estipula el SIRHA de 3 meses de descan-
so entre estimulaciones en los programas de donacién de évulos'**.
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No obstante, al no existir un tiempo exacto descrito y haberse elegido ese punto de corte de
manera arbitraria, se ha decidido dividir en estos tres grupos para facilitar la interpretacion
de cara a la practica clinica habitual.

IV. PROTOCOLO ESTIMULACION DONANTES DE OVOCITOS

Una vez se aceptd a la paciente para ser incluida en el programa de donacién de ovocitos,
observando que la donante cumplia los criterios de inclusion en el programa anteriormente
mencionados, la primera ecografia para la planificacion del ciclo se realizd, o bien con la
regla, en aquellos casos en los que las donantes no tomaban ningun tipo de anticonceptivo
hormonal, obien, el dia 15 -18 del anticonceptivo. Si esta ecografia era normal se programa-
ba el inicio de la estimulacion.

El protocolo utilizado para la desensibilizacion de la hipoéfisis en todas las donantes inclui-
das en el estudio, fue un protocolo con antagonistas de la GnRH. La dosis de inicio de la
estimulacion dependié del nimero de foliculos antrales, de la experiencia adquirida tras las
estimulaciones previas, asi como, del indice de masa corporal. De manera general, basan-
donos en el RFA, si el numero de antrales era superior a 20, la dosis de inicio era de 150 Ul
de FSH, y si el nimero de antrales erainferior, la dosis de inicio de estimulacién era de 225
UI de FSH.

Los controles de la estimulacion se realizaron de manera periddica, realizandose controles
ecograficos y analiticos. En el control ecografico se determiné el nimero de foliculos, asi
como el tamano folicular. Para calcular el tamano, se realiz6 el promedio de las dos medicio-
nes de mayor tamafo de cada uno de los foliculos.

Durante la estimulacién cuando el tamafio del mayor foliculo alcanzé un didmetro medio
alrededor de 14 mm, se afladieron los antagonistas dela GnRH (aunque actualmente estan
cambiando los protocolos y se utilizan los progestagenos para evitar la luteinizacion precoz,
en el momento del estudio se utilizaban los antagonistas de la GnRH con todas las donantes).

Se programé la puncién folicular cuando se observaron > 3 foliculos de > de 17 mm o cuando
al menos un foliculo alcanz6 los 20 mm, siempre y cuando el total de foliculos > 14 mm fue-

ran > 8 foliculos.

Para desencadenar la ovulacion se administrd 0.2 mg de acetato de triptorelina (agonista de
la GnRH).
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La puncidn folicular se realizé a las 36 horas exactas de la administracion del inductor de
la ovulacion. Se realizé en el quiréfano de FIV bajo sedacion general. La via de abordaje
fue la via vaginal bajo control ecografico, y para la puncién vaginal, se utiliz6 una aguja de
aspiracion de 19 Greys.

Los criterios de cancelacion de la puncién folicular fueron:

Respuesta insuficiente o baja respuesta, <8 foliculos de tamafo > 14 mm.
Mala administracién de la medicacion.

Los ovocitos extraidos, o fueron donados y utilizados en ciclos en fresco, o fueron vitrifica-
dos si no se disponia de receptora adecuada en dicho momento, o ambas si se dieron las
dos situaciones simultaineamente en el caso de extraer un niimero elevado de ovocitos.

Las donantes anénimas fueron pareadas con sus receptoras de acuerdo a su fenotipo, gru-
pos sanguineos y caracteristicas genéticas, segtn el programa de matching de la clinica.

Una vez donados los ovocitos fueron fecundados en el laboratorio mediante la técnica de
ICSI.

V. PROTOCOLO TRATAMIENTO RECEPTORAS DE OVOCITOS

Cuando una paciente era candidata a ser receptora de una donacién de ovocitos, se sin-
cronizaba su preparacion endometrial con la donante, en caso de donacion de ovocitos en
fresco.

Para llevar a cabo la preparacion endometrial, se utilizaron distintos protocolos en funcién
de si la mujer presentaba funcion ovarica o no.

A. MUJERES SIN FUNCION OVARICA

Se realiz6 una ecografia basal con la regla. Si la ecografia era normal, se comenzaba la pre-
paracion endometrial.

Tras comprobar el reposo ovarico (no haber foliculos de mas de 10 mm), se inicié la suple-

mentacion con estrogenos. De manera general, se precisé 6 mg/dia de valerato de estradiol
via oral o 2 parches transdérmicos de 75 mg/48 horas.
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Se realizé control ecogréfico del aspecto y grosor endometrial en torno a los 10-14 dias de
estimulacion. Se consider6 un grosor adecuado igual o mayor a 7mm.

Alcanzado un grosor adecuado y tras la donacion se inici6 el soporte de fase lutea con 400
mg/12 horas de progesterona natural micronizada via vaginal. El nimero de dosis de pro-
gesterona previo a la transferencia embrionaria dependié de los dias de desarrollo embrio-
nario que tenian los embriones a transferir.

B. MUJERES CON FUNCION OVARICA CONSERVADA

En mujeres cuya funcidn ovarica estaba conservada, se debian administrar fairmacos que
evitaran el reclutamiento folicular temprano y el pico ovulatorio espontaneo de LH que
desencadenase la ovulacion en la receptora y no permitiese la sincronizacién del ciclo con
ladonante.

Para ello se utilizaron tanto los agonistas como los antagonistas de la GnRH:

Agonistas

Se administraron 3.75 mg de acetato de triptorelina en la fase lutea del ciclo pre-
vio, en torno al dia 21 del ciclo, o si estaba en tratamiento con ACOs, en torno a la
pastilla 14-16. Posteriormente se realiz6 una ecografia con la menstruacion, si los
ovarios se encontraban en reposo, se comenzaba la suplementacion estrogénica.

Antagonistas

Se realiz6 una ecografia los dias previos a la menstruacion prevista o en las ultimas
10 pastillas en el caso en que estuvieran en tratamiento con ACOs. Si los ovarios
estaban en reposo, se inicié la administracion de una ampolla del antagonista desde
el primer dia del ciclo durante los primeros 7 dias.

En ambos casos, una vez comprobada la quiescencia ovarica (foliculos <10 mm en los ova-
rios), se comenzd la suplementacion estrogénica desde el primer dia de ciclo tal y como se

ha explicado previamente.

En el caso en que se observé algin foliculo de mayor tamario, se esper6 a la siguiente regla
o se administré ACOs al menos 15 dias hasta corroborar la desaparicion del foliculo.

En cada donacion, se donaron entre 9 y 12 ovocitos tanto si provenian de ovocitos frescos
como congelados.
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VI. DEFINICION DE VARIABLES

A. VARIABLES PRINCIPALES DEL ESTUDIO:

Nuamero de ciclos de estimulacién ovérica iniciados a cada donante, teniendo en cuenta
tanto los que acaban en puncién como los que se cancelan.

Tiempo transcurrido entre las punciones o cancelaciones de las estimulaciones ovaricas
consecutivas (Como se ha explicado en el apartado III. Grupos de estudio, se han divi-
do en 3 grupos: 1) <90 dias, 2) 90-120 dias, 3) >120 dias).

Numero de ovocitos extraidos en cada estimulacion ovdrica.

Nuamero de ovocitos maduros extraidos en cada estimulacién ovdrica.

Numero de cancelaciones.

Dias de duracién de cada ciclo de estimulacion.

Nivel de estradiol el dia del triggering.

VARIABLES SECUNDARIAS DEL ESTUDIO:

Nuamero de donaciones realizadas.

Numero de transferencias por ciclo de donacion realizadas.

Numero de receptoras.

Recién nacidos vivos, confirmados tras el parto, con mas de 24 semanas y mas de 24
horas de vida.

Gestacion bioquimica: Entre 14 y 16 dias después de la fecundacién se valoran los
niveles séricos de la fraccion Beta de la hormona gonadotrépica coriénica humana
(B-hCQ), y si el resultado es mayor de 10UI/L la gestacién bioquimica se considera
positiva.

Gestacion clinica: observacion de al menos un saco gestacional intrattero en una eco-
grafia realizada a las 6 semanas de gestacion.

Gestacion evolutiva: gestacion con embrion con latido cardiaco positivo, confirmada
por ecografia en el primer trimestre de embarazo (en torno a la semana 12).

Aborto clinico: gestacion clinica, objetivada por ecografia, perdida.

C. VARIABLES DESCRIPTIVAS:
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i. DONANTES DE OVOCITOS

o FEdad al inicio de la estimulacidn ovdrica.
o IMC al inicio de la estimulacion ovarica.
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ii. RECEPTORAS

o Edad en el momento del tratamiento.
o IMC al inicio del tratamiento.

iii. CARACTERISTICAS DEL CICLO DE DONACION DE OVOCITOS

« Concentracion del semen de la pareja/donante el dia de la donacién.
o Dia de la transferencia.
o Numero de embriones transferidos (SET o DET).

VII. METODOLOGIA ESTADISTICA

El analisis estadistico se realizo en primera estancia, utilizando la variable principal, tiempo
entre ciclos de estimulacion, categorizada segtin los tres grupos del estudio.

Posteriormente, dado que la variable se trata de una variable escala discreta, se repitio el
analisis utilizandola como tal, con el objetivo de evitar sesgos y pérdida de informacion.

En ambos casos, para el estudio de las variables respuesta dicotomicas (tales como los datos
de gestacion) se llevaron a cabo modelos de regresion logistica. Mientras que, para el estu-
dio de variables respuesta numéricas discretas, procedentes de un proceso de conteo (como
por ejemplo el numero de ovocitos extraidos), se llevaron a cabo regresiones de Poisson,
corrigiendo mediante los offsets adecuados en cada caso. Las variables relevantes asi como
las relaciones entre ellas fueron descritas mediante el uso de tablas y graficos. Todo el anali-
sis estadistico se llevd a cabo en el lenguaje de programacion estadistica R'*.
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I. ANALISIS DESCRIPTIVO
A. DONANTES

En este estudio retrospectivo, se han analizado los datos de las donantes de ovocitos que
han iniciado mas de un ciclo de estimulacion ovirica, entre el 1 de Enero de 2010 y el 31 de
Diciembre de 2017 en la clinica IVI Valencia. Sélo se han considerado donantes con mds de
un ciclo de estimulacion, es decir, que tengan registradas al menos dos fechas de inicio de
estimulacion, tanto si han finalizado en puncién como si se han cancelado.

Se han recogido datos de 2461 donantes, a las que se les han realizado 7141 ciclos de esti-
mulaciodn, llevandose a cabo 10601 donaciones. Por tanto, se han llevado a cabo una media
de 2.90 ciclos de estimulacion y 4.31 donaciones por donante (tabla 3).

Datos demograficos donantes

2461 donantes

7141 ciclos de estimulacion

10601 donaciones

4.31 donaciones de media por donante

2.90 ciclos de estimulacién de media por donante

26.01 afios edad media

22.43 IMC medio

Tabla 3. Resumen datos donantes y donaciones.

La edad de las donantes se reparte de manera uniforme, sobre todo entre los 23 y 32 afos,
siendo la edad media 26.01 afos. En cuanto al IMC, los valores se distribuyen como una
normal con cierta desviacion a la izquierda, siendo el IMC medio de 22,43 con un rango
entre 15.38 y 34.21 (figura 13).
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Histograma de la edad de donantes Histograma del IMC de donantes
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Figura 13. Histogramas de la edad e IMC de las donantes. (La linea discontinua marca la media).

Los datos recogidos demuestran que 2461 donantes realizaron al menos dos ciclos, 1834
realizaron al menos 3 ciclos, 1246 realizaron al menos 4 ciclos, 806 realizaron al menos 5
ciclos y 513 realizaron al menos 6 ciclos (tabla 4).

Mumero de

Numero de

ciclos
donantes
realizados
2 2461
3 1834
4 1246
5 806
6 513

Tabla 4. Numero de donantes segtin el ntimero de ciclo de inicio de estimulacion.
En la figura 14 podemos observar como se distribuye el tiempo que transcurre entre un ci-

clo de estimulacion y el siguiente, el cual en la mayoria de los casos, estd entre 50 y 250 dias,
siendo la media global de 187 dias.
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Histograma de dias entre ciclos
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Figura 14. Histograma de la diferencia de dias entre ciclos. (La linea discontinua marca la media).

Al dividir los datos recogidos de las donantes en los grupos de estudio: 549 ciclos de esti-
mulacién se han llevado a cabo en menos de 90 dias respecto al anterior, 1491 ciclos entre
90 y 120 dias y 5101 se han llevado a cabo transcurriendo mds de 120 dias respecto al ciclo

previo (tabla 5).

Grupos estudio estimulacién en
donantes
Menos 90 dias 549
90 - 120 dias 1491
Mas 120 dias 5101

Niumero de ciclos de

Tabla 5. Numero de ciclos de estimulacion en donantes divididos segun los grupos de estudio.

Se extrajeron una media de 16.64 ovocitos por puncién, con un rango de 0 a 45. En cuanto
a ovocitos en metafase IT (MII) la media fue de 13.14, con un rango de 0 a 41.

En la siguiente grafica (figura 15), se representa en un diagrama de cajas el nimero de
ovocitos maduros extraidos (eje Y) en los ciclos 2 a 6 de las donantes incluidas en el estu-
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dio, dividiéndolas, segtin el tiempo transcurrido desde el ciclo anterior (eje X), en los tres
grupos del estudio (<90 dias, 90-120, >120 dias). En general las cajas y las lineas externas, y
por ende los ovocitos extraidos MII, se mantienen mas o menos estables en todos los ciclos
analizados.

Cicla 1 2 Ciclo 2 3 Ciclo 3 4 Cido 4 5 Ciclo 5 6
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Dias de diferencia entre ciclos

Figura 15. Diagrama de cajas de la distribucion de ovocitos maduros en cada grupo de estudio segun se pasa de
un ciclo de estimulacion al siguiente. La caja representa el 50% de las mujeres de cada grupo que se encuentran
entre el primer y tercer cuartil (rango intercuartilico), mientras que la linea negra dentro de la caja corresponde
con la mediana (el nimero que corresponde al 50% de los datos), y las lineas por encima y por debajo de la caja
representan el 25% de las donantes que se encuentran por debajo del primer cuartil y el 25% que se encuentran
por encima del tercero (entre el nimero minimo y el maximo), siendo los puntos externos los casos aislados
extremos.

Explicando detalladamente cada ciclo de estimulacion (figura 15), observamos que al pasar
del ciclo 1 al 2 el niimero de ovocitos MII extraidos es similar en los tres grupos de estu-
dio, ya que tanto las cajas como las lineas externas son practicamente del mismo tamafo
y se encuentran a la misma altura, siendo la mediana practicamente la misma, es decir, la
distribuciéon del nimero de ovocitos entre las donantes ha sido muy similar; al pasar del
ciclo 2 al 3 ocurre practicamente lo mismo; al pasar del ciclo 3 al 4, en las donantes del
grupo de menos de 90 dias el numero de ovocitos que se extrae es menos disperso que en
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el de mds de 120 dias ya que tanto la caja como las lineas externas son mas compactas, es
decir, el nimero de ovocitos MII extraidos entre las donantes de ese grupo se mueven en
un rango mas pequeno, que el grupo de mas de 120 dias en el que el numero de ovocitos
difiere mas entre elprimer y tercer cuartil de las donantes, asi como entre el minimo y el
maximo. Al pasar al ciclo 5 en el grupo en el que transcurren mas de 120 dias el nimero
de ovocitos maduros se encuentra mas agrupado (la caja es de menor tamafo), respecto al
grupo de menos de 90 dias (la caja es de mayor tamafio), y ademas el 50% de las donantes
se agrupan en un rango menor de ovocitos maduros extraidos (la caja se encuentra mas
abajo que el resto); y al pasar al 6° ciclo de estimulacion vuelven a extraerse un numero de
ovocitos maduros similar independientemente del tiempo transcurrido entre los ciclos. Por
tanto, observamos que salvo los casos mas extremos (puntos fuera de las lineas), al realizar
sucesivos ciclos de estimulacidn el nimero de ovocitos extraidos se mantiene estable, inde-
pendientemente de los dias que pasen entre un ciclo y otro.

Los niveles de estradiol el dia de la induccién de la ovulacion oscilaron entre 0y 14917 pg/
ml, con una media de 2347.14 pg/ml.

Los datos de cancelaciones de ciclos de estimulacion en las donantes dividas en los tres gru-
pos de estudio fueron las siguientes:

Grupos Cancelaciones de ciclo

< 90 dias 79 (14%)
90 - 120 dias 116 (8%)
> 120 dias 409 (8%)

Tabla 6. Datos de cancelaciones (numero total de cancelaciones por grupo y entre paréntesis, porcentaje de

cancelaciones respecto al total de ciclos de cada grupo).

B. RECEPTORAS

En el estudio han sido incluidas 8802 receptoras, recibiendo 10601 donaciones por lo que
se han llevado a cabo una media de 1.2 ciclos de estimulacion por paciente receptora. La
edad de las receptoras oscild entre 21 y 50 afios con una media de 41.11 afios. Y el IMC
oscild entre 16.09 y 47.52, con un IMC medio de 27.55 y una mediana de 22.51 (tabla 7).
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8802 receptoras

10601 ciclos donacion

1.2 ciclos de estimulacién de media por receptora

41.11 afos edad media

27.55 IMC medio

Tabla 7. Resumen datos receptoras.

El resto de variables que se tuvieron en cuenta para llevar a cabo el analisis de las donacio-
nes fueron: la concentracion seminal o recuperaciéon de espermatozoides moviles, cuyos
valores oscilaron entre 0.01 y 340 millones, con una media de 5.09; el dia de transferencia,
que oscilé entre el dia 2 y dia 6 postfecundacion, con una mediana o mayor niamero de
transferencias en dia 5; o el nimero de embriones transferidos, que oscilé entre 1y 3 con
una mediana de 2.

Se analizaron los resultados de las donaciones en las pacientes receptoras diferenciando si
los ovocitos eran recibidos de las donantes que se habian estimulado en menos de 90 dias,
entre 90 y 120 dias o en mas de 120 dias respecto al ciclo anterior. Asi, los datos obtenidos
fueron los que se presentan en la siguiente tabla (tabla 8):

Recién
Nacidos
Vivos

559 (22%)

Gestaciones Gestaciones Gestaciones
bioquimicas clinicas evolutivas

Grupos

<90 dias 1509 (66%)

1334 (58%) 1098 (48%)

RPNl 716 (69%) 625 (60%) 509 (49%) 297 (23%)

> 120 dias 2360 (68%) 2097 (61%) 1753 (51%) 890 (21%)

Tabla 8. Resumen de los resultados de las donaciones en las pacientes receptoras (los datos representados en
cada variable son la n o nimeros totales y entre paréntesis el porcentaje respecto al total de datos obtenidos en
cada grupo).

Como podemos observar en la tabla 8, el 66% de las pacientes que recibieron ovocitos del

grupo de menos de 90 dias consiguieron una gestacion bioquimica, el 58% una gestacion
clinica, el 48% una gestacion evolutiva y el 22% un RNV.
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Las pacientes que recibieron ovocitos del grupo de entre 90 y 120 dias, el 69% consiguieron
una gestacion bioquimica, el 60% una gestacion clinica, el 49% una gestacion evolutiva y el
23% un RNV.

Y las receptoras que recibieron los ovocitos del grupo de mas de 120 dias consiguieron el
68% una gestacion bioquimica, el 61% una gestacion clinica, el 51% una gestacion evolutiva
y el 21% un RNV.

Las tasas de cancelacién en los tres grupos de estudio fueron similares, cancelandose el
8.8% de los ciclos en el grupo de menos de 90 dias, el 7.8% de los ciclos en el de 90-120 dias
y el 7.9% de los ciclos en el de mas de 120 dias entre ciclos de estimulacion.

II. ANALISIS ESTADISTICO
A. ANALISIS DE LOS CICLOS DE LAS DONANTES
i. OBJETIVO PRINCIPAL

Para llevar a cabo el analisis estadistico de nuestro objetivo principal, se aplicé un mo-
delo de regresion de Poisson con el objetivo de corregir el nimero de ovocitos MII
respecto al numero de ovocitos aspirados y categorizandolo en nuestros tres grupos del
estudio, en funcion del tiempo entre estimulaciones, obteniéndose un OR de pasar del
grupo de <90 dias al grupo de 90-120 dias de 1.0217 (IC 95% 0.9924-1.0512) y un OR
de pasar del grupo de <90 dias al de >120 dias de 1.0202 (IC 95% 0.9939-1.0472).

Posteriormente se realizé un segundo analisis, analizando la variable principal "dias
entre ciclos de estimulaciéon” como variable discreta, en lugar de categorizarla en los
grupos, con el objetivo de evitar pérdida de informacion y errores en la interpretacion
de los resultados. En este segundo analisis los resultaron fueron similares y no se en-
contraron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de ovocitos maduros
extraidos segun el tiempo transcurrido entre los ciclos de estimulacion (figura 16).

En ambos analisis se tuvieron en cuenta como posibles factores de confusion la edad y
el IMC de las donantes.
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Figura 16. Graficas representando la distribucion de ovocitos maduros extraidos segun la diferencia de
dias entre ciclos de estimulacion de las donantes, tanto con la variable principal 1) categorizada, como
2) continua. En el grafico 1) las cajas engloban los ciclos de estimulacion incluidos entre los percentiles
25y 75y lalinea continua interna marca la mediana. La anchura de la caja depende del niimero de ciclos
incluidos, por lo que la primera caja es mas estrecha (549 ciclos de donacién) que la segunda (1491 ciclos
de donacioén) y la tercera (5101 ciclos de donacion). Las lineas dibujadas por fuera de las cajas representan
el 50% de ciclos restantes que se encuentran por debajo del percentil 25 y por encima del 75, abarcando
los ciclos en los que se ha extraido el nimero minimo de ovocitos maduros hasta los ciclos en que se han
extraido el nimero méaximo de ovocitos (incluyendo los puntos que representan los ciclos de estimulacion
en los que se han extraido un nimero de ovocitos extremo, las cuales son una minoria y por ello se repre-
sentan como puntos aislados).

Por tanto, en ninguno de los modelos de analisis estadistico se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de ovocitos maduros extraidos, en funciéon
de los dias transcurridos entre las consecutivas estimulaciones ovaricas de las donantes.

ii.  OBJETIVOS SECUNDARIOS

Al analizar el numero total de ovocitos extraidos, controldndolo con la edad e IMC de
las donantes, tampoco se observaron diferencias entre el grupo de menos de 90 dias
y el de 90-120 dias, sin embargo, en el grupo de >120 dias se produjo una reduccién
estadisticamente significativa en el nimero de ovocitos extraidos del 5.44% respecto
al de <90 dias (OR = 0.9495, IC 95% 0.9281-0.9716) (figura 17). No obstante, esa dife-
rencia no se encontrd al analizar la variable “dias de diferencia entre ciclos” de manera
discreta.
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Figura 17. Gréficas representando la distribucion de ovocitos totales aspirados en funcién de los dias que
transcurren entre los ciclos de estimulacién de las donantes, tanto con la variable, 1) categorizada, como,
2) continua. (Al igual que en la figura anterior, en el grafico 1) las cajas engloban las pacientes entre los
percentiles 25 y 75 y la linea continua interna marca la mediana).

En cuanto a la tasa de cancelacidn, utilizando el mismo modelo y categorizando los
grupos de estudio, se obtuvo que al pasar del grupo de <90 dias a los otros dos gru-
pos, la probabilidad de cancelacién del ciclo disminuyé un 66% (OR = 0.5172, IC 95%
0.4013-0.6740). En cambio, al considerar la variable “dias entre ciclos de estimulacién”
como variable discreta, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas.

Los dias totales de estimulacion por cada ciclo se mantuvieron estables al analizar va-
rios ciclos de estimulacion repetidos, independientemente de los dias transcurridos en-
tre de cada ciclo.

Los niveles de estradiol el dia de la induccidn de la ovulacion también se mantuvieron
estables al evaluar ciclos de estimulacion ovarica repetidos.

B. ANALISIS DE LOS CICLOS EN LAS RECEPTORAS

Posteriormente se llevo a cabo el analisis de los resultados de esas donaciones en las pacien-
tes receptoras.

Para calcular las diferencias en la tasa de gestacion bioquimica, clinica y evolutiva, asi como
en la tasa de RNV por ciclo, se tuvo en cuenta el numero de ciclos y el nimero de donacio-
nes de cada donante, para evitar pérdida de informacion, controlandolo con la edad e IMC
de la donante, la edad e IMC de la receptora, la concentracién seminal, el dia de transfe-
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rencia y el nimero de embriones transferidos, afladiendo ademas como offset del modelo,
el numero de transferencias por ciclo. Al realizar el analisis categorizado en los grupos del
estudio se tomo como referencia el grupo de menos de 90 dias.

En cuanto a la tasa de gestacion bioquimica, definiendo como tal un nivel de BHCG ele-
vado a los 15 dias (+/-1) de la transferencia, los dias de diferencia entre cada ciclo de esti-
mulacién consecutivo no presentaron un efecto estadisticamente significativo, puesto que
el p-valor para los dos grupos (90-120 dias y >120 dias) con respecto al grupo control (<90
dias) fue superior al nivel de significatividad de 0.05 (tabla 9). En este modelo estadistico,
el dia de transferencia del embridn y el nimero de embriones transferidos si presentaron
resultados estadisticamente significativos. Por cada dia extra en la transferencia respecto
al dia 3, aumento6 un 32% las odds de tener una gestacion bioquimica (OR = 1.32, IC 95%
1.24-1.39). Y por cada embrion extra transferido, aument6 un 74% las odds de tener una
gestacion bioquimica (OR = 1.74, IC 95% 1.51-1.96). El resto de variables no presentaron
un resultado estadisticamente significativo.

Para el andlisis de la tasa de gestacidn clinica, se analizé como variable respuesta la pre-
sencia de al menos un saco gestacional intrauterino en la ecografia realizada a las 6 sema-
nas de gestacion o la ausencia de estructuras intrauterinas, y para la gestacion evolutiva,
si hubo gestacion con embridn con latido cardiaco positivo de mas de 12 semanas o no,
categorizandolas como variables dicotdmicas. Por tanto, se utilizé un modelo de analisis de
logistica binomial para el calculo de dichas tasas. En ambos modelos de andlisis, los dias de
diferencia entre los consecutivos ciclos de estimulacion presentaron un p-valor superior a
0.05 en los grupos de 90-120 dias y >120 dias respecto al de menos de 90 dias, por lo que
no se observo un efecto estadisticamente significativo sobre la tasa de gestacion clinica y
evolutiva (tabla 9).

En el analisis estadistico de la tasa de gestacion clinica, inicamente se observo que por
cada dia extra en la transferencia respecto al dia 3 aumentaron un 24% las odds de tener
una gestacion clinica (OR = 1.24, IC 95% 1.11-1.35); y por cada embrién extra transferido,
aumentaron un 74% las odds de tener una gestacion clinica (OR = 1.74, IC 95% 1.36-1.89).
El resto de variables analizadas no presentaron un resultado estadisticamente significativo.

En cambio en el analisis de la tasa de gestacion evolutiva, se observé que por cada afio que
aumento la edad de la receptora disminuyeron un 2% las odds de conseguir una gestacion
evolutiva (OR = 0.98, IC 95% 0.97-0.99); por cada unidad que aumenté el IMC de la recep-
tora igualmente disminuyeron un 2% las odds de conseguir una gestacién evolutiva (OR =
0.98, IC 95% 0.97-0.99); por cada dia extra en la transferencia respecto al dia 3, aumenta-
ron en un 19% las odds de tener una gestacion evolutiva (OR = 1.19 IC, 95% 1.13 - 1.24);
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y por cada embridn extra transferido, aumentaron un 62% las odds de tener una gestacion
evolutiva (OR = 1.62, IC 95% 1.44-1.82). Ni la edad ni el IMC de las donantes afectaron de
manera significativa a dicha tasa.

Posteriormente se realizo un segundo andlisis utilizando la variable principal de forma dis-
creta (sin categorizar en los grupos del estudio), observandose que los dias de diferencia
entre cada ciclo de estimulacién tampoco tuvieron un efecto estadisticamente significativo
ni en la tasa de gestacion clinica ni evolutiva.

En cuanto a la tasa de RNV, considerandose como RNV a todo neonato nacido por encima
de las 24 semanas con mas de 24 horas de vida, se observé una disminucién en el numero
medio esperado de RNV de aproximadamente un 4.3% en las donantes del grupo de mas
de 120 dias respecto al de menos de 90 dias de diferencia entre estimulaciones ovéricas
(tabla 9).

Ademas se observé que por cada ailo de aumento de la edad de la receptora disminuyeron
aproximadamente un 2.4% la media de RNV esperados. Sin embargo, ni la edad ni el IMC
de las donantes, ni el IMC de las receptoras afectaron de manera estadisticamente significa-
tiva al nimero esperado de RN'V.

En cuanto al resto de variables, la concentracién de semen capacitado tuvo un efecto es-
tadisticamente significativo sobre el nimero medio de RNV, pero fue tan pequefio que
resultd clinicamente irrelevante (por cada unidad que aumento la concentracion seminal
aument6 un 0.03% el nimero esperado de RNV). Y por cada dia que aumento el dia de
transferencia respecto al dia 3, se produjo una disminucion de aproximadamente un 8% en
el nimero medio de RNV.

Posteriormente, se realizé el segundo analisis estadistico utilizando la variable principal
como variable discreta, para evitar los sesgos de la categorizacion, sin observarse un efecto
estadisticamente significativo en la tasa de RNV, es decir, al realizar el analisis sin catego-
rizar la variable en los grupos de estudio, el tiempo entre las consecutivas estimulaciones
ovaricas de las donantes de ovocitos no influyd en el nimero de RNV procedentes de di-
chas donaciones.
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Gestacion bioquimica

Gestacion clinica

P valor Intervalo confianza
90-120 dias entre ciclos 0.1861 -0.0535 - 0.2744
>120 dias entre ciclos 0.1252 -0.0263 - 0.2085

Gestacion evolutiva

P valor Intervalo confianza
90-120 dias entre ciclos 0.5864 -0.1120 - 0.1989
>120 dias entre ciclos 0.1451 -0.0288 - 0.1953

P valor Intervalo confianza
90-120 dias entre ciclos 0.7424 -0.1267 - 0.1776
>120 dias entre ciclos 0.0736 -0.0095 - 0.2098
RNV

P valor Intervalo confianza
90-120 dias entre ciclos 0.1757 0.9213 - 1.0149
>120 dias entre ciclos 0.0195 0.9239 - 0.9931

Tabla 9. Resumen de los resultados de la variable principal “dias entre las consecutivas estimulaciones de las
donantes” categorizada en los tres grupos del estudio (cogiendo como referencia el grupo de menos de 90 dias),

en las tasas de gestacion bioquimica, gestacion clinica, gestacion evolutiva y RNV de las receptoras.

De la misma manera que con las variables anteriores, para determinar si existen diferencias
en el numero de abortos clinicos, se han llevado a cabo dos modelos de regresion logistica,
expresando la variable principal, por un lado de manera discreta, y por otro de manera
categorizada en los grupos del estudio, ambos controlados por el resto de variables previa-
mente mencionadas, sin encontrarse, en ninguno de los modelos realizados, diferencias
estadisticamente significativas en la tasa de abortos en funciéon del nimero de dias transcu-
rridos entre las consecutivas estimulaciones de las donantes.
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Este estudio se ha planteado con el objetivo de optimizar los programas de donacion de
ovulos. Para ello se ha llevado a cabo un estudio retrospectivo, unicéntrico, en el que se
ha analizado como afecta el tiempo que transcurre entre las consecutivas estimulaciones
ovaricas de las mujeres donantes de ovocitos, en los resultados de éstas, asi como en las
consecuentes donaciones.

Como objetivo principal se ha analizado el nimero de ovocitos maduros extraidos en cada
ciclo de estimulacion ovarica, observandose que el tiempo que transcurre entre una estimu-
lacién ovarica y la siguiente no afecta al nimero de ovocitos en metafase II que se consiguen
extraer tras la EOC.

Al inicio del estudio se dividieron las pacientes en 3 grupos, siguiendo, por un lado, los ha-
llazgos encontrados por Gougeon y col.>*"'*¢ en sus estudios sobre la foliculogénesis. Segin
estos datos, la etapa de la foliculogénesis dependiente de las hormonas foliculoestimulantes
dura en torno a 3 meses, por lo que se dividieron los grupos utilizando ese punto de divi-
sion, afladiendo un grupo de més de 4 meses para facilitar el andlisis y la extrapolacion a la
practica clinica diaria. Y por otro lado, siguiendo las recomendaciones del SIRHA en cuanto
al intervalo de descanso entre estimulaciones en los programas de donacién de ovocitos, el
cual esta estipulado en esos 3 meses. Ademas cldsicamente, en los programas de donacién
se dejaba transcurrir ese tiempo entre estimulaciones para objetivar los resultados de la
donacién previa que, normalmente, se realizaba en fresco.

Sin embargo, en nuestro estudio no se observaron diferencias estadisticamente significati-
vas comparando los distintos dias transcurridos entre ciclos consecutivos en cuanto al nu-
mero de ovocitos maduros extraidos. Ademas, no hubo mayor nimero de complicaciones
en unas donantes respecto a otras, tales como hemoperitoneo o infeccion tras las punciones
o complicaciones durante la estimulacion.

Tampoco hubo diferencias significativas en los dias de estimulacion necesarios ni en los
niveles de estrogenos el dia del triggering al analizar consecutivas estimulaciones ovaricas,
independientemente del tiempo transcurrido entre estimulaciones.

Con estos resultados, se puede cuestionar desde el punto de visto médico y embrioldgico,
el tiempo de descanso entre punciones en los programas de donacién recomendado por
el SIRHA, posibilitando que las mujeres donantes con buenos resultados en sus ciclos se
puedan estimular con mayor brevedad si asi lo desean, siempre y cuando sean conscientes
de los riesgos que conlleva cada estimulacién ovarica con el fin de evitar un aumento de
posibles complicaciones implicitas en el proceso.

ANA PaTrICIA PEREZ-MONEO PEREZ | 97



INFLUENCIA DEL TIEMPO ENTRE LOS CICLOS DE ESTIMULACION OVARICA...

Ademas, aunque el estudio esté realizado en pacientes donantes debido a que es una po-
blacién mds homogénea en cuanto a que presenta ciclos mas regulares y conllevan menos
dificultad en el analisis de sus resultados, podria extrapolarse a las mujeres que realizan
tratamientos de reproduccion, a efectos de seguridad y resultados en los ciclos de estimu-
lacién, dado que en muchos casos las mujeres que se someten a tratamientos de reproduc-
cion asistida, son mujeres con cierta edad en las que el tiempo corre en su contra, por lo
que muchas veces tienen que estimularse repetidamente y en corto periodo de tiempo, por
tanto, con este estudio observamos que el hecho de estimularse en corto periodo de tiempo
no va en detrimento de los resultados que se puedan obtener de ello. De hecho, tras los
nuevos hallazgos sobre la foliculogénesis y las nuevas estrategias de estimulacién en la que
las mujeres se estimulan dos veces en el mismo ciclo, se han observado que, por un lado,
no hay mas riesgo en estimular sin dejar ese descanso y por otro, los resultados del ciclo no
empeoran'*®®'">!3, Por lo que en mujeres en las que es necesario realizar varias estimulacio-
nes ovaricas no habria necesidad de esperar un tiempo entre unay otra, ya que hemos visto
que el namero de ovocitos extraidos y las posibilidades de embarazo no varian en funcién
del tiempo que transcurra entre estimulaciones.

Posteriormente, teniendo en cuenta el sesgo que implicaba esa division en grupos, tanto por
categorizar una variable continua (la variable tiempo) como por la diferencia de muestra en
uno de los grupos, se llevé a cabo un nuevo andlisis sin categorizar a las mujeres donantes.
En este nuevo analisis tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas
segun el tiempo entre las consecutivas estimulaciones ovéricas, dando mayor valor a lo
anteriormente comentado.

En ambos analisis se han utilizado variables de control tales como la edad y el IMC de las
donantes, dado que seguin estudios previos, se conoce que la edad es un factor independien-
te que se asocia de manera negativa con los resultados de las estimulaciones ovaricas*%7>73,
y el IMC, aunque hay controversia, segin algunos estudios también podria afectar nega-
tivamente a los resultados de las estimulaciones ovéricas de las técnicas de reproduccion
asisitida®'?".

Nuestros hallazgos solo se pueden comparar con un estudio previo realizado por Caligara
y col.'*” en 2001, en el que también se estudié el efecto del tiempo entre estimulaciones
ovaricas en 284 donantes dividiéndolas en dos grupos, segin hubieran transcurrido mas o
menos de 90 dias entre las consecutivas estimulaciones ovaricas. En dicho estudio tampoco
se observaron diferencias en la calidad y cantidad de ovocitos extraidos en funcién del tiem-
po transcurrido entre estimulaciones, no obstante, la muestra del estudio es muy inferior a
la nuestra.
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Ademas, en nuestro estudio se observd como las donantes de ovocitos al realizar varias
estimulaciones ovaricas repetidas no presentaban cambios significativos en la cantidad de
ovocitos maduros extraidos en cada estimulacion ovarica (figura 15). Estos resultados son
comparables con los estudios existentes en la literatura previa seglin una revision realizada

3142

por Luk y Arici'** en 2010. En esta revision concluyeron que tras realizar repetidas estimu-
laciones ovaricas en las mujeres donantes de ovocitos, los resultados de éstas no variaban.
Alguno de esos estudios, son el realizado por Jain y col."*! con 47 donantes, donde observa-
ron que tras tres ciclos de estimulacion ovarica el numero y calidad de ovocitos extraidos
permanecia sin cambios significativos; o el, ya mencionado, estudio de Caligara y col.'*
en el que observaron que tras realizar entre 2 y 9 ciclos de estimulacion ovarica, la calidad
ovocitaria asi como la tasa de implantacion y gestacion en las receptoras de esos ovocitos,
no disminuian. Mas recientemente, Paul y col.'** en 2019 han realizado un estudio con 65
donantes en el que tampoco han observado diferencias en la calidad ovocitaria ni en el pos-
terior crecimiento embrionario tras su fecundacion al realizar més de tres estimulaciones
ovaricas.

Por contra, en 2015, Rombauts y col.””® observaron que existia una pequefia variabilidad
interciclo al realizar varias estimulaciones ovaricas repetidas utilizando el mismo protocolo
de estimulacién. Ademds, esta variabilidad no se podia predecir con la FSH ni con el RFA.
Sin embargo, no tuvieron en cuenta la edad de las mujeres, por lo que no se pueden extraer
buenas conclusiones de dicho estudio.

El tnico hallazgo significativo encontrado en nuestro estudio respecto al nimero de ovo-
citos totales extraidos ha sido la disminucion del 5.44% en el grupo de donantes en las que
habian transcurrido mas de 120 dias respecto a las donantes en las que el tiempo transcurri-
do entre estimulaciones habia sido menor de 90 dias. Esto podria indicar que al dejar trans-
currir mas tiempo los resultados de las donaciones empeorarian, sin embargo, creemos
que al categorizar una variable continua, como lo es la variable “dias entre estimulaciones”,
estamos incluyendo un sesgo al andlisis que podria afectar a los resultados. De hecho, al lle-
var a cabo el segundo analisis con la variable sin categorizar en los grupos de estudio, no se
encuentra diferencia en el nimero de ovocitos totales extraidos entre unas donantes y otras.

En cuanto a la tasa de cancelacion, hemos observado diferencias importantes entre el grupo
de menos de 90 dias respecto a los otros dos grupos, ya que se ha encontrado un aumento
de la tasa de cancelacidon de hasta un 66% en este grupo, sin poder encontrar explicacién a
dicho hallazgo, salvo el mismo que el explicado con el numero total de ovocitos extraidos
anteriormente, y es que al categorizar la variable tiempo estemos incluyendo un sesgo al
analisis, ya que al analizar la variable principal como variable discreta, no se encontraron
dichas diferencias.
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Posteriormente, se analizaron los resultados en las receptoras de esas donaciones, teniendo
en cuenta variables control que, segtin la literatura previa, pudieran afectar a los resultados
finales, tales como, la edad e IMC de las donantes y las receptoras, la concentracion seminal,
el dia de transferencia o el nimero de embriones transferidos.

En cuanto a la tasa de RNV, se observé un minimo descenso del nimero esperado de RNV
en el grupo en el que habian transcurrido mas de 120 dias entre estimulaciones respecto al
de menos de 90 dias. Nuevamente en el grupo en el que transcurren mas dias se observa un
empeoramiento en los resultados respecto al de menos de 90 dias, sin embargo, al analizar
la variable tiempo de forma discreta no se observaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas. Por tanto, aunque parezca que volver a estimular en un corto periodo de tiempo
puede mejorar los resultados de los ciclos de estimulacion, por un lado, esa mejoria es mi-
nima lo cual en la practica clinica podria no notarse la diferencia, y por otro lado, pensamos
nuevamente, que al categorizar la variable tiempo se puede anadir algtiin sesgo al analisis.

Estos resultados son similares a los hallados por Smith y col.” en 2015, quienes analizaron
la tasa de RNV en las mujeres que habian realizado repetidos ciclos de FIV con ovocitos
donados, observando que la tasa de RNV no disminuia al realizar hasta nueve ciclos de
estimulacion.

En cuanto a la tasa de gestacion evolutiva tampoco observamos diferencias segtn el tiempo
transcurrido entre las consecutivas estimulaciones ovaricas, ni al utilizar la variable catego-
rizada en nuestros grupos de estudio, ni al utilizarla de manera discreta. Este resultado es
similar al observado por Opsalh y col.””® en 2001, quienes analizaron la tasa de gestacion en
ciclos de FIV con ovocitos donados de mujeres que realizaron hasta seis ciclos consecutivos.
Segun sus datos las tasas de gestacion fueron similares desde el ciclo 1 al ciclo 6 de estimu-
lacién, sin cambios segtn diferentes intervalos de tiempo entre ciclos.

En referencia al resto de variables analizadas, se observd que el aumento de edad de las re-
ceptoras suponia un descenso tanto en la tasa de RNV como de gestacion evolutiva, si bien
este descenso fue pequeno (por cada afo disminuy6 un 4.7% la probabilidad de RNV y un
2% la de gestacion evolutiva), el resultado fue estadisticamente significativo. Los estudios
previos en general reflejan que la edad de la receptora no afecta a estos resultados. En un
estudio realizado por Abdalla en 1997'®° en el que compard los resultados de la donacion de
ovocitos de una misma donante a varias receptoras, que se diferenciaban entre si inicamen-
te en la edad (diferenciando entre menores y mayores de 40 afios), no encontrd ninguna
diferencia en las tasas de gestacion y aborto. Sin embargo, Toner'®' en 2002, demostrd que
los ciclos con donacion de ovocitos presentaban peores resultados cuando las receptoras
tenian mas de 45 anos. Posteriormente, diferentes autores han corroborado esa edad de 45
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afos como el limite a partir del cual la edad de la receptora afecta de manera negativa a la
tasa de gestacion'®~'**. No obstante, los estudios con mujeres mayores de 50 afios son muy
limitados, por lo que no estd claro si realmente la tasa de gestacion baja por la edad o por la
falta de muestra en los estudios'®.

Por otro lado, segun nuestro estudio el IMC de las receptoras afecta negativamente a la tasa
de gestacion, no resultando significativo su efecto en la tasa de RNV. En cuanto al efecto del
IMC de las receptoras sobre los resultados de las TRA, en una revision realizada en 2013 por
Jungheim y col.'® en la que incluyeron un total de 4758 donantes de ovocitos, se observo
que el IMC de la receptora no suponia un efecto negativo en la tasa de RNV, de gestacion
o de aborto. Sin embargo, en 2013 Bellver y col.'*® analizaron 9587 ciclos de donacién de
ovocitos y en 2016 Provost y col.'” analizaron 22317 ciclos llevados a cabo con ovocitos
donados, observando en ambos estudios que las tasas de RNV y de gestacién disminuian
segun se incrementaba el IMC de las receptoras.

En cambio, la edad e IMC de las donantes en nuestro estudio, no afectan ni a la tasa de RNV
y ni a la tasa de gestacion, lo cual era de prever dado que para ser incluida en el programa
de donacidén de la clinica y por ende en el estudio, las donantes deben estar en rangos de
edad e IMC 6ptimos para sacar el mayor beneficio de esas donaciones. Respecto al IMC de
las donantes, Martinez y col.'® analizaron 2722 ciclos de FIV con ovocitos donados dife-
renciando por grupos segtin el IMC de las donantes, sin observar diferencias en la tasa de
gestacion ni de RNV en los diferentes grupos. Otro estudio realizado por Cardozo y col.'®
en el que analizaron los resultados de 235 ciclos de donacién de ovocitos ajustandolo con el
IMC de las receptoras, observaron que la tasa de gestacion y de RNV disminuia conforme
aumentaba el IMC de las donantes.

En cuanto a la tasa de abortos, no hemos observado diferencias segun el tiempo transcurri-
do entre las estimulaciones ovaricas de las donantes. No existen estudios similares en la lite-
ratura previa, sin embargo, si hay datos, en cuanto a cdmo afectan ciertas variables como el
IMC de las receptoras a la tasa de aborto de gestaciones conseguidas con ovocitos donados,
encontrandose resultados dispares. Bellver'”’ en un estudio realizado en 2003, observé que
la tasa de abortos era mayor en las receptoras obesas o con sobrepeso respecto a las recep-
toras con normopeso, sin embargo, en 2013 dos revisiones llevadas a cabo por Bellver'*® y
Jungheim'® determinaron que el IMC de las receptoras no afectaba de manera negativa a la
tasa de abortos. En cuanto a la edad de la receptora tampoco hay datos claros. Abdalla'® en
su estudio objetivo que la edad no afectaba a la tasa de abortos en ciclos de FIV con ovocitos
donados, sin embargo, Huang'”' si encontré menores tasas de aborto cuando las receptoras
tenfan menos de 40 afnos.
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El tiempo que transcurre entre las estimulaciones ovéricas controladas en mujeres do-
nantes de ovocitos, no influye en el numero de ovocitos maduros que se extraen en cada
puncion.

Los resultados de las estimulaciones ovaricas repetidas en mujeres jovenes, en cuanto a
numero de ovocitos extraidos, numero de cancelaciones, niveles de estradiol el dia del
desencadenamiento de la ovulacion o dias de estimulacion, no varian segun el tiempo
que transcurra entre ellas.

La tasa de RNV, tasas de gestacion bioquimica, clinica y evolutiva y tasa de aborto en la
mujeres que realizan ciclos de FIV con ovocitos donados, no se ven influenciadas por el
tiempo que transcurre entre las consecutivas estimulaciones ovaricas de las donantes.

Por tanto, consideramos que el tiempo entre estimulaciones no es un factor a tener en
cuenta para optimizar los programas de donacién de ovocitos.

Y por otro lado, no hay necesidad de dejar transcurrir un tiempo entre estimulaciones
ovaricas si se necesitan realizar varias estimulaciones repetidas, ya que el nimero de
ovocitos extraidos y las posibilidades de embarazo o RNV no varian en funcién de ese
tiempo.
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