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1 Antecedentes

Desde 1998, la OMS considera a la obesidad como una epidemia global que constituye un
importante problema de salud publica.(1) Los estudios epidemiolégicos sugieren que las
causas principales estan relacionadas con los cambios ambientales y los estilos de vida, ocu-
rridos en las ultimas décadas. La rapidez del cambio de prevalencia de la obesidad ocurrido
en solo 25 anos descarta una base genética como unica causa, ya que el pool de genes res-
ponsables de la susceptibilidad a la obesidad no puede variar en periodos de tiempo tan
cortos.(2, 3) Sobre la anorexia y bulimia, es un trastorno que en los ultimos 10 afios se ha
quintuplicado al registrarse 20 mil casos anuales, afectando asi a mas de 2 millones de me-

xicanos, principalmente mujeres segun cifras del Instituto Mexicano del Seguro Social.

(IMSS)

En México, de 1993 a 2000 la prevalencia de obesidad aumenté en 3 puntos porcentuales y
se acentud con respecto a 2005, al pasar de 24% en 2000 a 30%, lo que refleja un incre-
mento en el ritmo sobre el cual crece la obesidad en el pafs. Las tasas de prevalencia mas
altas se concentran en la region norte y sureste de México. Ademas de Baja California Sur,
Durango, Chihuahua, Nuevo Leén, Nayarit, Sonora y Tamaulipas destacan por su frecuen-
cia en el sureste de México los estados de Campeche, Tabasco, Quintana Roo y Yucatan,
con cifras que van de 28.7 a 38.3%. La prevalencia en mujeres (79.9%) es mucho mas alta

que la de los hombres (66.7%).

Dentro de éste rubro de obesidad se pueden destacar los siguientes hallazgos: 1) 7 de 10
adultos (70%) presentaron un peso mayor al considerado saludable; 2) la prevalencia de
obesidad aumenta hasta los 60 afios, seguida de un decremento en los adultos mayores,

mientras que el sobrepeso se mantiene estable desde los 20 afios de edad.(4)
Factores determinantes:

- Alimentacién: En la actualidad, con el desarrollo, la modernizacion y el ritmo de
vida acelerado, sobre todo en las zonas urbanas, la forma de alimentarse se ha visto altera-

da. La dieta que consume la mayor poblacién en la que se omite una de las tres comidas

6



principales (desayuno, comida y cena) o en las que se contienen grandes cantidades de azu-
cares y grasas saturadas, asi como el poco consumo de verduras y frutas, pone no sélo a los

adultos, sobre todo a los nifos, nifias y adolescentes, en riesgo de desarrollar sobrepeso u

obesidad.(5)

- Sedentarismo: Las conductas sucesivas en el desarrollo personal se van adquiriendo
con la vida cotidiana y volviéndose habitos “normales” dentro de la modernizacién. Por
ejemplo, las personas que miran television por tiempos prolongados son mas propensas a
fumar, a consumir bebidas alcohélicas y a realizar menos ejercicio fisico. También tienen
mayor consumo energético diario y peores habitos alimentarios. El tiempo pasado ante el
televisor esta significativamente asociado con el riesgo de obesidad.(6, 7) Mantenerse sen-
tados en el trabajo o fuera del hogar y usar automévil como medio de transporte también
fueron conductas asociadas a un mayor riesgo de obesidad, no asi mantenerse de pie o ca-

minando por la casa.

La “obeso fobia” por otra parte, es actualmente uno de los mas grandes temores que tienen
tanto hombres como mujeres (8, 9); sin embargo, diversos trabajos documentan que las
mujeres poseen actitudes mas negativas hacia la imagen corporal que los hombres y es
principalmente el temor a subir de peso o a llegar a ser obesas, lo que propicia conductas
de riesgo. Sobresalen las conductas compensatorias y restringidas y una mayor compensa-
cion por el peso y la figura, actitudes que pueden dar pie a los trastornos de la conducta

alimentaria (10-12).

Estudios realizados en mujeres adolescentes y jovenes, muestran que la percepcion de la
imagen corporal y la insatisfaccion con la misma se encuentran altamente relacionadas con
las conductas compensatorias; de la misma forma, se encontré que estas mujeres tienden a

sobreestimar su tamafio corporal, mostrando as{ una mayor insatisfaccion (13).

Durante la etapa adulta la mujer pasa por periodos de embarazo, lactancia, alteraciones
menstruales, disminucién de la actividad fisica y podria presentar alteraciones psicoldgicas
de diversos tipos, entre los que sobresale la depresion (14, 15). Se ha propuesto que mu-
chos de estos episodios pueden repercutir en su patron alimentario y en la evaluacién de su
imagen corporal, y que desencadenan conductas alimentarias de riesgo que mas tarde pue-

den transformarse en algun trastorno de la conducta alimentaria.



De los escasisimos estudios realizados en mujeres adultas, se localizé un verificado en 188
mujeres con IMC < 30, en donde se midi6 la “dieta restrictiva” mediante un cuestionario
que considera dicho concepto compuesto por dos dimensiones: control alimentario rigido
y control alimentario flexible. Hay que aclarar que se entiende por control alimentario
rigido a la dicotomia “todo o nada” con respecto al comer, al peso y a la restriccion alimen-
taria; mientras que el control alimentario flexible esta caracterizado por un acercamiento
moderado con respecto al comer, el peso y la restriccion alimentaria. Los hallazgos demos-
traron que ambos tipos de control estan significativamente relacionados con el IMC [con-
trol rigido r(186) = 0.32, p<<0.01; control flexible r(186) = 0.22] y con la percepcion de la
imagen corporal [control rigido r(186) = 0.70, p<0.01; control flexible r(186) = 0.40,
p<0.01]. De igual manera se encontré que unicamente el control alimentario rigido esta
significativamente relacionado con sintomas de trastornos alimentarios [r(186)=0.60,

p<0.01], depresion [£(186)=0.26, p<0.01], y ansiedad [r(186)=0.30, p<0.01] (16).

En México, en un estudio realizado en 2006, Lora-Cortez en cuestionario similar, obtuvo
que las conductas que registraron mayores porcentajes, correspondieron a las conductas
compensatorias (17.3%) y al comer compulsivamente (12%); la dieta restringida presento

los porcentajes mas bajos (5.5%) (17).

La bulimia nerviosa representa el otro espectro en cuanto a los comportamientos alimenti-
cios anémalos, en donde el peso corporal tiende a mantenerse normal a pesar de haber
comido grandes cantidades de alimento. Este tipo de pacientes tienen niveles significati-
vamente bajos de leptina, en comparacién con pacientes sanas de la misma edad y peso
(18); incluso durante los periodos de remision, dichos niveles se mantienen mas bajos, no
obstante los valores no bajan tanto, como ocurre en los casos de anorexia nerviosa. Se
sugiere que la leptina puede jugar un rol tanto en la regulacién del apetito y de la homeosta-
sis, como también en las anormalidades ocurrentes en la menstruacion de mujeres con tras-

tornos de la alimentacion.

Se ha observado que mujeres que tienen sobrepeso 6 por lo contrario, quienes son muy
bajas de peso, tienen problemas para embarazarse. Existen evidencias que demuestran que
las leptinas estan relacionadas en el control del sistema reproductivo de los animales y re-
cientemente dicho eje de leptina ha sido estudiado por nutridlogos y han encontrado dife-

rencias muy significativas en mujetres anoréxicas/bulimicas y también en mujeres obesas.



La leptina es una proteina secretada por el tejido adiposo. Su funcién consiste en estar
encargada del control del peso corporal mediante la regulacion del apetito y la termogéne-
sis, ademas de regular diversos procesos fisioloégicos como la inflamacion, angiogénesis,
hematopoyesis, reacciones inmunes y lo mas importante: la reproduccion. Se le ha encon-
trado una interaccion con la produccién y liberacién de hormonas sexuales; En roedores,
al inyectar leptina, aumentan los niveles de gonadotropinas y aumenta el desarrollo del fo-

liculo ovarico, restaurando la fertilidad.

1.1 Estructura de la leptina

La leptina es una proteina de 167 aminoacidos con una estructura terciaria similar a las ci-
toquinas expresadas en el tejido adiposo blanco y en otras areas como el hipotalamo, hip6-
fisis, fondo gastrico, musculo esquelético, sincitiotrofoblasto y epitelio mamario, que inclu-
yen un péptido sefial de 21 aminoacidos. Su estructura tridimensional presenta cuatro héli-
ces alfa y un puente disulfuro entre las cisteinas en posicién 96 y 1406, siendo este dltimo

necesario para la actividad biolégica de la hormona.

De la misma manera, se han encontrado receptores para leptina en hipotalamo, células go-
nadotropas de la adenohipdfisis, células de la granulosa y de la teca, células intersticiales del

ovario, endomettio y células de Leydig.

1.2 Fisiologia de la leptina

Los estrégenos inducen la produccion de leptina, mientras que los androgenos la suprimen.
La insulina aumenta su produccion, los glucocorticoides incrementan la expresion génica,
independientemente de su efecto insulino-resistente, aunque también pueden inducir una
resistencia relativa a leptina al inhibir su accién. Otras proteinas que directamente inducen
la expresion génica de la leptina son citoquinas como el factor de necrosis tumoral alfa y la

interleucina 1.

En cuanto a su rol en el eje hipotalamo-hipéfisis, se sabe que la leptina acelera los pulsos de
GnRH, pero no en su amplitud en neuronas del nicleo arcuato dependiente de la dosis de
leptina. A los receptores de leptina se les llama Ob-Rb y se les ha encontrado tanto en

nucleo arcuato, como en el nucleo hipotalaimico ventromedial, controlando tanto la fun-
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cién sexual, como la ingesta de alimentos. La exposicion de neuropéptido Y (NPY) in vi-
tro en ratas pre puberes, aumenta la pulsatilidad en la secrecion de GnRH, mientras que la
exposicion intracerebroventricular cronica de NPY la inhibe. Magni y Motta (19) no han
encontrado receptores para leptina claramente en neuronas de GnRH en el humano, Gni-
camente en neuronas cultivadas de ratén. Opinan que indudablemente las leptina actian a
éste nivel, solo que no han precisado si en forma directa o indirecta. Esto debido a que es
muy dificil de estudiar al modelo humano porque las neuronas de GnRH son muy pocas y

estan expandidas en toda la region hipotalamica.

La leptina reduce la ovulacion al inyectarse via sistémica in vivo o in vitro. En dosis fisio-
l6gicas medio-altas (desde 10 ng/ml) parece antagonizar el efecto ascendente de diferentes
factores de crecimiento (factor de crecimiento parecido a la insulina ILGF-1, factor de cre-
cimiento tumoral TGF2) y hormonas (insulina, glucocorticoides), en la esteroidogénesis de
gonadotropinas (FSH/LH), tanto a nivel folicular, como en células de la teca en el ciclo
menstrual. De hecho, en un estudio realizado por Sanjay et al (20), en el que cultivaron
células de la granulosa, pudieron comprobar como la leptina es capaz de inhibir directa-
mente a la produccion del factor de crecimiento parecido a la insulina ILGF-1. Segun San-
jay, la inhibicién fue selectiva, no afectando la produccién de estradiol, sola o en presencia
de FSH, ni de progesterona, ni de androstenediona, llama la atencién que no menciona la
dosis de leptina a la que expusieron a las células de la granulosa. Asi, concentraciones altas
de leptina en el ovario, pueden suprimir la produccién de estradiol e interferir en el desa-
rrollo del foliculo dominante y en la maduracion del ovocito. Greisen et al (21), estudiaron
el punto anterior y coinciden en que la leptina actia directamente, inhibiendo el estradiol
basal estimulado por FSH y la produccién de progesterona en cultivos de células de la gra-
nulosa humana. En células de Leydig del testiculo de raton, la leptina a dosis de 2 a 500
ng/ml, se observaron los mismos efectos inhibitotios en la produccién de testosterona
estimulada por hCG. En otro estudio hecho por Duggal et al (22) con células de tejido
ovarico de ratones in vitro, al administrar leptina en combinacién con LH, significativa-
mente se redujo la ovulacién tanto in vivo como in vitro, aunque no influenciaron los nive-

les de esteroides.

La deficiencia de leptina, resulta en una disfunciéon de HCG vy la administraciéon de dosis

bajas puede tener un efecto permisivo a nivel del SNC que regula la secrecién de gonado-
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tropina. Tanto una baja sustancial sérica en leptina, como niveles elevados de la misma se

traducen en afectacién del eje hipotdlamo-hipéfisis ovario, como veremos mas adelante.

Existe un dimorfismo sexual en cuanto a los niveles de leptina. Luego de corregir el peso y
grasa, las mujeres tienen niveles séricos de leptina mayores que los hombres. Primero por-
que la amplitud en los pulsos de leptina, mas no su frecuencia en el tejido adiposo es de 2 a
3 veces mayor en mujeres que en hombres. Segundo, el porcentaje de grasa es mayor en
mujeres que en hombres. Tercero, las mujeres tienen niveles séricos de leptina mas altos
que los hombres y niveles mas bajos de proteina transportadora de leptina, resultando en
niveles de leptina sérica libre mayores en mujeres que en hombres. Por ultimo, los tejidos
adiposos de las mujeres son mas sensibles a las hormonas. Los estrogenos aumentan los

niveles de leptina, mientras que los andrégenos los disminuyen.

1.3 Leptina y pubertad

En relacion con la pubertad y el disparo de inicio del funcionamiento del eje hipotialamo-
hipéfisis-ovario, es hasta ahora desconocido, lo tnico que se sugiere en experimentos con
animales, es que existe una elevacion en niveles de leptina previos al inicio de la pubertad y
que puede contribuir a la activacién del eje, resultando en produccion esteroidea y activa-
cion subsecuente del eje hormona de crecimiento-factor de crecimiento parecido a la insu-

lina.

1.4 El ciclo menstrual y la leptina

Se ha encontrado una relacion entre los niveles de leptina y el ciclo menstrual normal y la
menopausia. Messinis et al (23) midieron los niveles de leptina en ciclos espontaneos y en
ciclos estimulados con FSH, encontraron que en ciclos espontaneos, hubo un decremento
de leptina en forma gradual hasta el 7 dia del ciclo y que a partir de éste subi6é en forma
progresiva hasta el dia del disparo de LH. Sin embargo encontré que en ciclos estimulados
con FSH los valores fueron subiendo gradualmente hasta el sexto dia y se mantuvieron
estables después, pero en la mitad del ciclo subieron significativamente mas que en los ci-
clos espontaneos. No obstante Stock et al (24), en un estudio realizado en 13 mujeres con

ciclos menstruales normales y a las que se les midi6 niveles de leptina en los dfas 1-3, 6-8,
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13-15, y 22-25 del ciclo, no encontré una diferencia estadisticamente significativa en cuanto
a los niveles de leptina, unicamente encontrd que se elevan en forma importante en muje-
res embarazadas, o bien en mujeres en protocolo de FIV. En la menopausia los niveles
declinan, especialmente en mujeres obesas, probablemente debido a las alteraciones en los
niveles de hormonas esteroideas. La terapia de reemplazo hormonal no aumenta significa-

tivamente los niveles de leptina, de acuerdo con diferentes estudios.

1.5 Indice de masa corporal, situaciones especiales y
leptina

Adentrandonos un poco a los problemas de la reproduccién, se ha establecido en que en
los ovarios poliquisticos, no ocurren variaciones significativas de leptina en comparacion
con pacientes de la misma edad y peso sin el dicho sindrome. Los trastornos alimenticios
se traducen en muchas ocasiones en problemas de tipo reproductivo. Trastornos como la
anorexia nerviosa o la bulimia nerviosa pueden producir amenorrea, que mayormente es
hipotalamica. Los niveles séricos de la anorexia nerviosa son significativamente mas bajos
que los de paciente sanas con el mismo peso y porcentaje de grasa corporal. Los niveles de
leptina comienzan a aumentar al iniciar una dieta terapéutica en éstas pacientes, que se coO-
rrelacionan con niveles séricos de LH y FSH, implicando que el aumento de leptina secun-
dariamente al incremento del peso, activan el eje hipotalamo-hipofisis-ovario. Cabe men-
cionar que la leptina es necesaria, mas no suficiente para reanudar la menstruacion, con lo
cual también deben normalizarse el eje GH/IGF1. Welt y colaboradores (25) lograron de-
mostrar en 8 mujeres atletas con amenorrea hipotalamica, como después de administrar
Leptina Recombinante Humana mejoran los ejes reproductivo, tiroideo y la produccion de
hormona de crecimiento, asi como marcadores de formacién de hueso, sugiriendo que se
requiere de leptina como sefal periférica que refleja reservorios de energfa para una correc-

ta y adecuada funcién reproductiva y neuro-enddcerina.

En cuanto a la bulimia nerviosa, la unica diferencia es que los niveles de leptina pueden
mantenerse bajos durante la remisioén, pero nunca seran tan bajos como en la anorexia ner-

viosa.

Las mujeres deportistas también presentan alteraciones en su ciclo menstrual. Chen et al

(26) realiz6 una revision en Medline desde 1966 a 1998 en éste tipo de pacientes y encontrd
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que presentan manifestaciones clinicas del tipo de fase lutea deficiente, anovulacién, ame-
norrea e incluso menarca retardada. Las gimnastas de elite, con niveles de leptina significa-
tivamente mas bajos que los de pacientes control de la misma edad y porcentaje de grasa
corporal tienen menarca y maduracion 6sea retardada. Los trastornos menstruales son tan
severos como los de las pacientes con anorexia nerviosa y no tanto como los de las pacien-
tes con bulimia nerviosa. Chen, nos dice que la mayoria de los casos son reversibles con
dieta y modificaciones en el ejercicio; Incluso recomienda terapia hormonal sustitutiva en

los casos de hipoestrogenemia prolongada con evidencia de pérdida 6sea aumentada.

No solo la anorexia o la bulimia nerviosa afectan los niveles de leptina, también cuadros
como la obesidad afecta dichos niveles. En éstos casos, la leptina puede verse alterada por
deficiencia total de leptina, resistencia a la leptina relacionada a niveles altos de leptina o en
casos extremadamente raros mutaciones de los receptores para leptina; Con la excepcion
de los casos raros anteriores, la obesidad se debe a la resistencia a leptina de los receptores
y pos receptores por mecanismos de retroalimentacion, mas que por deficiencia de leptina

persé.

Se ha observado que las nifias obesas tienen su menarca a edades mas tempranas, compa-
radas con niflas de peso normal, hecho que coincide con la hipétesis del peso critico de
Frisch y Revelle y con la hipétesis que al incrementarse los niveles de leptina, contribuyen
al inicio de la pubertad. También se ha demostrado que al aumentar el peso, hay mayor
cantidad de ciclos anovulatorios y que las mujeres obesas tienen mayor cantidad de folicu-

los attrésicos.

Puede proponerse entonces que niveles altos de leptina en las mujeres obesas pueden con-
tribuir a la funciéon o disfuncién reproductiva en diferentes niveles del eje hipotalamo-
hipofisis-ovario; Asi, hay un efecto central de la elevacion de leptina que nos lleva a me-
narca temprana, el cual mas tarde es seguido de una resistencia a la respuesta de los gona-
dotropos a GnRH, combinado con un efecto inhibitorio periférico por los niveles altos de
leptina en la funcién ovarica conllevando a la anovulacién. Es importante que a pesar de lo
dicho anteriormente, se debe separar al sindrome de ovarios poliquisticos con la elevacion
de leptina que encontramos en la obesidad, ya que los niveles de leptina circulante observa-

dos en mujeres con ovarios poliquisticos, estan relacionados con el indice de masa corporal
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y no relacionados directamente con los niveles de insulina, gonadotropinas y hormonas

sexuales, situacion sefialada y estudiada ampliamente por Chapman et al (27).

Cortet-Rudelli (28) también observé diferencias importantes entre la obesidad y el sindro-
me de ovarios poliquisticos. En su estudio encontré que la obesidad es una entidad que
también afecta a la inhibina B, no siendo especifica para el sindrome de ovarios poliquisti-
cos. Tanto la obesidad, como el exceso de LH, actdan en forma opuesta e independiente a
la produccién de inhibina B y esto puede explicar las discrepancias en relacion con reportes
previos, en los que relacionan a la inhibina B y el sindrome de ovarios poliquisticos. Acien
et al (29) valora los dos grupos de pacientes, pero en cuanto a la insulina, andrégenos y el
indice de masa corporal, concluyendo que en pacientes obesas éstos 3 valores se correla-
cionan tengan o no ovarios poliquisticos, pero que las obesas con ovarios poliquisticos, son
mas insulino-resistentes, hiperandrogénicas e hipertriglicerinémicas, asi las divide en 3 tipos
de obesas: obesidad simple no hiperandrogénica, ovarios poliquisticos tipicos no hiperin-
sulinémicas y pacientes con ovarios poliquisticos insulino-resistentes. Escobar-Morreale
(30), estudi6 los niveles de leptina en mujeres con hirsutismo, circunstancia frecuente en
mujeres con ovarios poliquisticos; En un estudio con 33 mujeres hirsutas y 11 mujeres
control concluy6 que los niveles elevados de leptina se encuentran principalmente relacio-
nadas a la obesidad y a la resistencia a insulina. Los niveles de leptina aumentaron durante
la estimulacion ovarica y volvieron a niveles basales durante la supresiéon ovarica, sugirien-

do que la leptina también se ve influenciada por el eje gonadal.

1.6 Leptina y sistema 6seo

Existe un efecto de las leptina a nivel del sistema 6seo. Se han encontrado receptores para
leptina en osteoblastos y se ha demostrado in vitro que aumenta la diferenciacién de las
células toti potenciales de la médula 6sea hacia osteoblastos, ademas la leptina aumenta la
supetficie 6sea de depdsito. En estados amenorreicos por exceso de ejercicio, trastornos
alimenticios, un factor etiolégico que conduce a pérdida de hueso es la deficiencia estrogé-

nica, con una desproporcion entre la resorcion y la formacion dsea.
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1.7 Papel de la leptina en la reproduccioén asistida.

En lo que se refiere a la reproduccion asistida, Tsai et al (31), midieron los niveles séricos
de estradiol y de progesterona al inicio del ciclo, al momento de la administracién de HCG
y al momento de la captura folicular, luego de un ciclo largo de andlogos de GnRH, des-
pués de administrar leptina en cultivos in vitro. Resulté que al administrar niveles altos de
leptinas, suprimieron tanto el estradiol basal, como la progesterona en las células de la gra-
nulosa, aunque no se vieron afectados los niveles de progesterona ante la presencia de
FSH, concluyendo que los niveles de leptina pueden ser predictivos de embarazo por FIV,
en especial por la relacion estradiol/progesterona durante la fase folicular. Castracane et al
(32) midieron los niveles de leptina en los ciclos de hiperestimulacién ovarica controlada
observando que existe una elevacion de estradiol asociada a la elevacion de los niveles de
leptina y que dicho nivel se mantiene elevado en pacientes embarazadas, mas no en las no

embarazadas.

La hiperestimulacién ovarica controlada con gonadotropinas nos lleva a un incremento
significativo de leptina sérica, comparada con la supresién ovarica maxima antes del inicio
del tratamiento. Esto demuestra que el estadio de la funcién ovarica puede afectar los ni-
veles de leptina. La elevacion de leptina se correlaciond solo en forma moderada con la
grasa corporal de las pacientes, e inversamente a un ovario hiperestimulado. Segin un es-
tudio de Mantzoros et al (33), las mujeres que resultaron embarazadas en 3 fertilizaciones
in-vitro o por gift, tuvieron menores concentraciones de leptina en liquido folicular que en
las mujeres que no quedaron embarazadas, corrigiendo la edad y el indice de masa corporal.
(34) Son varios los autores que en general reportan un efecto supresor de niveles elevados
de leptina a la sintesis de estradiol y en el desarrollo y maduracion de foliculos dominantes.
Barroso et al (35) realizaron un estudio junto con 6xido nitrico y factor de crecimiento en-
dotelial, en el cual indican que sirven como marcadores de hipoxia folicular, evidenciado
por la relacién entre los niveles de leptina, la presion parcial de bidxido de carbono y la
presion de oxigeno en el liquido folicular. Sumado a esto, Butzow et al (36) en un estudio
con 52 mujeres obesas y delgadas en protocolo de FIV, encontraron que la leptina en con-
centracion alta, en las pacientes obesas reduce la respuesta del ovario a las gonadotropinas
exo6genas, de ahi que éstas pacientes requieran de dosis mayores de gonadotropinas, que las
pacientes delgadas. Paraddjicamente y para que se lleve a cabo un adecuado crecimiento

folicular durante la hiperestimulacién ovarica controlada, Lindheim et al (37), nos confir-
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man que existe una elevacion significativa de los niveles de leptina durante éste proceso, la
cual juega un papel importante para que se lleve a cabo dicho crecimiento, incluso en la
mujer que hace una respuesta exagerada, refleja una predisposicion de sus adipocitos a la

produccion de leptina.

Dorn et al (38) midieron los niveles séricos e intra foliculares de leptina, ademas de factor
vascular de crecimiento endotelial (VEGF), factor de crecimiento parecido a la insulina 1
(IGF-1) y de proteina acarreadora de factor de crecimiento parecido a la insulina-3
(IGFBP-3) en 84 mujeres a las que se les realizé capturas foliculares posteriores a hiperes-
timulacién ovarica controlada. Encontraron que tanto los niveles séricos como los folicu-
lares de leptina se correlacionaron con el peso materno, pero no correlacionaron los niveles
intra foliculares de leptina y estradiol, ademas que la estimulacién ovarica controlada se
asocié con una asociacién entre los valores de leptina sérica e intrafolicular y de los otros
valores sin repercusiones clinicas. Duggal et al (22) midieron los efectos en la ovulacion de
ratas al administrar exégenamente leptina in vivo e in vitro y encontraron que disminuy6 la
ovulacién de 15.9 +/-2.0 a 5.3 +/-1.6 ovocitos en el grupo de animales tratados con 30 ug
en intervalos de 3 horas por 15 horas de leptina. En éste grupo no se vio afectado los nive-
les de estradiol o de progesterona, disminuy6 el consumo de alimentos y bajaron de peso.
En el grupo in vitro ocurrié lo mismo al administrar LH sola a un grupo y LH y leptina a
otro, disminuyendo de 5.7 +/- 1.6 a 1.3 +/- 0.6, sin verse afectados estradiol ni progeste-
rona. Concluyen que la administracion sistémica de leptina puede inhibir la ovulacién, pro-

ceso que ocurre a través de un efecto directo en ovario.

1.8 Impacto del indice de masa corporal en
reproduccion asistida

El impacto de la obesidad en reproduccion asistida es debatible. La obesidad podtia afec-
tar de manera adversa tanto la duracién de la estimulacién ovarica, la dosis de gonadotro-
pinas, los niveles de estradiol, el nimero de foliculos maduros, la tasa de ciclos cancelados,
namero de ovocitos aspirados, la tasa de fertilizacién, tasa de transferencia embrionaria,
implantacién y de embarazo, en varios pasos, tales como en induccién de ovulacion, aspi-

racion de ovocitos, transferencia embrionaria y preparaciéon endometrial.
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La disminucioén en la fertilidad de las mujeres con bajo peso o con sobrepeso probablemen-
te esta relacionada con multiples alteraciones endocrinolégicas y metabolicas, que incluyen,
pero que no estan estrictamente limitadas al metabolismo esteroideo y alteracién en cuanto
a su secrecion y accion de la insulina asf como otras hormonas, tales como leptina, resistina,
ghrelina 6 adinopectina. Estas alteraciones pueden afectar el crecimiento folicular, el desa-

rrollo embrionario y la implantacion. (39) (40) (41)

Es comun observar en mujetes con sobrepeso/obesas, en comparacién con aquellas con
peso normal, necesitan dosis mayores de FSH durante la estimulaciéon, menor obtencién de
ovocitos, concentraciéon de estradiol bajo, mayor numero de cancelaciones de ciclos e indi-
ces de embarazo bajos. (42) (43) (44) (45) Igualmente se ha sugerido que el paniculo adipo-

so abdominal tiene un impacto mayor en los resultados de FIV que la obesidad persé. (40)

1.9 Clasificacion ovocitaria

Estructuralmente el ovocito maduro mide entre 110-115 micras y esta rodeado de una
membrana llamada oolema. Esta membrana contiene el citoplasma del ovocito u ooplasma,
donde se encuentran las organelas citoplasmaticas y el ntucleo. Rodeando al conjunto ovoci-
to-oolema esta la llamada zona peldcida, que es de naturaleza glicoproteica y tiene un gro-
sor de 15-20 micras que disminuye tras de la fecundacién. El conjunto ovocito—zona pela-
cida mide aproximadamente 150 micras. Entre el oolema y la zona pelacida esta el espacio

peri vitelino, en el que se encuentra el corpusculo polar.

La presencia de un corpusculo polar (CP) indica que la maduracién nuclear ha finalizado.
Se cree que hace falta un breve intervalo de tiempo tras la extrusion del primer CP, para
que el citoplasma madure completamente. Un ovocito puede ser meidticamente maduro
pero no haber alcanzado la madurez citoplasmatica, lo que puede llevar a fallos o defectos

en la fecundacién.

Los ovocitos recuperados tras la puncién folicular estan rodeados de células de la granulosa
que forman el cumulus ooforus. Estas células son imprescindibles para la reanudacion de la

meiosis. La capa mas interna constituye la corona radiata.

Tradicionalmente, la valoracién de la maduracién del ovocito se ha basado en el grado de

expansion del cimulo y la corona que lo rodea (47):
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*  Metafase II: células del cimulo expandidas y luteinizadas.
* DMetafase I: células del cimulo menos expandidas.
* Profase I: células del cimulo compactadas.
En el siguiente estudio decidi simplificar a los ovocitos obtenidos en:
*  Ovocitos expandidos: Células del caimulo expandidas y luteinizadas. (Metafase II)

¢ Ovocitos oscuros: Células del cumulo menos expandidas o incluso compactadas

(Metafase I y Profase I)

Histéricamente la evaluacion de la madurez de los ovocitos se basaba en la expansion y el
aspecto del complejo cumulus-corona que rodea al ovocito. (48) Aunque ésta valoracion se
acerca bastante a la maduracién del ovocito, no es del todo fiable debido a la disparidad
que puede existir en el proceso de maduracién del ovocito y del cumulus, en pacientes so-

metidas a estimulacién ovarica controlada. (49)

Con la introduccion de la ICSI, esta situacion cambié completamente, ya que, al tener que
denudar el ovocito antes de su micro inyeccion, se podia visualizar mejor la morfologfa del

mismo.

Los ovocitos recuperados de pacientes sometidas a estimulaciéon ovarica muestran diferen-
tes estados de maduraciéon meidtica. Sélo los MII son validos para la ICSI, mientras que los
MI pueden ser cultivados durante unas horas para ver si se produce la liberacion del cor-
pusculo polar, en cuyo caso podran ser micro inyectados. (50) Los ovocitos en profase I,
que muestran vesicula germinal, no pueden ser utilizados debido a que tienen carga cromo-

sémica diploide.

Al mismo tiempo, el ovocito debe haber crecido completamente y haber completado la
maduracion nuclear y citoplasmatica de una manera coordinada, para que pueda existir una
correcta fecundacion. Alteraciones o asincronias en este proceso pueden derivar en diferen-
tes anomalias morfologicas, dependiendo de si se ha afectado la maduracién nuclear (51), o

la maduracién citoplasmatica. (52, 53)

Algunas alteraciones pueden ser causadas por un descenso del aporte sanguineo al foliculo
durante la estimulacién, lo que implica una deficiencia de oxigeno. Se ha demostrado una

asociacion entre una disminucién del aporte sanguineo al foliculo y defectos en el huso
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mitético y en los cromosomas. La hipoxia también afecta a la concentraciéon de ATP intra-

citoplasmatico y la organizaciéon del citoplasma.

Se acepta que los ovocitos metafase II de buena morfologia deben de tener un citoplasma
nitido y moderadamente granuloso, un espacio peri vitelino pequefio, un corpuisculo polar
intacto y una zona peluacida clara, (51, 54) aunque la mitad de los ovocitos que se recuperan
son morfolégicamente anormales, y presentan tanto anomalias citoplasmaticas como extra

citoplasmaticas. (55)

Algunos autores (56) han encontrado una correlacién entre la morfologia ovocitaria y el
resultado del tratamiento reproductivo, mostrando una tasa de embarazo del 24% en pa-
cientes a las que se les habian transferido embriones procedentes de ovocitos normales,
frente al 3% obtenido cuando los embriones derivaban de ovocitos con anomalias cito-

plasmaticas.

Resultados similares encontraron otros autores.(53) Cuando los embriones se originaban a
partir de ovocitos normales, la tasa de embarazo era del 29,4%, mientras que si los ovocitos
presentaban citoplasmas oscuros, la tasa resultante era del 5,5%. Asi mismo, cuando el ci-
toplasma presentaba un aspecto muy granuloso, las tasas de embarazo se situaban alrede-

dor del 12,8%. (57)

Se ha encontrado un descenso en la tasa de aborto temprano en pacientes a los cuales no se
les habian transferido embriones procedentes de ovocitos di morficos (20%, frente a 58,3%
en di mérficos). Este efecto negativo puede ser explicado por la elevada tasa de aneu-
ploidias encontradas en ovocitos di mérficos. (57) Los diferentes protocolos de estimula-
ciéon han contribuido a la divergencia que existe en la literatura respecto a la correlacion

con los resultados de ICSI. (58)

Las anomalfas extra citoplasmaticas incluyen irregularidades en la forma de los ovocitos,
ampliacién del espacio peri vitelino, fragmentacion del primer corpusculo polar y consis-
tencia anormal del oolema y de la zona pelacida. Algunos de estos rasgos estan asociados
con un descenso en la supervivencia de los ovocitos tras la ICSI, (59, 60) pero no con la

fecundacién ni con la calidad embrionaria.

Sin embargo, un corpusculo polar intacto con una supetficie lisa conlleva un buen pronds-

tico en términos de fecundacion y calidad embrionaria, (51, 55) asi como en la tasa de im-
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plantacién y de embarazo. (55) Otros autores han demostrado también que una serie de
factores como corpusculo polar fragmentado, espacio peri vitelino grande, inclusiones ci-
toplasmaticas, etc., tienen un efecto negativo en relacion a la calidad embrionaria y al por-

centaje de zigotos.

Se han descrito diversas anomalias morfoldgicas del ovocito que poseen un factor pronds-

tico en reproduccion asistida.
Caracteristicas morfoldgicas del ovocito:

* Corpusculo polar: la presencia de un corpusculo polar di mérfico, aunque no afecte a la
tasa de fecundacion, si afecta al posterior desarrollo del embrién, asi como a la tasa de em-

barazo. (54, 59, 60)

* Espacio peri vitelino: un espacio peri vitelino agrandado, irregular, con contenido en su
interior, disminuye la tasa de embarazo, aunque no afecte a la tasa de fecundacién. (54, 59,

60)

* Zona pelucida: la existencia de una zona pelicida engrosada, adelgazada, irregular o tabi-
cada o con diferente densidad, afecta a la tasa de ovocitos que no contintian su desarrollo

tras la ICSI. (59, 60)

* Citoplasma: la presencia de anomalfas del citoplasma como granulaciones, inclusiones,
cuerpos retractiles, vacuolas, etc., se ha demostrado que disminuye la tasa de embarazo.
(54, 506, 61) Otros autores consideran que las anomalias en el citoplasma son un factor pro-
néstico pobre, aunque si un signo de inmadurez citoplasmatica. Se ha demostrado una rela-

cion directa entre las anomalias citoplasmaticas y el numero de aneuploidias. (56, 57)
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1.10 Clasificacion de Calidad Embrionaria

Considero relevante el establecer el criterio de clasificacion embrionaria utilizada en un
ciclo de reproduccion asistida. Esta se realiza en el laboratorio de reproducciéon asistida,
una vez realizada la fecundacion in vitro con la finalidad de seleccionar los embriones a ser

transferidos.

Lo primero es conocer cudles son pasos que sigue un embrién dia a dia. En cada uno de
los pasos o estadios podemos fijarnos en algunas caracteristicas que nos revelen el poten-

cial del embrién para implantar y dar lugar a un embarazo, esto es, su calidad.

Un cigoto es el embrién “recién fecundado”, se debe observar entre las 16 y 22 horas tras
su inseminaciéon y debemos ser capaces de distinguir sus 2 corpusculos polares (CP) y sus
dos pronucleos (PN), el femenino y el masculino. La existencia de los 2 PN confirma que
ha habido fecundacién y cualquier desviacion en su numero, 1, 3 o mads, indica una fecun-

daciéon anémala y un embrién no viable.

Tras las dos primeras divisiones del embrion genera 4 células, llamadas blastomeras, y su
aspecto va a ser decisivo en la clasificacion, igual que el numero que debe ser el adecuado.
La observacion se lleva a cabo entre las 44 y 47 horas pos inseminacién y debemos obser-
var que las 4 células sean aproximadamente iguales en tamafio, no tengan mas de 1 nucleo

y valorar el porcentaje de fragmentacién que se observa entre ellas.

Atendiendo a estos parametros, junto con el examen de la membrana externa, podemos
distinguir los embriones en 4 tipos, de la A a la D, desde la mejor calidad a los embriones
con menos potencial. Para los embriones de dia 3 se sigue el mismo patrén de clasificacion,
observandolos entre las 67 y las 71 horas pos inseminacién. Ademas, se puede observar en
estos embriones si comienza de manera temprana la compactaciéon de sus células, prepa-

rando asi el paso al siguiente estadio.

Una moérula es un embridn en dia 4, entre 94 y 98 horas pos inseminacién, y aporta poca
informacién pues al haberse compactado todas sus células, no podemos observar rasgos
distintivos entre estos embriones. Aun asi podemos observar si la compactacion se ha he-

cho completamente o ha dejado fuera alguna célula.
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Entre las 112 y 120 horas pos inseminaciéon debemos de encontrar el dltimo estadio, el
Blastocisto. El embrién en este momento ya ha activado completamente su genética y aun-
que no todos los embriones alcancen este estadio “in vitro”, aquellos que lo hacen son em-
briones con un potencial implantatorio mayor. Estos embriones se clasifican en funcién de
su grado de expansion (del 1 al 6), del estado de su masa celular interna (A, B, C, D) y de su
trofoectodermo o capa celular externa (A, B, C, D). Asf un blastocisto 6ptimo de dia 5 de-

be responder a la formula “3AA”.

Figura 1 Clasificacion de embriones

A) Embrién de 6ptima calidad con maxima capacidad de implantacion.

B) Embrién de buena calidad con elevada capacidad de implantacion.

C) Embrién regular con bajas posibilidades de implantacion.

D) Embrién de mala calidad con muy pocas posibilidades de implantacion.

Si bien toda esta clasificacion es muy visual y un tanto subjetiva, actualmente se realizan
todo tipo de estudios para reconocer los patrones de actividad metabdlica de los embriones

mas capacitados y encontrar asi cuales son los idoneos para transferir. (62)

Es importante sefialar que en muchos centros de reproduccion asistida, la anterior clasifica-
cion se ha simplificado en 3 grupos a su calidad en buenos, regulares y malos, también de
acuerdo al nimero, tamafo y forma de los blastomeros y su grado de fragmentacion. Se
considera entonces que embriones de buena calidad son aquellos que cuentan con un mi-
nimo de 8 células y con menos del 10% de fragmentacion, de regular calidad a los embrio-
nes con 6-7 células y con 10-30% de fragmentacién y embriones malos a los que presenta-

ron menos de 6 células y mas del 30% de fragmentacion.
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2 Justificacion

El presente trabajo pretende comprobar el efecto de la leptina en el eje hormonal repro-
ductivo. Los trastornos en la alimentacion son un problema actual de salud publica; El
uso de dietas restrictivas severas con el fin de lucir una figura esbelta ha conllevado a la
apariciéon de nuevos casos de anorexia y bulimia. Por el contrario, la dieta occidental, asi
como las comodidades actuales, han favorecido un estilo de vida por demas sedentario, con
la consecuente apariciéon de obesidad en sus diferentes grados. Ambos extremos patologi-
cos en el indice de masa corporal han reportado problemas reproductivos que suelen co-

rregirse con el restablecimiento de un adecuado peso.

Existen evidencias que demuestran que la leptina esta relacionada en el control del sistema
reproductivo de los animales. Asi mismo, como hemos descrito anteriormente, existen
multiples publicaciones que correlacionan la leptina con el sistema reproductor de los hu-

manos.
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3 Hipotesis

3.1 Hipotesis principal

Aquellas pacientes con un indice de masa corporal menor a 20 6 lo contrario, mayor a 25,
veran alterados sus niveles de leptina sérica e intrafolicular, afectando de igual manera tanto
la estimulacion oviarica controlada, la cantidad de foliculos ovaricos, la calidad de ovocitos

y por ende la tasa de embarazo.

3.2 Hipotests alterna

Las pacientes con un indice de masa corporal menor a 20 6 lo contrario, mayor a 25, veran
alterados sus niveles de leptina sérica e intrafolicular, pero la estimulacién ovarica controla-
da no se vera afectada, ni la cantidad de foliculos oviaricos, ni la calidad de ovocitos, ni la

tasa de embarazo.

3.3 Hipotesis nula

Aquellas pacientes con un indice de masa corporal menor a 20 6 lo contrario, mayor a 25,
no veran alterados sus niveles de leptina sérica e intrafolicular, sin afectar de igual manera
tanto la estimulacién ovarica controlada, la cantidad de foliculos ovaricos, la calidad de

ovocitos y por ende la tasa de embarazo.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo principal

Evaluar la influencia de la leptina sobre la respuesta ovarica en un protocolo corto de esti-
mulacién con antagonistas de la GnRH en mujeres que se someten a ciclo de Fecundacion

in vitro, asi como en los resultados en tasas de gestacion.

4.2 Objetivos secundarios

1. Demostrar la relacion existente entre el indice de masa corporal (IMC) y los valores
séricos de leptina de las pacientes candidatas a protocolos de reproduccion asistida,
mediante determinaciones realizadas antes de iniciar tratamiento y posterior a la es-
timulacién ovarica controlada el dia de la puncioén, utilizando un esquema corto con

antagonistas de GnRH (Cetrorelix).

2. Correlacionar los niveles de leptina intrafolicular con tasas de fertilizacién ovocita-
ria. La evaluacién se hara por grupos de mujeres segin el indice de masa corporal y

concentracion de estradiol al momento de la HCG.

3. Determinar la asociacién del numero de foliculos aspirados con las concentraciones
de estradiol sérico al dia cinco de estimulacién y al dia de la administraciéon de

HCG, asi como con la leptina sérica basal e intrafolicular.

4. Comparar las concentraciones de leptina intrafolicular con la concentracién de lep-

tina basal y el indice de masa corporal.

5. Correlacionaremos el nimero y tipo de oocitos recuperados con las concentracio-

nes séricas e intrafoliculares de leptina.
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6. Correlacionaremos las concentraciones de leptina sérica, intrafolicular e indice de

masa corporal con el grado de calidad embrionaria.

26



5 Variable de eficacia primaria (End
point)
En éste estudio la variable de eficacia primaria sera el numero de foliculos estimulados ma-

yores de 16 mm, y su concentracién de leptina, asi como el nimero y calidad de ovocitos y

embriones.
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6 Pacientes y métodos

Los sujetos del presente estudio resultaron en un total de 87 quienes sumaron un total de

94 ciclos de fertilizacién in vitro 6 de ICSI, entre Marzo de 2008 y Marzo de 2012.

Los controles de peso y la estatura de la paciente se realizaron con la misma bascula, cali-
brada el primer dia de visita a la clinica. Las causas de esterilidad/infertilidad fueron cate-
gorizadas como factor masculino mediante seminograma, factor tubarico mediante histero-
salpingografia 6 laparoscopia, endometriosis por laparoscopia, endécrino-ovarico por perfi-
les hormonales y/o 2 de los siguientes datos: oligo/amenorrea, hirsutismo e hiperandroge-
nismo, ovarios poliquisticos (ultrasonografia) y por ultimo otras causas especificas como
edad avanzada y por supuesto esterilidad de causa inexplicable tras realizar las pruebas

diagndsticas y ser todas ellas normales.

A todas las pacientes se les realizé un tratamiento con antagonistas de GnRH (Cetrorelix,
Serono, Suiza) entre el quinto y séptimo dia de estimulacién ovarica, dependiendo del gro-
sor endometrial (mayor de 5 mm), que los niveles de estradiol fueran igual o mayores a 500
y/o foliculos mayores de 10 mm y con menotropinas (Merapur, Ferring GmbH Alemania)
a dosis iniciales de 150 a 225 UI en mujeres jévenes y delgadas con ovarios con mas de 5
foliculos y de 300 UI en mujeres obesas o bien mayores de 38 afios de edad en promedio y
a dosis respuesta con control de estradiol cada tercer dia y seguimiento folicular ultrasono-
grafico. La ovulacién fue inducida una vez que se alcanzé al menos un foliculo mayor de
17 mm de diametro con 10,000 UI de HCG (Choragén, Ferring GmbH, Alemania) y los
ovocitos fueron obtenidos por puncién y aspiracion folicular endovaginal guiada por eco-

grafia.

Se cuantificaron niveles de leptina sérica, mediante técnica de radioinmunoanalisis, asi co-
mo niveles basales hormonales y, el dfa del disparo con HCG, valores de estradiol. Duran-
te la estimulacién con gonadotrofinas se determinaron las concentraciones de estradiol y
LH en cada control ecografico realizado durante el seguimiento del crecimiento y madura-

cioén folicular. La cuantificacién de leptina de liquido folicular se obtuvo centrifugando 1ml
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de liquido el dfa de la puncién folicular. Los niveles de estradiol, asi como estudios hormo-
nales basales fueron procesados en Ingenes y los valores de leptina sérica e intrafolicular,
fueron obtenidos en Ingenes y las muestras de liquido folicular y sangre remitidos al labora-

torio Biomédica de Referencia para su analisis.

La manipulacién de los gametos, fertilizacion y cultivos embrionarios fueron realizados de
conformidad con los procedimientos estandar de FIV. Resumiendo, se utiliz6 el medio
IVF (Medi-Cult, Copenhague Dinamarca) durante los procesos de inseminacién ovocitaria
y cultivo embrionario. En los ciclos ICSI se micro-inyecté espermas eyaculados. Los em-
briones fueron clasificados de acuerdo al numero, tamafo y forma de los blastomeros y su
grado de fragmentacion, en donde se consideraron como embriones de buena calidad a
aquellos con un minimo de 8 células y con menos del 10% de fragmentacion, de regular
calidad a los embriones con 6-7 células y con 10-30% de fragmentaciéon y embriones malos
a los que presentaron menos de 6 células y mas del 30% de fragmentaciéon. Los embriones
fueron transferidos al tercer dia, excepto en los casos con pocos embriones (<2), los cuales
fueron transferidos en el dia 2. Como norma, 2 embriones fueron transferidos. Se dio
soporte a la fase lutea hasta por 14 dfas posterior a la puncion folicular, consistente en apli-
cacion intravaginal de perlas de progesterona sédica micronizada a razén de 300 mgs cada

8 horas.

6.1 Disenio del estudio

Estudio observacional causa-efecto prospectivo.

6.1.1 Definicion de los grupos de paciente

Tres cohortes que corresponden a los siguientes valores de Indice de Masa Corporal:
a) IMC entre 20a 25

b) IMC menor de 20

c¢) IMC mayora 25
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6.1.2 Criterios de inclusion

La captaciéon de pacientes se hizo en forma estricta utilizando los siguientes criterios de

inclusion:
e Pacientes de 21 — 40 afios de edad.

e Pacientes candidatas al programa de fertilizacién in vitro con transferencia embrio-

naria con alguno de los siguientes diagnosticos.
o Factor endécrino-ovarico. (Falla ovarica, fase lutea deficiente)
o Factor tubirico de esterilidad.
o Factor uterino.
o Factor desconocido.
o Endometriosis I y IT AFS.
o Sindrome de ovarios poliquisticos.
o Pacientes sanas donadoras en programa de donacién de ovocitos.
o Pacientes presumiblemente sanas con factor masculino de esterilidad.

6.1.3 Criterios de exclusioén

. Pacientes en las que no se realizé captura ovular.
. Pacientes en las que se cancel6 el ciclo por mala respuesta.
. Pacientes con riego de Sindrome de Hiperestimulacién Ovarica.

6.1.4 Criterios de no inclusiéon

. Pacientes con factor enddcrino-ovarico de esterilidad.
J Pacientes con Hipo 6 Hipertiroidismo.
. Pacientes con contraindicacion para el uso de gonadotrofinas.
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. Pacientes que no estén dispuestas a firmar el consentimiento informado.

. Pacientes con endometriosis 11T y IV AFS.

6.2 Método

Se incluyeron a todas las pacientes del Instituto de Infertilidad y Genética Ingenes (México)
con diagnéstico de esterilidad por factor masculino y/o factor tubo-petitoneal, pero candi-

datas a fertilizacion In Vitro (FIV) o a inyeccion Intracitoplasmatica de Esperma (ICSI).

Las pacientes fueron pesadas y medidas y asi se formaron 3 grupos de forma secuencial y
de acuerdo al IMC cuyo valor se encontré entre 20 y 25, otro para pacientes cuyo L.M.C.

fue inferior a 20 y otro mas cuyo IMC fue superior a 25.

A todas las pacientes bajo estimulacién ovarica se les realizé supresion mediante protoco-
lo corto con antagonistas de GnRH del tipo Cetrorelix (Cetrotide)MR iniciando el primer
dia de ciclo de estimulaciéon con rFSH (Puregén)MR. 6 Menotropinas (Merapur) MR.
(HMG)

Se tomaron muestras de sangre en cada visita de la paciente, desde el dia de la primer con-
sulta, los dias 5 y 8 del ciclo de estimulacién, durante los ultrasonidos de seguimiento foli-
cular y el dia de la puncién folicular, se procedié a centrifugar a 2500 rpm por 15 minutos
cada tubo, para luego obtener 1 ml de suero, el cual fue enviado al laboratorio de referencia
clinica-cientifica Biomédica de Referencia para el analisis de leptina. El dia de la puncién
folicular, se tomé y envié también al mismo laboratorio una muestra de liquido folicular

para analizar la leptina contenida en el pool obtenido del liquido folicular.

Se cuantificaron los niveles de leptina séricas, mediante técnica de ELISA, asi como niveles
basales de estradiol, al igual que niveles el dia disparo con HCG. Durante la estimulacion
con gonadotrofinas se determinaron concentraciones de estradiol en cada control ecografi-
co que se realizé durante el seguimiento del crecimiento y maduracion folicular. Los ante-

riores analisis, fueron procesados en el laboratorio clinico de Ingenes.
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Se realizaron ecografias a todas las pacientes los dias de estimulacién 3, 5 y 8, con el fin de
medir y contar los foliculos presentes en ambos ovarios, asi como medir el grosor endome-

trial, antes y después de la estimulacion.

6.3 Valores de referencia

Se conto con el apoyo del Laboratorio Biomédica de Referencia para procesar las muestras
de sangre y de liquido folicular destinadas a la cuantificacién de leptina. De acuerdo a la
informacién proporcionada por el laboratorio, los valores normales de leptina sérica fueron

de 3.6 a 72.4 ng/ml para pacientes de sexo femenino en edad reproductiva.

Tabla 1 Analisis de Leptina (Valores del laboratorio Biomédica de Referencia)

Caracteristica Descripcion
Tipo de Muestra Sangre sin anticoagulante
Tipo de Contenedor Tubo tapén rojo
Requerimiento de la Muestra Suero 1 mL
Estabilidad de la Muestra 15 meses congelado (A -70 °C)
Volumen Minimo Tubo lleno
Temperatura al Envio Refrigerado
Metodologia ELISA

Tabla 2 Valores de Referencia

Sexo Cédigo Bajo Alto Unidad de Medida

Femenino 19426 Leptina 3.6 72.4 ng/mlL
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6.4 Analisis estadistico y manejo de datos

Los datos que presentaron una distribucién normal fueron presentados como media (des-
viacioén estandar), los datos con distribucion logaritmica normal fueron presentados como
media geométrica (95% intervalo de confianza). Los datos para los ciclos de manera indis-
tinta para FIV e ICSI fueron analizados y agrupados de acuerdo a su indice de masa corpo-

ral segun los 3 grupos expresados en hojas anteriores.

Se utilizaron modelos lineales para evaluar la asociacion lineal entre los grupos de indice de
masa corporal y las variables continuas. En estos andlisis, se incluyeron a la edad y a la
causa de infertilidad como covariables, para poder asi examinar el efecto independiente del
indice de masa corporal. Se utilizé la prueba de chi cuadrada (X2) para tendencial lineal

para evaluar la asociacion entre los grupos de masa corporal y las variables.

El ajuste de los modelos logisticos fue evaluado mediante la prueba Hosmer-Lemeshow.
Los indices acumulados de nacimientos vivos fueron calculados con la prueba Kaplan-
Meier, y fueron comparados con los 3 diferentes grupos la prueba de rango logaritmica

para esa tendencia.
Se utiliz6 el paquete estadistico JMP 10 (S.A.S. Institute 2012, Carolina del Norte, USA)
6.4.1 Variables estadisticas

Variables Generales

Variable Tipo de variable Valor normal
Edad Otrdinal 21-40 afios
Indice de masa corporal Ordinal 20 - 25
Causa de esterilidad Nominal

Afos de esterilidad Ordinal Mis de 1 afio
Numero de ciclo Ordinal

Evaluacion Basal

Variable Tipo de variable Valor normal
Ovario derecho (#foliculos) Otrdinal

Ovario izquierdo (#foliculos) Otrdinal

Endometrio basal Ordinal

Estradiol basal Ordinal

Leptina sérica basal Ordinal 3.6 — 72-4 ng/ml
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Medicamentos

Variable

Tipo de variable

Cetrorelix (Dosis)

Cetrorelix (Total ampolletas)
Cetrorelix (Total costo/ciclo)
FSHr (Dosis)

FSHr (Total ampolletas)
FSHr (Dias tratamiento)
FSHr (Total costo/ciclo)
HMG (Dosis)

HMG (Total ampolletas)
HMG (Dias tratamiento)
HMG (Total costo/ciclo)

Ordinal
Ordinal
Ordinal
Ordinal
Ordinal
Ordinal
Ordinal
Ordinal
Ordinal
Ordinal
Ordinal

Dia 5 de estimulacion

Variable

Tipo de variable

Opvatrio derecho (Foliculos)
Ovario izquierdo (Foliculos)
Endometrio

Estradiol

Ordinal
Ordinal
Ordinal
Ordinal

Dia 8 de estimulacion

Variable

Tipo de variable

Opvario derecho (Foliculos)
Ovario izquierdo (Foliculos)
Endometrio

Estradiol

Ordinal
Ordinal
Ordinal
Ordinal

Dia 13 de estimulacion

Variable

Tipo de variable

Opvario derecho (Foliculos)
Ovario izquierdo (Foliculos)
Endometrio

Estradiol

Ordinal
Ordinal
Ordinal
Ordinal
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Puncion folicular

Variable Tipo de variable
Estradiol Ordinal
Foliculos aspirados Ordinal

Laboratorio de gametos

Variable

Tipo de variable

Ovocitos obtenidos Ordinal

Ovocitos fecundados Ordinal

Ovocitos oscuros Ordinal

Ovocitos expandidos Ordinal

Embarazo

Variable Tipo de variable Valor normal
Fraccién beta HCG (12-15) Otdinal > 5
Diagnéstico por USG (LCF) Nominal Presente / Ausente
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7 Presentacion de resultados

Se generaron tablas que resumieron los resultados de la estadistica descriptiva, e inferen-

cial.
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8 Consideraciones éticas

El estudio fue planeado conforme a las normas técnicas y éticas del reglamento de investi-
gacion cientifica en seres humanos de la Ley General de Salud de la Republica Mexicana.
El estudio tuvo un caracter meramente observacional y no intervencionista, por éste moti-
vo no se introdujo farmaco de investigaciéon alguno que no fuere previamente aprobado
tanto por la FDA (Federal drugs Administration), el Ministerio de Sanidad y Consumo de
Espafia, as{ como por la SS (Secretarfa de Salud de la Republica Mexicana), cumpliendo asi

con la normatividad de ambos paises.
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9 Resultados

Se estudi6 a un total de 88 pacientes, con una edad promedio de 32.3 afios con una desvia-
cién estandar de 5.7 afios, con una mediana de 3 afos de infertilidad. L.a mayorfa acudieron
con un solo intento de reproduccion asistida con un rango de 1 a 6 intentos previos. De
éstas 88 pacientes en una se realizaron cuatro ciclos y en un paciente tres ciclos, dando un

total de 94 ciclos.

Se obtuvieron y aspiraron de manera global un promedio de 17 foliculos, obteniendo asi
una mediana de 14.5 ovocitos y fecundandose una mediana de 9, se reporta mediana debi-
do a la distribucién de los resultados por sesgo de algunos valores. De estos 94 ciclos, se
obtuvo embarazo visible con latido cardiaco presente en 53 casos (56.4%), con una media-
na de 1 sacos embrionarios, cuyo rango siempre fue limitado a un maximo de 3 embriones

transferidos
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Tabla 3 Medidas de tendencia central de las variables del estudio

Variable

Medida de tendencia central (Dispersion)

Edad

IMC

Afos de esterilidad
Numero de ciclo
Foliculos antrales
Leptina sérica basal
Foliculos Ovarios (dfa 5)
Estradiol (dfa 5)
Foliculos Ovario (dfa 7)
Endometrio (dia 7)
Estradiol (dia 7)
Estradiol (disparo HCG)
Leptina Folicular
Foliculos aspirados
Ovocitos obtenidos
Ovocitos fecundados
Ovocitos oscuros
Ovocitos expandidos

B HCG

LCF en USG (+)

Sacos gestacionales

323 (5.7)¢
234 (4.4

3(3,1-14)p

1(1,1-6p

14 (10, 0 - 50)>

41 (45,05 — 43.9)b

17.5 (11,2 - 55)b

536.5 (532.7, 29.4 — 1869)P
19 (11.25,2 — 65)

8.45 (2.2, 4.8 — 13.7)
1065.5 (1269.8 113 — 5242)°
2768 (2467.5, 350 — 9339)b
12.0 (12.8, 0.5 — 75.0)b

17 (13,0 - 75)>

14.5 (11.5,0 - 73)
9(9.5,0 - 36)P
4(43,0-13)p

7(9,0 - 30)

30 (187.5, 0 — 623.0)

53 (56.4%)¢

1(2,0-3)p

*media (desviacién estindar); P mediana (rango intercuartil, minimo-méximo); ¢ nimero de casos (%)

La distribucion por las causas de esterilidad de las pacientes se puede apreciar en la tabla 4.

Tabla 4. Frecuencias de causas de esterilidad (incluyendo al grupo

“donadoras”)

Estrato de edad

Numero de casos (%)

Factor endécrino-ovarico
Factor tubérico

Factor uterino

Factor masculino

Factor desconocido

Endometriosis I y II (AFS)

Sindrome de ovarios poliquisticos

Donadora

7 (7%)
16 (17%)
3 (3%)
11 (12%)
5 (5%)
16 (17%)
13 (14%)
23 (24%)

Total

94 (100%)



En este estudio manejamos la variable indice de masa corporal de dos formas: cuantitativa
y cualitativa, segun el tipo de analisis estadistico que se utilizan. Si observamos en la figura
2, la distribucién del indice de masa corporal en las 87 pacientes y sus 94 ciclos estudiados,
es evidente que la mayorfa de las pacientes fluctué entre un indice de masa corporal de 18 y

30, dejando algunos casos extremos en sentido bajo y alto. IMC 16, 32, 34 y 38)

Media (desviacion estandar): 23.4 (4.4)

Figura 2 Distribuciéon de indice de masa corporal en los 94 ciclos estu-
diados

Como se puede ver en la tabla 5, las pacientes fueron divididas segun su indice de masa
corporal, resultando dicha distribuciéon en tercios. Este estudio interpreta a las mujeres del-
gadas como aquellas con un indice de masa corporal inferior a 20, de conformidad con los

lineamientos tradicionales de nutrilogos. (63)

Tabla 5. Frecuencias de las pacientes agrupadas por indice de masa

corporal
Estrato de edad Nuamero de casos (%)
Delgadas (<20) 33 (35%)
Normales (20-25) 31 (33%)
Sobtrepeso/Obesas (>25) 30 (32%)
Total 94 (100%)
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Al igual que el indice de masa corporal, la variable edad, también fue manejada como cuan-
titativa o cualitativa. La edad fue dividida en cinco estratos a las pacientes sometidas a FIV-

TE, quedando como a continuacion se observa en la tabla 6.

Tabla 6 Frecuencias de las pacientes por grupos de edad

Estrato de edad Numero de casos (%o)
<25 12 (13%)
25-29a 13 (14%)
30-34a 37 (39%)
35-39a 25 (27%)
>40" 7 (%)
Total 94 (100%)

En la figura 3 se presenta el grafico de la matriz de correlacion entre las variables edad,
IMC, leptina basal y recuento de foliculos antrales. En este analisis las variables edad, IMC
y leptina basal estan tratadas como cuantitativas. La correlacion fue evaluada por el p de
Spearman, debido a la incompatibilidad con el modelo normal de todas estas cuatro varia-
bles evaluadas por la prueba de bondad de ajuste de Shapiro-Wilk al nivel de p<0.05. La
variable edad presentd correlacion positiva con IMC (p=0.53, p<0.0001) y con el recuento
de foliculos se correlacioné negativamente (p=-0.58, p<0.0001), mientras que entre IMC y
el recuento de foliculos se observé una correlacion negativa (p=-0.30, p=0.0029). Por lo
que toca a la leptina basal con el nimero de foliculos basales, se observé una correlacion
negativa. Como se pudo observar, todas estas correlaciones fueron muy altamente significa-

tivas.
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Figura 3 Correlacion entre edad, IMC, leptina basal y recuento de foliculos antrales

Para determinar la asociacion entre la edad y causas de esterilidad se realizé un analisis de
regresion logistica siendo la variable dependiente las causas de esterilidad y la variable inde-
pendiente, edad. En la figura 4 se presenta el resultado en forma grafica. El modelo fue
altamente significativo (p<0.0001) en el cual se observé lo siguiente: la probabilidad de
presentar sindrome de ovarios poliquisticos y esterilidad por causa desconocida resulté ser
mayor en pacientes jovenes, en contraste con el factor enddcrino-ovarico y tubarico, los
cuales se presentaron en pacientes de mayor edad. La probabilidad de tener como causa de
esterilidad los factores masculino, uterino y endometriosis no presenté asociacion con la

edad de la paciente.
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Figura 4 Probabilidad de causas de esterilidad asociada a la edad, excluyendo al
grupo “donadoras”

Regresion logistica: grado de libertad=6; x>=27.8; p=0.0001

La grafica representa el resultado del analisis de regresion logistica. En el lado dere-
cho de la grafica se indica las categorias de los factores de esterilidad, dividiendo la
probabilidad total en areas correspondientes para cada categoria en forma global.
Las curvas indican el cambio de las probabilidades correspondientes para cada ca-
tegorfa asocidndose con la edad. Ej. Al introducir una linea vertical cortando en
27.5 afios de edad, se observa que la probabilidad de esterilidad correspondientes al
grupo de factor desconocido y al grupo de sindrome de ovarios poliquisticos es
mayor, mientras que para factor uterino y tubarico son practicamente nulas; Al in-
troducir el corte vertical a los 40 afios, las categorias a las que corresponden mayor
probabilidad son factor endécrino-ovarico y factor tubdrico, siendo nulas ahora
tanto para sindrome de ovarios poliquisticos, como para esterilidad por factor des-
conocido.

Si la comparacién anterior la llevamos al promedio de edad, el analisis de varianza de un
factor presenta significancia estadistica (p<<0.0001). Segun observamos en la figura 5, el
promedio para las pacientes donadoras fue mucho menor que los demas grupos. Enfocan-
donos en los grupos no donadores vemos que el grupo enddcrino-ovarico es significativa-
mente mayor al de endometriosis, factor masculino, sindrome de ovarios poliquisticos y al
de esterilidad de causa desconocida, mientras que el promedio de edad del factor tubarico

es significativamente mayor que al del grupo de esterilidad por causa desconocida (Tabla 7).
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43.22; p<0.0001

ANOVA: F
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Tabla 7 Comparacion entre el promedio de edad y causas de esterilidad por el analisis de varianza
con el procedimiento de comparacion multiple de Tukey-Kramer HSD

Causa de esterilidad 1;:2:22 Ed&()ién *e)dia mfizsg ilr: %iiey
HSD**

Endécrino-ovarico 7 39.1 (1.3) a

Factor tubarico 16 36.4 (3.4) ab
Endometriosis 16 34.8 (2.6) bc

Factor uterino 3 34.3 (3.1) abc

Factor Masculino 11 343 (2.2) bc
Sindrome de Ovarios Poliquisticos 13 33.2 (3.0 be
Factor Desconocido 5 31.8 (3.8) c
Donadora 23 24.0 (2.7) d

*D.E: desviacién estandar
**Los grupos que no comparten la misma letra son diferentes al nivel de a.<0.05

Se determiné la asociacion entre el indice de masa corporal para cada grupo de causa de
esterilidad, para lo cual se realizé un analisis de regresion logistica siendo la variable depen-
diente las causas de esterilidad y la variable independiente el indice de masa corporal. En la
figura 6 se presenta el resultado en forma grafica. El modelo fue estadisticamente significa-
tivo (p=0.0247). Veremos que los grupos sindrome de ovarios poliquisticos y enddcrino-
ovarico presentaron un aumento gradual de probabilidad al incrementar el indice de masa
corporal, mientras que el grupo endometriosis se observa con mayor probabilidad en muje-
res delgadas y conforme aumenta el IMC éste disminuye. Los grupos factor masculino,
factor uterino, factor desconocido y factor tubarico, no tuvieron una asociacion significati-

va con el indice de masa corporal.

45



1.00
Sindrome de Ovarios Poliquisticos

).75 4 Endécrino-ovarico
a n
<
=}
T Endometriésis
w
o
1 ).50 4 -
w
2 Factor Masculino
(%)
o) -
Py Factor Desconocido

).25 [Factor uterino

Factor tubarico
).00 T T T T
15 20 25 30 35 40
I.M.C.

Figura 7 Probabilidad de causas de esterilidad asociada al IMC, exclu-
yendo al grupo “donadoras”

Regresion logistica: grado de libertad=6; (2=14.5; p=0.0247

La grafica representa el resultado del analisis de regresion logistica.
En el lado derecho de la grafica se indica las categorias de los facto-
res de esterilidad, dividiendo la probabilidad total en areas corres-
pondientes para cada categoria en forma global. Las curvas indican
el cambio de las probabilidades correspondientes para cada catego-
rfa asociandose con el IMC. Ej. Al introducir una linea vertical cor-
tando en 27.5 afios de edad, se observa que la probabilidad de este-
rilidad se asocia mayormente en las mujeres delgadas al grupo de
pacientes con endometriosis y secundariamente para el grupo de
esterilidad por causa desconocida; Al introducir el corte vertical en
mujeres con IMC mayor de 35, las categorias a las que correspon-
den mayor probabilidad son las pacientes con sindrome de ovarios
poliquisticos y factor endécrino-oviarico.

Al comparar los promedios de IMC entre los grupos estudiados, el analisis de varianza de
un factor presento significancia estadistica (p<<0.0001). Observamos que el promedio para
las pacientes donadoras es significativamente menor en comparacion a los grupos endo-
crino-ovarico, ovarios poliquisticos y tubarico. El grupo endécrino-ovarico es significati-

vamente mayor que el grupo denominado endometriosis (Figura 7, Tabla 8).
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Figura 8 Comparaciéon de los promedios de IMC entre las causas de esterilidad

ANOVA: Razén de F=6.69; p<0.0001
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Tabla 8 Comparacion entre el promedio de IMC y causas de esterilidad por el analisis de varianza
con el procedimiento de la comparacion multiple de Tukey-Kramer HSD

Causa de esterilidad ?:::(r;: IM@C):'E :;i ia Coiiﬁiiisfﬁglgﬁple

Endécrino-ovarico 7 28.3 (3.8) a
Sindrome de Ovarios Poliquisticos 13 26.3 (5.5) ab
Factor tubarico 3 249 (3.1) ab

Factor Masculino 11 23.8 (3.5) abc

Factor Uterino 3 23.5 (4.1) abc

Factor Desconocido 5 22.6 (2.4) abc
Endometriosis 16 22.4 (4.4) bc
Donadora 23 19.8 (2.1) ¢

*D.E: desviacién estandar
**Los grupos que no comparten la misma letra son diferentes al nivel de a.<0.05

Al comparar los promedios de recuento de foliculos basales entre los grupos estudiados, el
analisis de varianza de un factor presentd significancia estadistica (p<<0.0001). Observamos
que el promedio para las pacientes donadoras es significativamente mayor en comparacion
a los grupos endometriosis, tubarico, masculino, uterino y enddcrino-ovarico. El grupo de
sindrome de ovarios poliquisticos es significativamente mayor que los grupos endomettio-

sis, tubdrico, masculino, y enddcrino-ovarico (Figura 8, Tabla 9).
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Figura 9 Comparacién de los promedios de recuento de foliculos basales entre las

causas de esterilidad

8.47; p<0.0001

ANOVA: Razén de F

49



Tabla 9 Comparacion entre el promedio del recuento de foliculos basales y causas de esterilidad por
el analisis de varianza con el procedimiento de comparaciéon multiple de Tukey-Kramer HSD

N Némero Nuamero de foh’cg— Cgmparacién
Causa de esterilidad de casos los antrales: media ~ multiple de Tukey
D.EX*) HSD**
Donadora 23 219 (5.4) a
Sindrome de Ovarios Poliquisticos 13 20.1 (10.3) ab
Factor Desconocido 5 14.4 (5.0) abc
Endometriosis 16 12.4 (4.2 c
Factor tubarico 16 11.8 (6.1) c
Factor Masculino 11 11.5 (5.7) c
Factor uterino 3 9.0 (1.0) be
Endécrino-oviarico 7 8.3 (4.4 c

*D.E: desviacion estandar

**Los grupos que no comparten la misma letra son diferentes al nivel de a.<0.05

En la figura 9, se expone la evaluacion de la relacion entre la edad y el recuento de foliculos

antrales por medio del modelo de regresion lineal simple, mismo que fue muy altamente

significativo (p<0.0001) y cuyo coeficiente de regresion fue de -0.7438, es decir que a

mayor edad, menor nimero de foliculos basales. Por cada afio se espera una reduccién de

0.7 foliculos y por cada 10 afios la reduccion serfa de alrededor de 7 foliculos.
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Figura 10 Analisis de regresion lineal simple: edad y recuento folicular basal

Linear Fit
O FOLICULOS ANTRALES(Basal)=239.290018- 0.743828*EDAD
Summary of Fit
RSquare 0303712
RSquare Adj 0296144
RootMean Square Error 6.48011
Mean of Response 15.26596
Observations (or Sum Wots) 94
Analysis of Variance
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Ratio
Madel 1 16851027 168510 401293
Error 92 3B63.2483 4199 Prob>F
C. Total 93 5548351 =.0001*

Parameter Estimates

Term Estimate Std Error tRatio Prob>|[t]
Intercept 39290019 3850858 1020 =0001*
EDAD -0.743828 011742 -633 =<0001*

En la figura 10, se expone la evaluacion entre el indice de masa corporal y el nimero de
foliculos basales por medio del modelo de regresion lineal simple, el cual también resultd
estadisticamente  significativo (p<<0.0162). El coeficiente de regresion de la variable IMC
fue de -0.4353, es decir que a mayor IMC, menor nimero de foliculos basales. Por cada
unidad de indice de masa corporal, se espera una reduccion de 0.4 foliculos y por cada 10

unidades de la misma variable la reduccién seria de alrededor de 4 foliculos.
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Figura 11 Analisis de regresion lineal simple: indice de masa corporal y
recuento folicular basal

NI )

Linear Fit
O FOLICULOS ANTRALES(Basal) =25.443255-0.4353152"'IM.C

Summary of Fit

RSquare 0.061221

RSquare Adj 0.051017

RootMean Square Error 7524363

Mean of Response 15.26596

Observations (or Sum Wats) 94

Analysis of Variance

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Ratio

Model 1 339.6759 339676 59996

Error 92 5208.6752 56.616 Prob>F

C.Total 93 55483511 0.0162"

Parameter Estimates
Term

IMC

Estimate Std Error tRatio Prob>|t|
Intercept 25.443255 4226846
-0.435315 0177722

6.02 <0001
-245 0.0162*

En la figura 11 se presenta la asociacion entre los grupos categorizados de indice de masa

corporal con los factores y causas de esterilidad. El analisis de correspondencia permite

obsetrvar que existe una asociacion entre las mujetes categotizadas como sobrepeso/obesas

con los factores enddcrino-ovarico y el grupo de sindrome de ovarios poliquisticos,
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mientras que las mujeres con peso normal se asocian mayormente con factor uterino,
masculino y desconocido. Se puede apreciar que la categoria de mujeres delgadas esta
fuertemente asociada con mujeres donadoras de ovocitos (A). Debido a que en ésta
asociacion en nuestro centro las pacientes donadoras fueron jévenes y coincidentenemente
delgadas, por tanto tan fuerte como para poder enmascarar otras categorias de factores y
causas de esterilidad, asi como las categorfas de IMC, se llevd a cabo 6tro analisis de
correpondencia en donde se excluyeron al grupo donadoras ovocitos (B). En este analisis
mantienen la asociacién las categotias sobrepeso/obesas con enddctino-ovarico y sindrome
de ovarios poliquisticos, y la de IMC normal con los factores con factor uterino, masculino

y desconocido, sin embargo, ahora se observa asociacion de la categoria IMC delgada con

endomettriosis.
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Figura 12 Asociacién entre grupos categorizados de IMC y causas de esterilidad por analisis de corres-
pondencia: A. Analisis con mujeres donadoras de ovocitos; B. Analisis sin donadoras de ovocitos

Se construyeron modelos de regresion lineal multiple para evaluar el efecto de la dosis de
HMG con el nimero de foliculos aspirados y el nimero de ovocitos obtenidos, ajustados
por las variables que potencialmente pudieran influir, las cuales fueron: edad; IMC; folicu-
los antrales; leptina basal; leptina folicular y el grosor de endometrio al dfa 7. Lo mismo fue
evaluado valorando el resultado final de la presencia de latido cardiaco fetal por medio del
modelo de regresion logistica multiple. El analisis fue realizado primeramente incluyendo

todas las mujeres y posteriormente excluyendo los casos con ovocitos donados.
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De estos analisis fueron excluidas dos pacientes que presentaron valores muy alejados de
las demas: una de ellas con el numero de foliculos antrales muy grande (50 foliculos) y otra
con el valor de leptina basal muy baja (0.5), las cuales bajan drasticamente el ajuste de todos
los modelos probados, de modo que los analisis que incluyen las mujeres donadoras de
ovocitos consisten en 92 casos, mientras que los analisis sin estas mujeres incluyen 69 ca-
sos. Para obtener los modelos se utilizé el procedimiento de selecciéon de variables deno-
minado Stepwise combinado de atrds y adelante, estableciendo como criterio para incluir
variable en el modelo: P<0.20 y excluir la variable del modelo: P>1.0. Se consider6 la in-

clusion al modelo términos de interaccién entre cualquier par de dos variables.

Previo a cada analisis multivariable, se llevé a cabo la determinacion de la asociaciéon por
separado de las potenciales variables explicativas para cada una de las variables de desenla-
ce (“numero de foliculos aspirados”, “numero de ovocitos obtenidos” y “latido cardiaco
fetal”), de manera separada en todos los casos (Tabla 10) y excluyendo a las mujeres dona-
doras de ovocitos (Tabla 11). Se presenta el resultado de la comparacién de los promedios
del nimero de foliculos basales entre las pacientes que presentan diferentes causas de este-
rilidad, mediante los analisis estadisticos de analisis de varianza (para determinar si hay dife-
rencia global entre los grupos) y después mediante comparacion multiple de Tukey-Kramer

HSD (para determinar en cual par de grupos se encuentra la diferencia).
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Tabla 10 Comparacion entre el promedio de recuento de foliculos basales y causas de esterilidad por
el analisis de varianza con el procedimiento de la comparacion multiple de Tukey-Kramer HSD

Estimador de coeficiente de

Variables o Error estdndar Valordet  Valordep
regresion
HMG dosis total 0.0001 0.0014 0.03 0.973
Edad -1.2395 0.1813 -6.84 <0.001
I.M.C. -1.0532 0.2686 -3.92 0.002
Foliculos antrales 1.1429 0.1432 7.98 <0.001
Leptina basal -0.4060 0.1370 -2.96 0.004
Endometrio dia 7 -0.1445 0.7099 -0.20 0.839
Leptina folicular -0.1646 0.1321 -1.25 0.216
Donadora -9.2101 1.1143 -8.27 <0.001
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Tabla 11 Asociacién por separado entre variables condicionantes de mujeres bajo estimulaciéon con
HMG y el nimero de foliculos aspirados excluyendo las mujeres donadoras de ovocitos (n=69)

Estimador de coeficiente de

Variables » Error estandar Valor de t Valor de p
regresion
HMG dosis total -0.0017 0.0010 -1.76 0.084
Edad -0.4392 0.2842 -1.55 0.127
I.M.C. -0.2613 0.2166 -1.21 0.2319
Foliculos antrales 0.4569 0.1598 2.86 0.006
Leptina basal -0.1457 0.0954 -1.53 0.131
Endometrio dia 7 -0.0515 0.5709 -0.09 0.929
Leptina folicular 0.0523 0.1010 0.52 0.606

Se evalu6 primeramente el efecto de HMG en el aumento del nimero de foliculos aspira-
dos, ajustado por las covariables: edad; IMC; foliculos antrales; leptina basal; endometrio
dia 7; leptina folicular; y donadora. Por Stepwise se obtuvo un modelo estadisticamente

significativo sin falta de ajuste (Tabla 12).
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Tabla 12 Los términos que constituyen el modelo de regresion lineal multiple que evalua el efecto
ajustados de del efecto de HMG dosis total en el nimero de foliculos aspirados con las mujeres

donadoras de ovocitos (n=92)

Estimador de coeficiente

Términos del modelo . Error estandar Razén det P
de regresion
Intercepto 2.7560 5.1397 0.54 0.5930
HMG dosis total 0.0004 0.0011 0.41 0.6840
Foliculos antrales 0.9729 0.1789 5.44 0.0000
Leptina basal -0.0637 0.1064 -0.60 0.5510
Leptina folicular 0.2337 0.1020 2.29 0.0240
Donadora -3.2092 1.5102 -2.13 0.0370
HMG dosis to- 0.0003 0.0001 1.90 0.0600
tal*Foliculos antrales
Foliculos antra- -0.5202 0.1890 2.75 0.0070
les*Donadora
. * .
Leptina basal*Leptina -0.0181 0.0072 -2.50 0.0140
folicular

Razdn de F para el modelo total = 1067.6; p<0.001; R ajustado=0.59

En el modelo se observan efectos significativos de la interaccion de HMG dosis to-

tal*Foliculos antrales, Foliculos antrales*Donadora, Leptina basal*Leptina folicular, asi

como efectos principales de las variables Foliculos antrales, Leptina folicular y de Donado-

ra. Sin embargo, el efecto principal de HMG no fue significativo. La interpretacion de las

interacciones se presenta en la figura 12.
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Figura 13 Interacciones observadas en el modelo obtenido para evaluar el efecto ajustado de
HMG en el numero de foliculos aspirados en el analisis que incluye los casos de mujeres
donadoras de ovocitos (n=92)

El nimero de foliculos aspirados depende considerablemente del numero de foliculos an-
trales, sin embargo, el efecto de este ultimo presenta una diferencia importante entre los
casos de mujeres donadoras con los otros grupos. En las mujeres donadoras, el aumento
en el numero de foliculos antrales eleva drasticamente el numero de foliculos aspirados,
mientras que esta tendencia se atenda mucho en las mujeres no donadoras de ovocitos.

Ademis, en las mujeres donadoras de ovocitos la dosis total elevada de HMG maximiza el
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namero de foliculos aspirados por contar con foliculos antrales abundantes, pero en las
mujeres no donadoras de ovocitos la dosis total de HMG no repercute en el aumento del

numero de foliculos aspirados.

En la tabla 13 presentan los términos que constituyen el modelo que evalaa el efecto ajus-
tado de HMG sobre el nimero de foliculos aspirados excluyendo a las mujeres donadoras
de ovocitos. En el modelo se observaron los efectos de interaccion significativos entre la
dosis total de HMG*Foliculos antrales y de Leptina basal*Leptina folicular. HMG dosis
total no presentd el efecto principal, mientras que Foliculos antrales y Leptina folicular si
fueron los factores que presentaron los efectos principales. La interpretacion de las inter-
acciones se presenta en la figura 13. Cuando las variables toman valores cercanos al pro-
medio, HMG no presenta ningun efecto, sin embargo, si la paciente presenta un recuento
alto de foliculos antrales, al aumentar la dosis total de HMG aumenta el numero de folicu-
los aspirados, el cual no sucede si la paciente presenta el numero reducido de foliculos an-
trales. En los casos con niveles de leptina basal relativamente elevados, aun teniendo re-
cuento folicular alto, no se espera que el nimero de foliculos aspirados sea elevado, sin
embargo, aumentando la dosis de HMG, es posible obtener una respuesta favorable.

Tabla 13 Los términos que constituyen el modelo de regresion lineal multiple que evalua el efecto

ajustados de del efecto de HMG dosis total en el numero de foliculos aspirados sin las mujeres do-
nadoras de ovocitos (n=69)

P Estimador de coeficien- , ,
Términos del modelo _, Error estandar Razén det P
te de regresion

Intercepto 7.9507 4.8813 1.63 0.108
HMG dosis total 0.0002 0.0011 0.21 0.836
Foliculos antrales 0.4912 0.1867 2.63 0.011
Leptina basal -0.0803 0.0940 -0.85 0.396
Leptina folicular 0.2248 0.1095 2.05 0.044
g:eralz‘;’Sis total*Foliculos 0.0004 0.0002 2.34 0.022
Leptina basal*Leptina folicular -0.0194 0.0072 -2.68 0.009

Razén de F para el modelo total = 1067.6; p<0.001; R ajustado=0.59
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d. Dosis total de HMG alto en casos con leptina basal relativamente alto y foliculos
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Figura 14 Interacciones observadas en el modelo obtenido para evaluar el efecto ajustado de
HMG en el nimero de foliculos aspirados en el analisis sin mujeres donadoras de ovocitos

(n=69)

Se evalud el efecto del aumento del estradiol durante la estimulacién ovarica controlada

con HCG (entre el dia 5 y el dia del disparo) sobre la cantidad de foliculos obtenidos ajus-

tado por el IMC y el nivel de leptina tanto basal como folicular, mediante el uso del modelo
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de regresion lineal maltiple, efectuando la transformacion de todas las variables para ate-

nuar la asimetria fuerte de las variables.

Como se observa en la Figura 14, el aumento del nivel de estradiol se asocia con el aumen-
to en el nimero de foliculos aspirados. Aunque el modelo incluye dos términos de interac-
cion (“IMC*Nivel de leptina folicular” y “Nivel basal de leptina* Nivel de leptina folicular),
se presentd el efecto principal del aumento del estradiol, independientemente de dichas
interacciones, junto con otro factor principal estadisticamente significativo del nivel de
leptina basal, asociandose inversamente con el numero de foliculos aspirados. Con respecto
a las interacciones, en las mujeres con IMC alto, la elevacion del nivel de leptina folicular
aumenta el numero de foliculos aspirados y en las mujeres con niveles basales de leptina
bajos, la elevacion del nivel de leptina folicular se asocia con el mayor nimero de foliculos
aspirados, los cuales son resultados opuestos a los esperados, sin embargo, al limitar los
rangos de los valores que pueden tomar estas variables en nuestro datos, estas tendencias

dejan de presentarse.
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Figura 15 Interacciones observadas en el modelo de regresion lineal multiple obtenido para evaluar
el efecto ajustado de foliculos obtenidos en estimulacion ovarica controlada en la presencia de au-
mento de los niveles de estradiol en dia 5 y al dia de la puncién, ajustado por las variables I.M.C.,
leptina basal y leptina intra-folicular (n=94)

A continuacioén, en la figura 15 se presenta la correlacion entre los niveles de leptina basa,

folicular y estradiol de los dfas 5y 7 con el numero de foliculos aspirados. Se observa una

correlacion fuerte entre los niveles de estradiol del dia 5 y del dia 7 (+r=0.75, p<<0.001) y una
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correlacién positiva entre los valores de leptina basal y leptina folicular débil pero no des-
preciable. (+=0.27, p=0.008). Con respecto a los niveles de leptina, inicamente los de lep-
tina basal presentaron una correlacién con el nimero de foliculos aspirados (r=-0.27,
p=0.01). Con respecto a los niveles de estradiol, inicamente los niveles de estradiol del dia

7 presentaron correlacion con el nimero de foliculos aspirados (r=0.21, p=0.045).
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Figura 16 Correlacion entre foliculos aspirados con niveles de leptina basal, leptina folicular, estra-
diol dia 5 y estradiol dia 7
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Para determinar el efecto de leptina basal, folicular, estradiol del dia 5 y estradiol del dia 7
sobre el nimero de foliculos aspirados, se construyé un modelo de regresion lineal multi-
ple. Por medio del procedimiento de seleccién de variables stepwise se obtuvo un modelo
que consiste en el efecto principal de leptina basal, estradiol dia 7 y leptina folicular, asi
como los efectos de interaccion de leptina basal y leptina folicular por un lado y leptina

folicular con estradiol del dfa 7 por otro. (Tabla 14)

Tabla 14 Coeficiente de regresiéon del modelo donde el numero de foliculos aspirados es la variable
dependiente y la leptina basal, Leptina folicular, Estradiol dia 5 y Estradiol dia 7 son las variables
independientes

Coeficiente de regresic')n1 Coeficiente de regresic')n2 P*
Leptina basal -0.2931 (0.1255) -0.3066 (0.1462) 0.022
Estradiol dia 7 0.0032 (0.0031) 0.0010 (0.0012) 0.003
Leptina folicular 0.0588 (0.1107) 0.0664 (0.1289) 0.596
Leptina basal*folicular -0.0185 (0.0083) -0.0262 (0.0096) 0.028
Leptina folicular*Estradiol dia 7 -0.0003 (0.0001) -0.0005 (0.0001) 0.008

Coeficiente de regresidn y su error estandar del modelo con la variable dependiente “nimero de foliculos
aspirados” cruda.

Coeficiente de regresion y su error estandar del modelo con la variable dependiente “nimero de foliculos
aspirados” con la transformacién de Box-Cox.

«
El valor de P es del modelo con transformacién de Box-Cox, sin embargo, entre los dos modelos no hubo
discrepancia en la interpretacion de la significancia estadistica, donde se reconocié como significativo al nivel
de 0<0.05 para el efecto principal y a<0.15 para el efecto de interaccion.

La interpretacion de las interacciones encontradas en el mismo modelo son las siguientes:
(figura 16): Si la paciente presenta valores de leptina basal promedio, el cambio en valores
de leptina folicular no repercute sobre la cantidad de foliculos obtenidos, sin embargo, si se
presentan niveles basales de leptina elevados, la elevacion de la leptina folicular se asocia
con una disminucién en el ndmero de foliculos aspirados esperados. (b); si los niveles de

leptina folicular fuera promedio, el aumento en los niveles de estradiol se traduce en un
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aumento en el numero de foliculos obtenidos, en contraste con que si tenemos valores de
leptina folicular elevados, la elevacion del nivel de estradiol en el dia 7 resulta irrelevante en

términos de elevacién del numero de foliculos aspirados.

a. Las tres variables en el valor de la media
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¢. La interaccidn que se presentaentre los valores de estradiol dia 7 v leptina folicular
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Figura 17 Interacciones observadas entre nivel de leptina basal y folicular, y el nivel de estradiol dia 7
y leptina folicular sobre la variable dependiente niimero de foliculos aspirados

Entre las variables IMC, leptina basal y leptina folicular, se encontré una correlacion positi-
va medianamente importante (figura 17): Entre IMC y leptina basal se observé una correla-
cién positiva medianamente fuerte (r=0.34, p<0.001); Entre IMC y leptina folicular, asi
como entre leptina basal y leptina folicular se observaron correlaciones positivas menos
marcadas que la anteriormente descrita. (r=0.30, p=0.003; r=0.27, p=0.008, respectivamen-

te).
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Scatterplot Matrix
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Figura 18 Correlacion entre IMC y valores de leptina basal y leptina folicular

Al construir el modelo de regresion lineal multiple para evaluar el efecto de las variables
Leptina basal, Leptina folicular, Estradiol disparo e interaccién de todas estas variables por me-
dio del procedimiento de stepwise hacia atrds, se obtuvo un modelo constituido con las
variables Leptina basal, 1eptina folicular, Estradiol del dia del disparo y la interaccion de Leptina
basal y Leptina folicular (Tabla 15), siendo no significativa la variable Estradio/ dia 5. De
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acuerdo con este modelo, el nivel de leptina basal presenta el efecto de reducir el nimero
de foliculos aspirados, sin embargo, este efecto cambia de acuerdo con el nivel de leptina
folicular: mientras mayor sea el nivel de leptina folicular el efecto de leptina basal para re-
ducir el nimero de foliculo aspirado, resulta no tener importancia. El efecto del estradiol
el dia del disparo es independiente de los niveles de leptina, siendo mayor el nimero de
foliculos aspirados si los niveles de estradiol el dia del disparo son altos, mientras que el
nivel de estradiol dia 5 no presentd un efecto significativo estadisticamente (Figura 18).

Tabla 15 Modelo de regresion lineal multiple obtenido por el procedimiento de seleccion de variables szegpwise

hacia atras, iniciando por el modelo constituido por Leptina basal, Leptina folicular, Estradiol disparo e interaccién
triple de todas las variables

Estimador de

coeficiente de regre- Error estandar Razén de t Valor de P

sién
Intercepto 2.37 0.14 17.15 <0.001
Leptina basal -0.02 0.01 -2.39 0.019
Leptina folicular 0.02 0.07 2.84 0.006
Estradiol disparo 0.0002 0.00003 6.07 <0.001
Leptina basal

-0.001 0.0004 -2.24 0.028

*Leptina folicular

El modelo global fue estadisticamente significativo (p<0.001, R cuadrado=0.39)
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Figura 19 Efecto de la interaccion entre las variable Leptina basal y Leptina folicular sobre el nimero de ovo-
citos fecundados y el efecto principal de estradiol disparo

Para determinar la influencia del IMC sobre la leptina folicular siendo covariable el nivel de
leptina basal, se construyé un modelo de regresion lineal multiple (Tabla 16). Tanto los
valores de IMC como los de leptina basal fueron significativos y ademas la interaccién en-

tre estas dos variables se present6 de manera estadisticamente significativa.
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Tabla 16 Coeficiente de regresion del modelo donde el nivel de leptina folicular es la variable depen-
diente y el IMC es independiente, siendo los valores de leptina basal covariable.

Coeficientederegresién1 Coeficientederegresién2 P*
I.M.C. 0.6122 (0.2668) 0.5759 (0.2004) 0.005
Leptina basal 0.4087 (0.1455) 0.2827 (0.1093) 0.011
I.M.C.*Leptina -0.0862 (0.0333) -0.0660 (0.0250) 0.010

basal

Coeficiente de regresion y su error estandar del modelo con la variable dependiente “leptina folicular”
cruda.

Coeficiente de regresidn y su error estandar del modelo con la variable dependiente “leptina folicular”
con la transformacion de Box-Cox.

.

El valor de P es del modelo con transformacion de Box-Cox, sin embargo, entre los dos modelos no
hubo discrepancia en la interpretacidn de la significancia estadistica, donde se reconocié como significa-
tivo al nivel de 0<0.05 para el efecto principal y a<0.15 para el efecto de interaccién.

La influencia del IMC sobre los niveles de leptina folicular cambia dependiendo de los ni-
veles basales de leptina: En las pacientes en quienes se presenta valores de leptina basal
promedio, la elevacion en el IMC se asocia con una elevacion en los niveles de leptina foli-
cular, mientras que en los casos en los que los niveles de leptina basal fueran elevados, el

IMC deja de tener un efecto sobre los niveles de leptina folicular. (Figura 19)

a, Lainteraccion que se presenta entre el IMC vy leptina basal
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Figura 20 Interaccién entre IMC y valores de leptina basal sobre los niveles de leptina folicular
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Se evalué el efecto de HMG sobre el numero de ovocitos obtenidos tanto con el modelo
con casos de mujeres donadoras como con el modelo sin éstas. En la tabla 17 se presentan
las asociaciones por separado entre las variables condicionantes de mujeres bajo estimula-
ciéon con HMG vy el nimero de ovocitos obtenidos incluyendo al grupo de mujeres dona-
doras de ovocitos. HMG no presenta asociacion alguna con la variable de desenlace nime-
ro de ovocitos obtenidos. En éste sentido, las variables Edad, IMC, Foliculos antrales y
Donadora presentaron una asociacion muy altamente significativa y la asociaciéon Leptina
basal en menor nivel alcanzé a ser estadisticamente significativa. El grosor endometrial
evaluado al dia 7, asi como los valores de leptina folicular no se asociaron significativamen-
te con el nimero de ovocitos obtenidos. Al limitar el analisis en las mujeres sin recibir ovo-
citos donados, ninguna variable presentdé a asociaciéon estadisticamente significativa en
forma separada, salvo Foliculos antrales con la que se observa una asociaciéon marginalmen-

te significativa.
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Tabla 17 Asociacion por separado entre variables condicionantes de mujeres bajo estimulaciéon con
HMG y el nimero de ovocitos obtenidos incluyendo las mujeres donadoras de ovocitos (n=92)

. Estimador de coeficiente ,
Variables L, Error estandar Valor de t Valor de p
de regresion

HMG dosis total 0.0002 0.0013 0.16 0.873
Edad -0.9369 0.1731 -5.41 <0.001
I.M.C. -0.8317 0.2439 -3.41 0.001
Foliculos antrales 0.9199 0.1358 6.77 <0.001
Leptina basal -0.2675 0.1248 -2.14 0.035
Endometrio dia 7 -0.2631 0.6326 -0.42 0.679
Leptina folicular -0.1534 0.1177 -1.30 0.196
Donadora -7.3188 1.0685 -6.85 <0.001

Al construir un modelo de regresion lineal multiple, siendo la variable dependiente el nu-
mero de ovocitos obtenidos y aplicando Stepwise con el mismo procedimiento realizado en
los analisis anteriores para las mismas ocho variables, la edad y el IMC dejaron de presentar
la asociacion y la variable leptina basal perdio su significancia de efecto principal, pero pre-
sentando el efecto significativo de la interaccion con Leptina folicular. En este modelo la
variable dosis total de HMG no present6 ni efecto principal ni de interacciéon en el modelo.
En la figura 20 se observa la interaccién de Leptina basal*Leptina folicular sobre el nimero

de ovocitos obtenidos, y efectos principales de otras variables.
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a. Casos sin donacion de ovocitos
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c. HMG de dosis alto en casos con donacion de ovocitos y foliculos antrales abundantes, y
ademas, las dos mediciones de leptina elevadas

S+ - .
Sazenn 3 . _.---f Il P it : -
BRI, aad oo | e i, 5 r//,i
2T Sod =i !_/_f-”" g -
|:|- E -
L ¥ 1 1 ¥ TP TP R T R P TFTRTRTITRTR 1 1 ¥ 1 1 L] 1
LR ] TN TR TR LA T — A — O — = ol
=2 2 2 ' - L B = Mt R w = M Fmow e
= = =
= MW
3345 29 405 462 '
HMGOT FOLICANT LEPTBasal LEPTFok Donadora

d. HMG de dosis alto en casos con donacidn de ovocitos y foliculos antrales abundantes, y
ademas, las dos mediciones de leptina bajas

50 - .
E3sa12 407, ~emraos s | e e | e ) .
Sooare {5 ; e o
51?34]’3] 104 i
07 !
1 T i i i"f T P LT RO N RO AT RO RTRT BT RT O T "I TR "L "T°" T T
Sa8888 B B N S &8 s aaoassaaess = —
I~ — N = 9 T - 4 o = e o o Wy
= — I — N —
e
TE45 11.25 1375 1
HMODT FOLICANT LEFTBasal LEFTF Donadors

Figura 21 Interacciones observadas en el modelo obtenido para evaluar el efecto ajustado de HMG
en el namero de ovocitos obtenidos en el analisis que incluye los casos de mujeres donadoras de

ovocitos (n=92)

Al mantener en los niveles de promedio todas las variables, por cambiar del grupo no do-
nadoras al grupo donadoras, el valor del nimero esperado de ovocitos obtenidos se eleva
de 15.8 a 25.8. Con respecto a la interaccién de leptina basal*leptina folicular se observa
que las mujeres con niveles elevados de leptina en ambas mediciones (basal y folicular), el

nimero esperado de ovocitos obtenidos presenta valores bajos, en contraste con otras si-
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tuaciones, tales como, basal alto y folicular bajo, basal bajo y folicular alto, 6 ambas bajas,
no presentaron diferencia entre si con respecto al nimero esperado de ovocitos obtenidos.
En éste sentido, ocurre una diferencia de alrededor de 20 ovocitos obtenidos en sentido
negativo si ambas leptinas se encuentran elevadas; Independientemente de otras condicio-
nes, las mujeres con mayor numero de foliculos antrales, presentaron mayor cantidad de
ovocitos obtenidos, aumentando en una relacion de 5 ovocitos obtenidos por cada 10 fo-

liculos basales.

El resultado del andlisis restringido al grupo de mujeres sin donadoras se presenta en la
Tabla 18. El valor de P de la variable Foliculos antrales se redujo ligeramente, y esta varia-
ble presentd la asociacion marginalmente significativa con la variable nimeros de ovocitos
obtenidos al analizar separadamente, por el ajuste alcanzoé al nivel significativo estadistica-
mente. En este modelo, ademas, se encontraron dos interacciones significativas: HMG

dosis total*Foliculos antrales y Leptina basal*Leptina folicular.

Tabla 18 Asociaciéon por separado entre variables condicionantes de mujeres bajo estimulacién con
HMG y el nimero de ovocitos obtenidos excluyendo las mujeres donadoras de ovocitos (n=69)

) Estimador de coefi- ,
Variables . ., Error estandar Valordet Valor de p
ciente de regresion

HMG dosis total -0.0010 0.0009 -1.14 0.257
Edad -0.1218 0.2632 -0.84 0.402
I.M.C. -0.1809 0.1991 -0.91 0.367
Foliculos antrales 0.2906 0.1508 1.93 0.058
Leptina basal -0.0531 0.0889 -0.60 0.550
Endometrio dia 7 -0.0020 0.5224 -0.00 0.997
Leptina folicular -0.0296 0.0925 -0.32 0.750
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La interpretacion se presenta en forma grafica en la Figura 21. La interaccion entre Leptina
basal*Leptina folicular presenta el efecto observado en el modelo anterior: al combinar los
niveles altos de leptina en las dos mediciones el nimero esperado de ovocitos obtenidos se
reduce alrededor de 10 ante otras combinaciones de niveles de leptina. En la interaccién de
HMG dosis total*Foliculos antrales y Leptina basal*Leptina folicular se observa que una
mujer que presenta un numero muy reducido de foliculos antrales, la dosis total de HMG
no influirda mayormente para aumentar el nimero de ovocitos obtenidos, mientras que una
mujer con mayor numero de foliculos basales, presentara una asociaciéon directa entre la

dosis de HMG y la mayor cantidad de ovocitos obtenidos.
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a. Las dos mediciones de leptina elevadas
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b. Leptina basal alta y leptina folicular baja
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Figura 22 Interacciones observadas en el modelo obtenido para evaluar el efecto ajustado de
HMG en el namero de ovocitos obtenidos en el analisis sin mujeres donadoras de ovocitos

(n=69)

Al construir el modelo de regresion lineal multiple para evaluar el efecto de las variables

IMC, Leptina folicular, Estradiol dia 5 e interacciéon de todas estas variables por medio del

procedimiento de stepwise hacia atras, se obtuvo un modelo constituido por las variables

IMC, Leptina folicular y la interaccién de estas dos (tabla 1), siendo no significativa la va-

riable Estradiol dfa 5 (Tabla 19). De acuerdo con este modelo, el efecto de IMC para la

fecundacion es diferente entre las mujeres con el nivel de leptina folicular bajo y alto: si el
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nivel de leptina folicular es bajo (<20), mientras menor sea el IMC mayor sera el numero

de ovocito fecundado; en caso de que el nivel de leptina folicular es alta (>20), la asocia-

cion entre IMC y nimero de ovocito fecundado deja de ser significativo estadisticamente

(Figura 22).

Tabla 19 Modelo de regresion lineal multiple obtenido por el procedimiento de seleccion de variables
stepwise hacia atras, iniciando por el modelo completo constituido por IMC, Leptina folicular, Estra-

diol dia 5 e interaccion de todas estas variables

Estimador de

cn:;:ri::ifnde ﬁf.;w[gar Razondet \ValordeP
Intercepto 2510 4.35 577 <0.001
iMC -0.61 0.19 -3.12 0.002
Leptina folicular 0.02 0.07 0.22 0.826
IMC*Leptina folicular 0.04 0.02 2.14 0.035

El modelo global fue estadisticamente significativo (p=0.004, R cuadrado=0.14)
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Figura 23 Interaccion entre las variable IMC y Leptina folicular sobre el nimero de ovocitos fecundados
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Se analizé6 la influencia de los valores de leptina folicular, IMC, estradiol en el del disparo y
sus interacciones sobre el numero de ovocitos fecundados. Se obtuvo un modelo con nivel
de significancia muy elevada por medio del procedimiento de stepwise con el uso de Crite-
rio de Informaciéon Akaike como referencia de la seleccion de variables. El efecto de la
interaccion entre leptina folicular y estradiol del disparo, asi como el efecto principal estra-
diol del dfa del disparo fue significativo; el efecto de IMC fue marginalmente significativo.
El efecto per sé de leptina folicular no fue significativo. El perfil de interaccién puede in-
terpretarse de la siguiente forma: en las mujeres con niveles de leptina folicular baja, un
valor elevado de estradiol se asocia con aumento en el numero de ovocitos fecundados,
pero si los niveles de leptina folicular eran elevados, entonces el valor de estradiol deja de
ser relevante. El aumento en el IMC influye reduciendo el nimero de ovocitos fecundados,

independientemente del comportamiento de otras variables. (Tabla 20 y figura 23)

Tabla 20 Coeficientes de regresion estimado de las variables leptina folicular, IMC, E2 y sus interac-
ciones para la variable dependiente niimero de ovocitos fecundados

Coeficiente de regresion P
(error estandar)

Leptina folicular 0.038 (0.065) 0.502
IMC -0.352 (0.187) 0.072
E2 (disparo) 0.002 (0.0004) 0.001
Leptina folicular*E2 -0.0001 (0.00005) 0.056

Modelo total: Razén de F=10.66; P<0.001; R2=0.34

La significancia estadistica del modelo completo y de cada uno de los términos que constituyen el modelo esta
determinada por la aplicacidn de transformacion de Box-Cox para satisfacer el supuesto de normalidad.
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Figura 24 Perfil de interaccion en el modelo que representa la influencia de leptina folicular, IMC,
estradiol disparado y sus interacciones sobre el nimero de ovocitos obtenidos
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En la tabla 21, se muestra una matriz de correlacion entre las variables que potencialmente
influyen en él éxito de embarazo. Se muestra con un asterisco el nivel de significancia en
cuanto a su correlaciéon. Como se puede observar en la matriz, casi todas las variables pre-
sentan correlacion estadisticamente significativa con la edad, con IMC y con la cantidad de

foliculos antrales.

Tabla 21 Matriz de correlacién de Spearman entre las variables incluyendo a los grupos de factor de
esterilidad y calidad ovocitaria
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Se analizé la influencia de los valores de leptina basal, folicular y su interacciéon sobre la
cantidad y la calidad de los ovocitos obtenidos. Como se puede ver en las tablas 22-24,
unicamente se obtuvo el modelo estadisticamente significativo para la cantidad de ovocitos
obtenidos, pero no asi para ovocitos oscuros ni para ovocitos expandidos. En el modelo
significativo (tabla 22) donde la variable dependiente es la cantidad de ovocitos obtenidos,
la interaccion de leptina basal y folicular fue significativa. Si el nivel de leptina basal es bajo,
los niveles de leptina folicular resultan irrelevantes para efectos de producciéon de ovocitos,
pero si los niveles basales de leptina son altos, entonces cualquier elevacion en los niveles
de leptina folicular presentan un efecto deletéreo sobre la cantidad de ovocitos obtenidos.

Tabla 22 Coeficiente de regresion estimado de las variables leptina basal, leptina folicular y sus in-
teracciones para la variable dependiente ovocitos obtenidos.

Coeficiente de regresion P
(error estandar)

Leptina basal -0.281 (0.142) 0.038
Leptina folicular 0.298 (0.107) 0.054
Leptina basal*folicular -0.023 (0.009) 0.051

Modelo total: Razén de F=4.12; P=0.009

La significancia estadistica del modelo completo y de cada uno de los términos que constituyen el modelo esta
determinada por la aplicacidn de transformacién de Box-Cox para satisfacer el supuesto de normalidad.

Tabla 23 Coeficiente de regresion estimado de las variables leptina basal, leptina folicular y sus in-
teracciones para la variable dependiente ovocitos oscuros.

Coeficiente de regresion P
(error estandar)

Leptina basal -0.058 (0.040) 0.088
Leptina folicular -0.008 (0.030) 0.971
Leptina basal*folicular -0.003 (0.003) 0.314
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Modelo total: Razén de F=1.99; P=0.121

La significancia estadistica del modelo completo y de cada uno de los términos que constituyen el modelo esta
determinada por la aplicacidn de transformacion de Box-Cox para satisfacer el supuesto de normalidad.

Tabla 24 Coeficiente de regresion estimado de las variables leptina basal, leptina folicular y sus in-
teracciones para la variable dependiente ovocitos expandidos

Coeficiente de regresion P
Leptina basal -0.025 (0.083) 0.780
Leptina folicular -0.050 (0.063) 0.542
Leptina basal*folicular <0.001 (0.006) 0.792

Modelo total: Razén de F=0.18; P=0.907

La significancia estadistica del modelo completo y de cada uno de los términos que constituyen el modelo esta
determinada por la aplicacion de transformacién de Box-Cox para satisfacer el supuesto de normalidad.

Se obtuvo el modelo significativo para determinar la influencia de leptina basal, folicular e
IMC vy la interaccion entre estas variables siendo la variable dependiente el nimero de célu-
las contabilizadas al tercer dia post-fecundacion (p=0.010). Como se observa en la tabla 25
y figura 25, el efecto principal de IMC e interaccion de leptina basal y folicular fueron signi-
ficativos mientras que el efecto principal de leptina basal y leptina folicular no lo fueron.
Cuando los niveles basales de leptina fueron bajos, los niveles de leptina folicular resultaron
ser irrelevantes, sin embargo cuando se observan niveles de leptina basal altos, la elevacion
en la leptina folicular se asocia con mayor cantidad de células al dia 3. Con respecto al IMC,
se asocia de manera negativa con el nimero de células, es decir, al aumentar éste, se espera

una reduccion en el nimero de células, independientemente de otras variables.
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Tabla 25 Coeficiente de regresion estimado de las variables leptina basal, leptina folicular, I.M.C. y sus interac-
ciones para la variable dependiente nimero de células en embriones de dia 3 post-fecundacién.

Coeficiente de regresion P
Leptina basal -0.003 (0.014) 0.808
Leptina folicular 0.012 (0.010) 0.243
I.M.C. -0.062 (0.001) 0.028
Leptina basal*folicular 0.002 (0.006) 0.792

Modelo total: Razén de F=3.54; P=0.010
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Figura 25 Perfil de interaccién en el modelo que representa la influencia de leptina basal, folicular, IMC y sus
inter-acciones sobre el numero de células obtenidas en embriones del dia 3.

Se analiz6 el efecto de leptina basal, leptina folicular, IMC y sus interacciones sobre el por-
centaje de fragmentacion de las células embrionarias en dia 3, (Tabla 26) sin embargo no se

encontré ninguna asociacion.
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Tabla 26 Coeficiente de regresion estimado de las variables leptina basal, leptina folicular, .M.C. y sus interac-
ciones para la variable dependiente porcentaje de fragmentacién celular embrionaria en dia 3 post-fecundacion.

Coeficiente de regresion P
Leptina basal 0.023 (0.059) 0.697
Leptina folicular -0.007 (0.045) 0.882
I.M.C. 0.018 (0.120) 0.884

Modelo total: Razén de F=0.08; P=0.973. Ninguna interaccion fue significativa

Se establecieron variables categoricas para calidad embrionaria, de acuerdo con criterios de
ASEBIR de valoracién morfoldgica de oocitos, embriones tempranos y blastocistos huma-
nos (nimero de células embrionarias al dia 3 post-fecundaciéon = 8 y con fragmentacion <
10%) y se buscé asociacion con todas las variables estudiadas, sin embargo no se encontréd

asociacion alguna.

Una vez obtenidos los ovocitos, se analiz6 la asociacion entre el porcentaje y el nimero
absoluto de ovocitos oscuros y expandidos con la presencia de latido cardiaco fetal. Como
podemos apreciar en la tabla 27 ni el porcentaje ni el nimero absoluto de ovocitos oscuros

presentd una asociacion, en contraste, con el nimero absoluto de ovocitos expandidos, el

cual si fue significativo (Razén de momios 12.26 [IC95%: 1.52-133.52], p=0.016).

Tabla 27 La asociacion del porcentaje y nimero de ovocitos oscuros y de expandidos con la presencia de
latido cardiaco fetal (n=92)

Razdn de momios

Términos del modelo (IC 95%) P
Porcentaje de ovocitos oscuros 0.54 (0.09-3.28) 0.506
Porcentaje de ovocitos expandidos 2.58(0.21-37.80) 0.460
Numero de ovocitos oscuros 1.08(0.95-1.23) 0.272
Numero de ovocitos expandidos 12.26(1.52-133.52) 0.016

Andlisis de regresion logistica. El valor de p se determina de acuerdo con %2 calculado por razén de verosimilitud
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Se analizaron las asociaciones entre la variable dosis total de HMG y otras como: edad,
IMC, foliculos antrales, leptina basal, endometrio dia 7, leptina folicular y Donadora con la
variable de desenlace presencia de latido cardiaco fetal. Las variables, dosis total de HMG,
Leptina basal y Endometrio dia 7 no presentaron una asociacion significativa, mientras que

todas las demas variables se asociaron significativamente (Tabla 28).

Tabla 28 Asociaciéon por separado entre variables condicionantes de mujeres bajo estimulacién con
HMG y presencia de latido cardiaco fetal incluyendo las mujeres donadoras de ovocitos (n=92)

. Razén de momios 2
Variables ) X P
(Intervalo de confianza de 95%)

HMG dosis total 1.00 (1.00-1.00) 0.21 0.645
Edad 0.91 (0.83-0.98) 5.88 0.015
IMC 0.86 (0.77-0.95) 8.27 0.004
Foliculos antrales 1.07 (1.00-1.14) 3.94 0.047
Leptina basal 0.96 (0.91-1.01) 231 0.128
Endometrio dia 7 0.97 (0.77-1.22) 0.09 0.765
Leptina folicular 0.95 (0.91-1.00) 3.81 0.051
Donadora 5.18 (1.74-19.29) 7.50 0.006

La prueba de Ward con la aproximacién de X2 cong.l.=1

Al excluir del analisis a las mujeres donadoras de ovocitos (Tabla 29), todas las variables

dejaron de ser significativas.
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Tabla 29 Asociacion por separado entre variables condicionantes de mujeres bajo estimulaciéon con
presencia de latido cardiaco fetal excluyendo las mujeres donadoras de ovocitos (n=69)

Razén de momios

Variables (Intervalo de confianza de 95%) x P
HMG dosis total 1.00 (1.00-1.00) 0.14 0.707
Edad 0.93 (0.80-1.08) 0.82 0.364
IMC 0.92 (0.81-1.03) 2.15 0.142
Foliculos antrales 1.00 (0.92-1.09) 0.01 0.917
Leptina basal 0.98 (0.94-1.04) 0.31 0.579
Endometrio dia 7 1.12(0.84-1.51) 0.62 0.433
Leptina folicular 0.97 (0.91-1.02) 1.50 0.220

La interpretacion se presenta en la Figura 26. En este modelo, en donde se incluye al uni-
verso total de mujeres sean o no donadoras, al aumentar el grosor endometrial del dia 7, se
eleva la probabilidad de encontrar latido cardiaco fetal, como se puede apreciar en el sub-
grupo ¢, mientras que en los casos con donaciéon de ovocitos, por tanto mujeres receptoras,
paradojicamente, a menor grosor de endometrio al dfa 7 se asocia con la probabilidad ma-
yor de latido cardiaco fetal. En el grupo de las mujeres excluyendo a donadoras, la condi-
cién que optimiza la probabilidad de presentar latido cardiaco fetal es Endometrio dia 7
mayor e IMC baja. En el grupo de casos con ovocitos donados Endometrio dia 7 menor e

IMC baja optimiza la condicioén reproductiva.
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Figura 26 Interacciones observadas en el modelo obtenido para evaluar el efecto ajustado de HMG
en la presencia de latido cardiaco en el analisis de regresion logistica multiple que incluye los casos

de mujeres donadoras de ovocitos (n=92)
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En la Figura 27, excluyendo ahora a las mujeres del grupo donadoras, se aprecia la siguiente
interaccion: Entre mujeres con IMC bajo y alto la influencia del nimero de foliculos antra-
les es diferente. En las mujeres con bajo IMC el aumento de foliculos antrales se asocia con
la elevacion muy importante de la probabilidad de encontrar latido cardiaco fetal, mientras
que en las mujeres con mayor IMC el aumento de nimero de foliculos antrales no repercu-
te en aumentar la probabilidad de esta variable de desenlace. En ambos casos, sin embargo,
el aumento de la dosis de HMG se asocia muy fuertemente con la presencia de latido car-

diaco fetal.

Entre las mujeres con leptina folicular alta y baja, la asociacion de la dosis total de HMG y
la probabilidad de presentar latido cardiaco es diferente. En las mujeres que presentan nive-
les de leptina folicular alto, el aumento de dosis de HMG no repercute en la elevacion de
la probabilidad de obtener latido cardiaco fetal, y de manera contrastante, en mujeres con
nivel bajo de leptina folicular, mientras mayor sea la dosis de HMG, mayor sera la probabi-

lidad de presentar latido cardiaco fetal.
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a. Foliculos antrales mayores y leptina folicular baja en mujeres con IMC normal
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Figura 27 Interacciones observadas en el modelo obtenido para evaluar el efecto ajustado de
HMG en la presencia de latido cardiaco en el analisis de regresion logistica multiple que ex-
cluyendo los casos de mujeres donadoras de ovocitos (n=69)

Retomando los resultados obtenidos anteriormente, pero ahora prestando atencién a los
ovocitos expandidos, tal como se aprecia en la figura 28, se puede observar una asociacion

significativa entre los ovocitos expandidos y la presencia final de latido cardiaco fetal en
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pacientes donadoras estimuladas con HMG. Para las demas variables, obtenidas por anali-
sis de regresion maltiple por Stepwise tales como, IMC, foliculos aspirados, incluyendo al
grupo de pacientes no donadoras, el hecho de tener ovocitos oscuros o expandidos, no

resulté estadisticamente significativa.

a. Ndmero reducido de ovocitos expandidos en el grupo de pacientes no donadoras
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Figura 28 Interacciones observadas en el modelo de regresion logistica multiple obtenido para eva-
luar el efecto ajustado de HMG en la presencia de latido cardiaco fetal ajustado por las variables
IL.M.C,, foliculos aspirados, numero de ovocitos expandidos y donadora (n=92)
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10Discusion

Si bien tanto el sobrepeso, como la leptina son factores que ya han sido estudiados por
separado por diferentes autores y quienes han demostrado su influencia en reproduccion,
se decidi6 evaluar la influencia de ambos factores pero ahora en cuanto a la estimulacion
ovarica controlada en reproduccion asistida. Son varios los estudios en donde se ha demos-
trado que en las mujeres con sobrepeso se obtienen menor cantidad de ovocitos a pesar de
requerir mayores dosis de gonadotropinas, junto con una elevada tasa de abortos. El pre-
sente estudio corrobord lo anteriormente expuesto, toda vez que las pacientes con sobre-

peso presentaron menores tasas de embarazo que las mujeres con peso normal y las muje-

res delgadas. (64)

Es conveniente aclarar que en el momento de la elaboracion del estudio, se tomaron como
valores de indice de masa corporal a los que habfan utilizado los nutriblogos de manera
tradicional, aunque en la actualidad y en particular desde 2007, l]a OMS ha replanteado y
modificado discretamente algunos valores, en particular en lo que concierne a las pacientes
consideradas delgadas, llevandolas del antiguo limite inferior de 20 al de 18. (63) El grueso

de las pacientes oscil6 en un indice de masa corporal entre 18 y 30.

Debido a que el proposito del estudio era el evaluar la influencia de la leptina y el IMC, se
dividié en grupos de estudio a las diferentes pacientes, de acuerdo con su diagnostico de
factor de esterilidad. Es importante hacer notar que no todos los factores tienen una reper-
cusion sobre la ovulacion de las pacientes y su calidad ovocitaria, por lo tanto no es lo
mismo el estatus hormonal de las pacientes con factor endécrino-ovarico que el de las pa-
cientes con factor tubarico o el de factor masculino. En este sentido, resulta de interés
mencionar que se incluy6 el grupo de pacientes donadoras, el cual por fortuna resulté ser el
de mayor numero de casos, con un 24%, lo cual presupuso que estas pacientes al ser selec-

cionadas para fines reproductivos, estaban sanas.

Unicamente el 7% de las pacientes presentaron como diagnéstico de infertilidad factor

endocrino-ovarico, diagnéstico que por su misma naturaleza pudo haber afectado la pro-
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duccién ovocitaria y por ende las tasas de embarazo, no obstante el 93% restante fueron
encasilladas dentro de otros factores o grupos que permitieron que los resultados del estu-

dio no se vieran influenciados.

La edad, sin duda es una variable importante como pronéstico de factibilidad de embarazo
debido al mayor conteo ovocitario de los ovarios de una mujer joven, en contraste con una
mujer de mas de 37 anos de edad. Como es de esperarse, la mayorfa de las pacientes (66%),
resultaron las ubicadas entre los 30 y los 39 afios de edad, debido a que es en esta década
en la que las pacientes suelen acudir a este tipo de servicios reproductivos por diferentes
razones tales como retardo en el inicio de su vida reproductiva, enfermedad reproductiva

per se o bien por segundas nupcias posterior a método anticonceptivo quirirgico previo.

En los resultados se expuso la asociacion entre las causas de esterilidad y la edad. Para éste
fin excluimos al grupo de “donadoras” ya que éste grupo se presume que son pacientes
sanas y jovenes, captadas en el filtro de seleccion de las mismas. En el grupo de sindrome
de ovarios poliquisticos, mas de tres cuartas partes de las pacientes correspondié a mujeres
menores de 35 anos de edad; Las mujeres con falla ovarica légicamente se ven agrupadas
en aquellas con mas de 37 afos de edad. Los factores masculino, uterino y desconocido son
indistintos en términos de edad, en contraste el factor tubarico, el cual se aprecia mas en las
mujeres por encima de los 30 afios de edad, explicable por dos factores: uno, por el retraso
en el inicio de la vida reproductiva de las mujeres incorporadas a la vida laboral; y dos, por
aquellas pacientes en segundas nupcias que se habian realizado una oclusién tubarica bilate-

ral. (Figura 4)

Resulta natural lo observado en la figura 3, 8 y la tabla 7; Hay una clara correlacion directa
entre la edad y el recuento de foliculos basales, debido a que la reserva folicular en los ova-
rios de una mujer joven es sin duda mayor que el de una mujer de mayor edad. El aumento
del IMC se correlaciond con la edad en el estudio sin encontrar una causa clara en éste sen-

tido.

También relacionado con la edad, en el estudio se observé que la probabilidad de presentar
sindrome de ovarios poliquisticos y esterilidad por causa desconocida ocurre mas en muje-
res jovenes que en mujeres de mas edad. En las pacientes de mayor edad se observé mayor
posibilidad de presentar esterilidad por factor endécrino-ovarico y tubarico, explicable tan-

to por el agotamiento del recuento folicular, como por obstruccion tubarica por anteceden-
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tes de oclusion tubarica bilateral. En cuanto al promedio de edad y las causas de esterilidad,
como se observa en la figura 5, se constata el hecho de que el grupo denominado donado-
ras fue el de menor edad, debido a que las pacientes jovenes son las que habitualmente son

seleccionadas para éstos fines.

Sobre el IMC, en los resultados se demuestra como en la medida en la que se incrementa el
mismo, aumenta también la probabilidad de que una paciente presente ovarios poliquisti-
cos y/o factor endéerino ovarico. Vrbikova y Hainer (65) en un interesante articulo hacen
referencia a la relaciéon IMC-Sindrome de ovarios poliquisticos en un 30-70% en donde a
juicio de las autoras, es primordial el componente androgénico, como causante del sindro-
me y que un factor prondstico importante es el aumento de peso en conjunciéon con el au-
mento de edad como prondstico de poliquistosis ovarica en el futuro, independientemente
que se ha identificado al FTO (gen asociado a la obesidad) e intolerancia a la glucosa y/o
hiperinsulinemia y resistencia a la insulina. En éste sentido, el aumento en ambos rubros
podtia, aunque sea de una manera no tan sélida, explicar la esterilidad de varias de las pa-
cientes estudiadas. En referencia a las pacientes con factor endécrino-ovarico, en opinion
de Grodstein ef a/ (60) , en un estudio con un abordaje similar al nuestro en 597 mujeres,
concluyé que las pacientes que presentaron disfuncién ovulatoria fueron las del grupo de-
nominadas obesas y que en las pacientes con IMC normal y bajo la disfuncién se eleva en
una menor proporcion. Grodstein menciona que la citada disfunciéon se relaciona con una
disminucién en la capacidad de unién del estrégeno con las proteinas de unién de hormo-

nas sexuales.

Esta claro, de acuerdo a los resultados obtenidos, como a lo reportado en la literatura, que

a menor edad y a menor IMC mayor cantidad de foliculos basales.

Existe una asociacién entre las mujeres con IMC aumentado con el factor de reproduccion
endécrino-ovarico y el grupo con ovarios poliquisticos, esto en concordancia con lo repor-
tado en la literatura. No es de extrafar que las mujeres con un IMC bajo, asocien a las pa-

cientes donadoras, toda vez que se trata de pacientes jovenes en su mayotia.

Indiscutiblemente, las pacientes jévenes donadoras representan la mayor proporcion en el
grupo estudiado por lo anteriormente explicado, pero entre todas las otras, vemos que el
factor enddcrino-ovarico, seguido del tubarico se ven maés frecuentemente mientras mas

edad presentan las pacientes. (Figura 5 y Tabla 7). Es de llamar la atencién, como mientras
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menor es el indice de masa corporal, mas se observé la presencia de endometriosis y por lo
contrario, éste disminuye mientras mas indice de masa corporal presenta. Estos hallazgos

que coinciden con los reportados por Ferrero et al en Génova, Italia. (67)

Volviendo con el recuento de foliculos basales, no es de extrafiar que el grupo de pacientes
donadoras presente un mayor conteo en comparacion con los demas grupos, dado a que
las pacientes donadoras usualmente son mujeres jovenes, al igual que el grupo de pacientes
con ovarios poliquisticos por la misma naturaleza de ésta condicién. El estudio demuestra
como a mayor edad, menor cantidad de foliculos basales, encontrando una reduccién ma-
gra de 7 foliculos por cada 10 anos de edad transcurridos y por lo que respecta a la relacién
indice de masa corporal versus nimero de foliculos basales, se encontré una diferencia
significativa en la cual por cada unidad de indice de masa, ocurrird una reducciéon de unos 4
foliculos basales, lo cual es consistente con las menores tasas de embarazo en las pacientes

con sobtrepeso/obesas.

Si bien las mujeres obesas presentaron una asociaciéon con poliquistosis ovarica, por el con-
trario, las mujeres delgadas se asociaron mas con factor uterino, masculino y desconocido,
excluyendo al grupo de donadoras, debido al sesgo que lo seleccionado de éste grupo po-

dria hacer.

Otro de los objetivos fue el evaluar la influencia de la leptina y del IMC sobre la respuesta
ovarica a la estimulacién ovarica controlada, la cual en la mayoria de los ciclos se realizo
con menotropinas urinarias purificadas (HMG). Para éste proposito se construyeron mo-
delos de regresion multiple para evaluar el efecto de la dosis de HMG con el nimero de
foliculos aspirados y los ovocitos obtenidos, ajustados por las variables IMC, foliculos an-
trales, niveles séricos y foliculares de leptina y el grosor endometrial al dia 7, analizando a
todas las mujeres y posteriormente excluyendo los casos con ovocitos donados. Sobre todo
al analizar el éxito en términos de frecuencia cardiaca fetal, toda vez que se trataba de pa-

cientes receptoras no estimuladas con HMG.

En éste modelo de correlacion se vuelve a demostrar como definitivamente la respuesta va
en razon directa al numero de foliculos antrales, existiendo una obvia diferencia entre el
grupo de las mujeres donadoras de ovocitos, en las cuales la dosis de HMG esta relaciona-
da directamente con el numero de foliculos estimulados; En cambio, en el resto de las pa-

cientes, la dosis de HMG no tiene repercusion en la produccién folicular. Mas aun, las
94



concentraciones de leptina elevadas, reducen el numero de foliculos estimulados indistin-
tamente del nimero del recuento de foliculos antrales previos; el aumento de la dosis de

HMG, en estas pacientes aumenta la seleccion folicular.

Mas especificamente, se determiné la asociacién del numero de foliculos aspirados con las
concentraciones de estradiol sérico al dia cinco de estimulacién y al dia de disparo folicular,
asi como con la leptina sérica basal e intrafolicular mediante un modelo de regresion lineal
multiple en donde resultd, que en las pacientes delgadas ocurrié una mejor respuesta ovari-
ca observandose un aumento en la cantidad de foliculos aspirados y en concordancia con
una elevacion en las cifras de estradiol entre el dia 5 y el dia del disparo con independencia
de los niveles de leptina. En el grupo de las pacientes obesas, ocurrié que a mayor cantidad
de leptina intrafolicular, y sin guardar una relacion estadistica con niveles de leptina sérica,
se observo una clara disminucién en la cantidad de foliculos obtenidos y aspirados; sin em-
bargo, si los niveles de estradiol el dia del disparo fueron elevados, la cantidad de foliculos
fue mayor, resultando irrelevante los niveles de ésta hormona el dia 5 del ciclo, lo cual ha-
bla de una adecuada accién de las menotropinas durante la estimulacion ovarica controlada.
No es de extranar que en las pacientes obesas ocurriera un aumento en la cantidad de fo-
liculos si los niveles de estradiol se elevaron adecuadamente, de hecho Geber y cols (68)
estudiaron la interaccion estradiol — leptina y concluyen que ambos interactuan de manera
positiva, actuando el estradiol como pistén sobre la elevacion de leptina, pero teniendo
definitivamente una mayor accion el estradiol persé sobre la produccion folicular y en obvia

relacién con los niveles de FSH 6 menotropinas.

Sobre la cantidad de ovocitos fecundados, resulté que mientras menor sean los niveles de
leptina folicular, se traduce en un mayor nimero de ovocitos fecundados, especialmente si
las concentraciones séricas de estradiol al dia del disparo fueron elevadas. En el caso del
IMC, sucede lo mismo aunque de manera marginal, mientras mayor sea el IMC, menor
cantidad de ovocitos fecundados habran. De Placido et al (69) coinciden con éstos hallaz-
gos e incluso sugieren que los valores de leptina folicular son mas importante como valor

predictivo de fertilizacion in vitro que la medicién del tamafio folicular.

La dosis de HMG no demosttrd afectar directamente la cantidad, o calidad de los ovocitos
obtenidos tanto en el grupo de pacientes donadoras como en el resto de las pacientes. Es-

to hace sentido, ya que la obtencién ovocitaria deriva supuestamente de la cantidad de
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ovocitos primarios que de manera intrinseca tiene cada paciente. No obstante la premisa
anterior, las variables edad, indice de masa corporal, el grupo donadoras y en menor escala
la concentracién de leptina basal si presentaron una asociacion, sin embargo al aplicar un
analisis de regresion multiple, se observa que a mayor concentraciéon de leptina sérica y
folicular, menor fue la cantidad de ovocitos obtenidos. Analizando el grupo, restringiendo
a las donadoras, resulté en una reducciéon de unos 10 ovocitos si las pacientes presentaron
concentraciones séricas y foliculares de leptina por encima de 72.4 ng/ml. Loh y colabora-
dores (70) coinciden con lo presentado en éste estudio en el sentido de que para ellos un
IMC alterado en resulté en una respuesta ovarica ineficiente, aumentando el niumero de
cancelaciones, pero que una vez regulando la estimulacién aumentando la dosis de
FSH/HMG entonces tanto la produccién folicular como ovocitatia mejoran en perspecti-

va.

Sobre la calidad ovocitaria, tenemos una coincidencia sobre lo ya conocido. Los ovocitos
expandidos utilizados para la fecundacion in vitro, versus los ovocitos oscuros arrojaron un
potcentaje absoluto mayor de embarazos exitosos (12.26%), expresados en latido cardiaco
fetal. Es oportuno sefalar que no unicamente el grado de maduracién ovocitaria y su cali-
dad son necesariamente las unicas condiciones que permitiran la fecundacion; Testart y
cols (71) demuestran como la calidad del semen es igualmente importante, coinciden con
que los ovocitos expandidos presentaron una fecundacién mas exitosa (87.0 vs 58.3%,
p<0.02). La condicién del semen para fines de éste punto en particular no fue evaluado,
pero sin duda es un punto relevante. Los resultados obtenidos en relacién al éxito de fe-
cundacion y de latido cardiaco sobre si los ovocitos eran oscuros o expandidos y las demas

variables no tuvieron una asociacion clara.

El presente estudio evalué la calidad embrionaria, resulta atil mencionar que Anifandis y
cols (72) en Grecia, en un estudio en 100 pacientes, evaluaron la calidad embrionaria con
las concentraciones intrafoliculares de leptina y reportan una asociacion en donde a mayor
concentracién de leptina intrafolicular (56.7 £ 4.27 ng/ml), peor sera la calidad del em-
brion. El criterio de calidad fue evaluado en el tercer dia de acuerdo al numero de blasto-
meros (<5 y >5) y el grado de fragmentacion en escala del 1 al 4 en A (4-3 como buena
calidad) y en B (1-2 como mala calidad). En el estudio se observé una asociacion similar,
solo que directamente asociada a los niveles basales de leptina en donde al ocurrir niveles

basales elevados de leptina, en conjunto con leptina folicular alta, ocurre un claro efecto
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negativo sobre la calidad embrionaria, en términos del nimero de células. Llama la aten-
cién como en cuanto a lo que a fragmentacion se refiere como el otro parametro que eva-
laa calidad embrionaria, en el estudio no se encontré ninguna asociacioén ni con niveles de
leptina, ni con los grupos de IMC, quedaria en el terreno de la especulacion si es que exis-
ten factores externos en la manipulacién in vitro que pudieran provocar mayor o menor
fragmentacion. Cabe la posibilidad de que alguno de éstos cambios deletéreos sean de ori-
gen meibtico o citoplasmico, tal como lo propone Arias-Alvarez y cols (73) en un estudio
realizado en conejos en donde intent6 determinar 1) si la leptina influencia en la meiosis y
la maduracién ovocitaria y si STAT3 y MAPK median los efectos de la leptina y 2) si la
leptina modula la secrecién esteroidea por complejos cumulus-ovocito (CCO) durante la
maduracién in vitro. Arias-Alvarez corroboré que la leptina es mediadora de las vias
JAK2/STAT3 y MEK 1/2 en el nicleo ovocitatio, pero que ni la maduracién citoplasmati-

ca ovocitaria, ni la respuesta esteroidea del CCO se vio afectada en el modelo del conejo.

La presencia del latido cardiaco como evidencia de gestaciéon en términos generales no de-
pendi6 de los niveles de leptina ni de las dosis de HMG. Como ya es sabido, el grosor del
endometrio si presentd un efecto en la poblacion estudiada, recordando que en el caso es-
pecial del grupo donadoras, la paciente receptora estuvo estimulada con estréogenos y pro-
gesterona y en diferentes circunstancias de peso, leptina, etc; Lo reportado en resultados
sobre el hecho de que mejoraron las tasas de latido cardiaco a menor grosor endometrial en
mujeres donadoras se explica porque a éstas pacientes no se les efectud la transferencia,
sino a las receptoras. Aun asi, excluyendo al grupo donadoras/receptoras, apreciamos que
las pacientes con indices de masa corporal bajo presentaron mayor probabilidad de encon-
trar latido cardiaco fetal, por parte del grupo de pacientes obesas, no repercutié éste factor
de manera relevante. Matalliotakis y cols., encontraron en un estudio similar en 140 mujeres
y 291 ciclos, aunque unicamente estudiando el impacto del IMC en los resultados de FIV e
ICSI demostraron una disminucion significativa en el numero de foliculos obtenidos y nua-

mero de embriones en las pacientes con IMC > 24 Kg/m?. (74)

En lo que respecta a la leptina, independientemente si se encuentra aumentada a nivel foli-
cular o en la sangre, resulta que en pacientes delgadas ocurre una mejor respuesta al aumen-
to de HMG, traduciéndose esto en mayores tasas de embarazo y una vez mas evidencian-
dose que una concentracion alta de leptina resulta irrelevante ante dosis mayores de HMG

en términos de éxito de embarazo. No obstante lo antetior, resulta interesante el hecho de
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que unicamente las concentraciones altas de leptina intrafolicular resultaron tener cierta
influencia negativa tanto en la obtencién de foliculos, como en las tasas de embarazo, esto
coincide tanto en el presente estudio, como en el estudio realizado por Mantzoros y cols
(75) en 2895 ciclos de un total de 1244 parejas con y sin ovarios poliquisticos, en donde
después de ajustar la edad, el IMC observaron que las mujeres con ovarios poliquisticos
que lograron embarazarse tendian a presentar valores de leptina intrafolicular menores que

las pacientes que no consiguieron embarazarse.

Indudablemente existen mecanismos intrafoliculares hasta el momento no del todo enten-
didos, ademas se conocen algunas interacciones entre la concentraciéon de leptina intrafoli-
cular con las hormonas esteroideas y otros péptidos hormonales, como el sistema GH-
IGF-1, estudiados apenas en la dltima década. Silva y cols. (76) estudiaron el comporta-
miento de GH sobre la foliculogénesis, en donde IGF-1 no presenta efecto alguno en el
foliculo primordial, pero si en el foliculo secundario influyendo de manera directa en el

crecimiento del mismo.

St bien el estudio esta enfocado en los aspectos estrictamente ovocitarios, debemos tener
siempre en consideracion el factor de implantacién embrionaria, la cual estd mas que de-
mostrada que se ve afectada en pacientes obesas, que también afecta el resultado de los
tratamientos de reproduccion asistida y que también puede revertirse en sentido positivo si
la paciente consigue bajar de peso mediante cirugfa bariatrica, dieta, o modificando su estilo
de vida, mejorando sus tasas reproductivas, aspecto estudiado por Brewer y colaboradores
(77). Por otro lado y de manera paraddjica, en ciclos de IVSI en especies inferiores, se han
utilizado preparados con leptina para producir cerdos transgénicos de mejor calidad en
términos de calidad ovocitaria e implantacional, de acuerdo con los hallazgos de Li y cola-

boradores (78).

Considero importante que se propongan otras lineas de estudio con la finalidad de dilucidar
los diversos mecanismos intrafoliculares que podtian incluso modificar los protocolos de
estimulacién oviarica controlada, haciendo mas eficaces los mismos a menores dosis de

medicamentos estimulantes de la ovulacién.
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11 Conclusiones

11.1 Objetivo principal

Existe una asociacion entre los niveles de leptina tanto en la produccion folicular, la obten-
cién de ovocitos y en las tasas de embarazo. Dicha asociacion no afecta de manera drama-

tica los anteriores parametros, mas bien la afecta de manera sutil de la siguiente manera:

- Los niveles de leptina intrafolicular aumentados inciden de manera parcial tanto so-
bre la produccién folicular como sobre la ovocitaria reduciendo el nimero de los
mismos. En éste sentido la influencia de la leptina no pareciera ser tan importante,
toda vez que el ajuste en la dosis durante la estimulaciéon ovarica con menotropinas

o con rFSH pudiera compensar éste déficit.

- Los niveles de leptina intrafolicular afectaron discretamente la calidad ovocitaria.

11.2 Objetivos secundarios

1) Existe una asociacion entre el indice de masa corporal (IMC) y los valores séricos
de leptina de las pacientes que seran sometidas a protocolos de reproduccion asisti-

da de la siguiente manera:

- Se observé una asociacion directa entre el indice de masa corporal y los niveles de
leptina séricos e intrafoliculares. Mientras mayor sea el IMC, mayor sera la cantidad

de leptina.

2) El efecto de IMC para efectos de fecundacion, parece jugar un papel preponderante
sobre la concentraciéon de leptina basal o folicular, en el sentido en que mientras
mas bajo sea el IMC mayor cantidad de ovocitos fecundados habran, con indepen-

dencia de los niveles de leptina.
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3) Existe una asociacion entre los niveles basales de leptina en relacién estrecha con
los niveles de leptina en sentido negativo y presentando mayor importancia los va-
lores de leptina folicular sobre los de leptina basal bajando asi la cantidad de folicu-
los obtenidos dutrante la estimulacién ovarica controlada. No obstante, los niveles
de estradiol obtenidos el dia del disparo con HCG presentan mayor peso sobre la
cantidad de foliculos que los de leptina basal o folicular. Los valores de estradiol al

dia 5 resultaron ser irrelevantes.

4) Los niveles basales de leptina han demostrado que ejercen un efecto sine qua non
sobre la concentraciéon de leptina folicular y su efecto final tanto sobre la estimula-
cién ovarica controlada, como sobre la producciéon de ovocitos y la calidad de los
mismos. Por su parte y a manera de hallazgo, el IMC guarda una estrecha relacion
mayor sobre los niveles foliculares de leptina, ocurriendo sin la misma intensidad, al

menos clinicamente sobre la leptina basal.

5) Los niveles de leptina tanto basal, como folicular resulté significativa en términos
del nimero de ovocitos obtenidos, especialmente la combinacién leptina basal ele-
vada en conjunto con leptina folicular elevada. No se demostré que los niveles de

leptina influyeran en cuanto a la obtencién de ovocitos oscuros ¢ expandidos.

6) La correlacion entre la calidad embrionaria y el que la paciente presente niveles de
leptina basales e intrafoliculares elevados queda parcialmente respondida en virtud
de que unicamente el parametro de conteo celular demostrd presentar una afecta-
cién cuando se presentan niveles elevados en los dos tipos de leptina, lo cual suele
ir directamente relacionado con un indice de masa corporal por encima de 25. La
fragmentacion en contraste, permanece ajena a ¢éstos factores, quedandose como

parte de algun futuro estudio que ahonde mas en esto.

11.3 Generales

- La obesidad es considerada una enfermedad pandémica derivada del sedentarismo,
en combinacién con malos habitos alimenticios, la anorexia y la bulimia por su pat-
te son trastornos psicolégico-alimenticios que conllevan trastornos endocrinol6gi-

cos e incluso en grados mayores la muerte.

100



La incorporaciéon de la mujer al mundo laboral actual, en conjunto con la dinamica
social actual, ha ocasionado que muchas mujeres aplacen la edad de su primer em-
barazo. Actualmente se establece que a partir de los 37 afios de edad disminuye de
manera drastica la posibilidad de que una mujer quede embarazada de manera es-
pontanea, sin embargo los tratamientos de reproduccion asistida ofrecen una alter-

nativa real para éste grupo de parejas.

La edad es un factor importante ya que mientras mas joven es la paciente, se pre-
sume que su conteo folicular basal serd mayor, demostrandose una clara correlacién

entre éstas dos variables.
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15Glosario

ESTERILIDAD PRIMARIA: Incapacidad de lograr un embarazo espontaneamente desde
el inicio de las relaciones sexuales sin que, al menos durante un afio, se hayan utilizado mé-

todos anticonceptivos.

ESTERILIDAD SECUNDARIA: Incapacidad de lograr una gestaciéon espontanea tras la

consecucion previa de un embarazo a término.

INFERTILIDAD PRIMARIA: Incapacidad de lograr un feto viable con antecedentes pre-

vios de algin aborto.

INFERTILIDAD SECUNDARIA: Incapacidad de lograr un feto viable después de haber

concebido previamente. 15

FERTILIZACION IN VITRO: Procedimiento en cuatro fases 1) hiperestimulacién ovari-
ca controlada, recopilaciéon de ovocitos mediante gufa ultrasonografica, fertilizaciéon con

esperma in vitro y recoleccion del embrion en el ttero.

INYECCION INTRACITOPLASMATICA DE ESPERMATOZOIDES: Un solo es-
permatozoide se inyecta directamente en el ovocito para facilitar la fertilizacion, por lo me-
nos debe haber algunos espermatozoides viables en la eyaculacion, en el epididimo o en el

testiculo.

EXTRACCION DE ESPERMATOZOIDES DEL TESTICULO: Tratamiento de la
azoospermia obstructiva y no obstructiva cuando no se encuentran espermatozoides en la
eyaculaciéon o en el epididimo; los espermatozoides se obtienen directamente del testiculo

mediante biopsia.
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16Lista de abreviaturas

B8-hCG
CP

B2
EBSS
EOC
FIV
FSH
GNRH
hCG
hMG
HTF
1CSI
ILGF-1
IMC
IMSS
LCF
LH

M1

M2
MC
NPY
Ob-Rb
OMS
P1

PN
PROST

r-FSH

Fraccién beta de gonadotropina coriénica humana

Corpusculo polar

Estradiol

Earle’s balanced salt solution

Estimulacién ovarica controlada

Fertilizacién in vitro

Follicle stimulating hormone “Hormona foliculo estimulante”
Gonadotropin releasing hormone “Hormona liberadora de Gonadotropina”
Human Chorionic Gonadotropin “Gonadotropina coridénica humana”
Human Menopausal Gonadotropin “Gonadotropinas Menopausicas Humanas”
Human tubal fluid

Inyeccion intracitoplasmatica de esperma

Insulin like growing factor 1 “Factor de crecimiento parecido a la insulin 17
Indice de masa corporal

Instituto Mexicano del Seguro Social

Latido cardiaco fetal

Hormona luteinizante

Meiosis 1

Meiosis 2

Medio de cultivo

Neuropéptido Y

Receptor de leptina humana

Organizacion Mundial de la Salud

Preimplantation stage one

Prontcleo

Fertilizacion in vitro con transferencia embrionaria en estado de pronucleo en la
trompa

Recombinant follicle stimulating hormone “Hormona foliculo estimulante huma-
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na recombinante”
SOP Sindrome de ovarios poliquisticos
poliq

TGF-2 Tumoral growing factor 2 “Factor de crecimiento tumoral 27
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17Hoja de recoleccion de datos

INSTITUTO DE INFERTILIDAD Y GENETICA INGENES (MEXICO)

CICLOS DE ESTIMULACION OVARICA CONTROLADA

ETIQUETA

(Nombre de la paciente)

EDAD: afos

PESO: Kgs TALLA:

mts.

ILM.C.:

CAUSA DE ESTERILIDAD:

ANOS DE ESTERILIDAD:

FECHA DE INICIO DEL CICLO: / /

NUMERO DE CICLO FIV/ICSI: Frv: U 1csr: U
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PRIMER ULTRASONIDO. (Primer Dia Ciclo) (Basal)

Ovario Derecho (# foliculos)

Ovario Izquierdo (# foliculos)

Total (# foliculos >16 mm)

Endometrio (mm grosor endometrial y tipo)

FSH

LH

Estradiol

Leptina Sérica

ESQUEMA SELECCIONADO. (Farmaco y dosis)

MEDICAMENTO DOSIS TOTAL AMPOLLAS TOTAL DIAS DE TX COSTO TOTAL
Cetrorelix 0.25
rFSH 50 u (x)
rFHS 75 u (x)
rFSH 100 u (x)
rFSH 150 u (x)
Menotropinas 75 u (x)
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ULTRASONIDO DE SEGUIMIENTO FOLICULAR. (DIA 5)

Ovario Derecho (# foliculos > 16 mm)

Ovario Izquierdo (# foliculos > 16 mm)

Total (# foliculos >16 mm)

Endometrio (mm grosor endometrial y tipo)

Estradiol

ULTRASONIDO DE SEGUIMIENTO FOLICULAR. (DIA 8)

Ovario Derecho (# foliculos > 16 mm)

Ovario Izquierdo (# foliculos > 16 mm)

Total (# foliculos >16 mm)

Endometrio (mm grosor endometrial y tipo)

Estradiol

ULTRASONIDO DE SEGUIMIENTO FOLICULAR. (Dia del Disparo)

Ovario Derecho (# foliculos > 16 mm)

Ovario Izquierdo (# foliculos > 16 mm)

Total (# foliculos >16 mm)

Endometrio (mm grosor endometrial y tipo)

Estradiol
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ULTRASONIDO DE SEGUIMIENTO FOLICULAR. (Dia de la Puncion)

Ovario Derecho (# foliculos > 16 mm)

Ovario Izquierdo (# foliculos > 16 mm)

Total (# foliculos >16 mm)

Endometrio (mm grosor endometrial y tipo)

Estradiol

Leptina intrafolicular

DISPARO
HCG: DIA__/__/___ HORA

PUNCION FOLICULAR

Numero de foliculos aspirados

Leptina intrafolicular

Numero de ovocitos obtenidos

Numero de ovocitos oscuros

Numero de ovocitos expandidos

Numero de ciclos cancelados

EMBARAZO

B-HCG (+)

Diagnostico por USG

Mayor de 12 semanas
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18 Resumen de la tesis doctoral

INFLUENCIA DE LA RELACION LEPTINA/INDICE DE MASA
CORPORAL EN ESTIMULACION OVARICA CONTROLADA EN
REPRODUCCION ASISTIDA.

El estudio fue basado en la observacion de que las mujeres que tienen sobrepeso 6 lo con-
trario, quienes son muy bajas de peso, tienen dificultad para embarazarse. Existen eviden-
cias que demuestran que los niveles leptina interactian con el eje reproductivo de los ani-
males y recientemente los nutriblogos han encontrado diferencias significativas entre los
niveles de leptina de mujeres anoréxicas/bulimicas y los de las obesas; De esta manera la
presente tesis pretendié demostrar que existe una relacion directa entre el peso corporal de
las pacientes, los niveles de leptina y el desarrollo folicular en las pacientes sometidas a es-

timulacidén ovarica controlada.

El estudio se llev6 a cabo en 94 ciclos de un total de 88 pacientes sometidas a fertilizacion
in vitro 6 de ICSI, entre Marzo de 2008 y Marzo de 2012 en el Instituto de Infertilidad y
Genética Ingenes (México). Las causas de esterilidad/infertilidad fueron categorizadas
como factor masculino, factor tubarico, endometriosis por laparoscopia, factor enddcrino-
ovarico por petfiles hormonales y/o 2 de los siguientes datos: oligo/amenottea, hirsutismo
e hiperandrogenismo, ovarios poliquisticos (ultrasonografia) y por dltimo otras causas es-
pecificas como edad avanzada y esterilidad de causa inexplicable tras realizar las pruebas
diagnosticas y ser todas ellas normales. Las pacientes fueron pesadas y medidas y asi se
formaron 3 grupos de forma secuencial y de acuerdo al IMC cuyo valor se encontré entre
20 y 25, otro para pacientes cuyo IMC fue inferior a 20 y otro mas cuyo IMC fue superior a

25.
Fueron incluidas:

. Pacientes de 21 — 40 anos de edad.
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. Pacientes candidatas al programa de fertilizacién in vitro con transferencia embrio-

naria con alguno de los siguientes diagnosticos.
o Factor endécrino-ovarico. (Falla ovarica, fase latea deficiente)
o Factor tubarico de esterilidad.
o Factor uterino.
o Factor desconocido.
o Endometriosis I y IT AFS.
o Sindrome de ovarios poliquisticos.
o Pacientes sanas donadoras en programa de donacién de ovocitos.
o Pacientes presumiblemente sanas con factor masculino de esterilidad.

Fueron considerados criterios de exclusién:

. Pacientes en las que no se realizé captura ovular.
. Pacientes en las que se cancel6 el ciclo por mala respuesta.
. Pacientes con riego de Sindrome de Hiperestimulacién Ovarica.

No se incluyeron a:

. Pacientes con factor endécrino-ovarico de esterilidad.

. Pacientes con Hipo 6 Hipertiroidismo.

. Pacientes con contraindicacion para el uso de gonadotrofinas.

. Pacientes que no estén dispuestas a firmar el consentimiento informado.
. Pacientes con endometriosis I1I y IV AES.

Se tomaron muestras de estradiol y LH sérico en cada visita de la paciente, desde el primer

dia de consulta y luego durante la estimulacién con menotropinas, los dias 5 y 8 del ciclo de
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estimulaciéon, durante los ultrasonidos de seguimiento folicular, ademas del dia del disparo
con HCG y el dia de la puncién folicular, muestras que fueron enviadas al laboratorio del
Instituto Ingenes. Se tomaron muestra de sangre para obtener niveles séricos de leptina
basal y de liquido de aspiracion folicular mediante técnica de ELISA, muestras enviadas y
procesadas en el laboratorio de referencia clinica-cientifica Biomédica de Referencia para la

cuantificacién de leptina.

Se realizaron ecografias a todas las pacientes los dias de estimulaciéon 3, 5 y 8, con el fin de
medir y contar los foliculos presentes en ambos ovarios, asi como medir el grosor endome-

trial, antes y después de la estimulacion.

Los resultados fueron interpretados con ayuda del paquete estadistico JMP 10 (S.A.S. Insti-
tute 2012, Carolina del Norte, USA)

Conclusiones

Existe una asociacion entre los niveles de leptina tanto en la produccion folicular, la obten-
cion de ovocitos y en las tasas de embarazo. Los niveles de leptina intrafolicular aumenta-
dos inciden de manera parcial tanto sobre la produccion folicular como sobre la ovocitaria
reduciendo el numero de los mismos. En éste sentido la influencia de la leptina no parecie-
ra ser tan importante, toda vez que el ajuste en la dosis durante la estimulaciéon ovarica con
menotropinas o con rFSH pudiera compensar éste déficit. Los niveles de leptina intrafoli-

cular por su parte, afectaron discretamente la calidad ovocitaria.

Se observé una asociacién directa entre el indice de masa corporal y los niveles de leptina

séricos e intrafoliculares. Mientras mayor sea el IMC, mayor serd la cantidad de leptina.

El efecto de IMC para efectos de fecundacion, parece jugar un papel preponderante sobre
la concentracion de leptina basal o folicular, en el sentido en que mientras mas bajo sea el
IMC mayor cantidad de ovocitos fecundados habran, con independencia de los niveles de

leptina.

Existe una asociacion entre los niveles basales de leptina en relacion estrecha con los nive-
les de leptina en sentido negativo y presentando mayor importancia los valores de leptina
folicular sobre los de leptina basal bajando asf la cantidad de foliculos obtenidos durante la

estimulacién ovirica controlada. No obstante, los niveles de estradiol obtenidos el dia del
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disparo con HCG presentan mayor peso sobre la cantidad de foliculos que los de leptina

basal o folicular. LLos valores de estradiol al dia 5 resultaron ser irrelevantes.

Los niveles basales de leptina han demostrado que ejercen un efecto sine qua non sobre la
concentracién de leptina folicular y su efecto final tanto sobre la estimulacién ovarica con-
trolada, como sobre la produccién de ovocitos y la calidad de los mismos. Por su parte y a
manera de hallazgo, el IMC guarda una estrecha relaciéon mayor sobre los niveles foliculares

de leptina, ocurriendo sin la misma intensidad, al menos clinicamente sobre la leptina basal.

Los niveles de leptina tanto basal, como folicular result6 significativa en términos del nua-
mero de ovocitos obtenidos, especialmente la combinaciéon leptina basal elevada en conjun-
to con leptina folicular elevada. No se demostré que los niveles de leptina influyeran en

cuanto a la obtencién de ovocitos oscuros 6 expandidos.

La correlacion entre la calidad embrionaria y el que la paciente presente niveles de leptina
basales e intrafoliculares elevados queda parcialmente respondida en virtud de que dnica-
mente el parametro de conteo celular demostrd presentar una afectacion cuando se presen-
tan niveles elevados en los dos tipos de leptina, lo cual suele ir directamente relacionado
con un indice de masa corporal por encima de 25. La fragmentaciéon en contraste, perma-
nece ajena a éstos factores, quedandose como parte de algin futuro estudio que ahonde

mas en esto.
En términos generales, se concluyé:

La obesidad es considerada una enfermedad pandémica derivada del sedentarismo, en
combinacién con malos habitos alimenticios, la anorexia y la bulimia por su parte son tras-
tornos psicolégico-alimenticios que conllevan trastornos endocrinolégicos e incluso en

grados mayores la muerte.

La incorporacion de la mujer al mundo laboral actual, en conjunto con la dindmica social
actual, ha ocasionado que muchas mujeres aplacen la edad de su primer embarazo. Actual-
mente se establece que a partir de los 37 afios de edad disminuye de manera drastica la po-
sibilidad de que una mujer quede embarazada de manera espontanea, sin embargo los tra-

tamientos de reproduccion asistida ofrecen una alternativa real para éste grupo de parejas.
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La edad es un factor importante ya que mientras mas joven es la paciente, se presume que
su conteo folicular basal serd mayor, demostraindose una clara correlacion entre éstas dos

variables.
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19Doctoral thesis summary

INFLUENCE OF THE LEPTINE / BODY MASS INDEX RELA-
TIONSHIP IN CONTROLED OVARIAN STIMULATION IN AS-
SISTED REPRODUCTION

The study was based on the observation that overweighed women or women with the op-
posite condition, that is those with low weight, have difficulties to get pregnant. There is
evidence showing that leptin levels interact in the reproductive axis of animals; nutritionists
recently have found significant differences between the levels of leptin of anorexic / bulim-
ic women and obese women. Thus, this thesis intends to prove that there is a direct rela-
tionship between corporal overweight of patients and the levels of leptin in follicular de-

velopment in patients subject to controlled ovarian stimulation.

The study was performed in 94 cycles out of 88 patients subject to in vitro fertilization or
ICSI, between March, 2008 and March, 2013 at the Instituto Ingenes de Infertilidad y Gen-
ética (México). The causes of sterility / infertility were categorized as male factor, tubal
factor, endometriosis, ovarian - endoctine factor, by hormonal profiles and 1 / or 2 of the
following conditions: oligo/amenorrhea, hirsutism, and hyperandrogenism, polycystic ova-
ries (ultrasonography) and lastly, other specific causes such as advanced age and unex-
plained sterility after performing diagnose tests with normal results. After having measured
and weighed patients, they arranged in 3 groups according to their body mass index (BMI);
those which value scored between 20 and 25, another for patients which BMI score was

lower than 20 and the third one for those with a BMI score higher than 25.
The following were included:
. Patients of 21 to 40 years of age.

. Patients candidates to the in vitro fertilization program with embryo transfer with

any of the following diagnoses:
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o Opvarian endocrine factor. (Ovarian failure, deficient luteal phase)

o Tubal factor.
o) Uterine factor.
o Unknown factot.

o Endometriosis I and II AFS.

o Polycistyc Ovary Syndrome.

o Healthy donor patients in the oocytes donation program.
o Allegedly healthy patients with male sterility factor.

The following were considered exclusion criteria:

. Patients to whom ovular capturing was not performed.
. Patients to whom the cycle was canceled due to bad response.
. Patients with Ovarian Hyperstimulation Syndrome.

The following were not included:

. Patients with ovarian-endocrine sterility factor.

. Patients with Hypo or Hyper thyroidism.

. Patients to whom the use of gonadotropins is counterindicated.
. Patients not willing to sign the informed consent.

. Patients with endometriosis 11T and IV AFS.

Estradiol and serum LH samples were taken at each visit of the patient as of the first day of
consultation and then during the stimulation with menotropins on the 5th and 8th days of
the stimulation cycle, during the follicular follow-up ultrasounds, and also on the HCG

triggering shot day and on the follicular aspiration day, the samples were sent to the Image
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Institute laboratory. A blood sample was taken to obtain the serum levels of basal leptin
and of follicular aspiration liquid through the ELISA technique; the samples were sent out
and processed at the Biomedical Reference clinical-scientific reference laboratory to count

leptin.

Ultrasounds were performed to all the patients on stimulation days 3, 5 and 8 in order to
measure and count the follicles present in both ovaries, as well as to measure the endome-

trial thickness before and after stimulation.

The results were interpreted using the statistics software JMP 10 (S.A.S. Institute 2012,
North Carolina, USA)

Conclusions

There is an association between the levels of leptin in the follicular production, the obtain-
ing of oocytes and in the pregnancy rates. The increased levels of intrafollicular leptin have
a partial effect on the follicular and ovocyte production reducing their number. To this
regard, the influence of leptin seems not to be so important since the adjustment of the
dosage during ovarian stimulation with menotropins or with tFSH may compensate such
deficit. On the other hand, the levels of intrafollicular leptin discreetly affected the oocyte

quality.

A direct relationship was observed between BMI and both serum and intrafollicular levels.

The higher the BMI the higher will be the amount of leptin.

The effect of the BMI for fecundation purposes seems to play a major role on the concen-
tration of basal or follicular leptin, since the lower the BMI is, the more fecundated oocytes

will be, regardless of the levels of leptin.

There is an association between the levels of leptin with a close relationship with the levels
of leptin in a negative direction while the values of follicular leptin show more importance
than the basal leptin values lowering in this way the amount of follicles obtained during the
controlled ovarian stimulation. However, the levels of estradiol obtained on the HCG trig-
gering day show a higher weight on the amount of follicles than those of basal of follicular

leptin. The values of estradiol on the 5th day were irrelevant.
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It has been demonstrated that the basal levels of leptin have a definitive effect on the con-
centration of follicular leptin and that they have a final effect on the controlled ovarian
stimulation and the production of oocytes and in their quality. On the other hand, and as a
finding, the BMI has a close relationship with the follicular levels of leptin, which take

place without the same intensity, at least clinically-speaking on the basal leptin.

The basal and follicular levels of leptin were significant on the number of oocytes, especial-
ly as for the combination of high basal leptin with high follicular leptin. It was not demon-

strated that the levels of leptin had any influence on obtaining dark or expanded oocytes.

The correlation between the embryonic quality and that a patient presented high basal and
intrafollicular levels is partially responded since it was only demonstrated that the cellular
count parameter was affected when high levels are present in the two types of leptin, which
is usually directly related to a corporal mass index above 25. On the other hand, fragmenta-
tion is unrelated to these factors which may be addressed in some future study that goes

deeper on this matter.
In general, the following was concluded:

Obesity is considered a pandemic disease resulted from a sedentary lifestyle, in combina-
tion with bad feeding habits, while anorexia and bulimia are psychological eating disorders

that result in endocrinological disorders and even in serious cases, in death.

Women's role in the modern world, along with the current social environment has caused
that many women postpone the age for their first pregnancy. At this time, it is established
that as of the age of 37, the possibility that women get spontancously pregnant decreases
dramatically, however, the assisted reproduction treatments offer a real alternative for this

group of couples.

Age is a major factor since the younger the patient is; it is alleged that her basal follicular
count will be higher, and thus, a clear correlation between these two variables is demon-

strated.

130





