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Resumen

Introduccion

Los buenos resultados reproductivos obtenidos tras la transferencia de
embriones criopreservados en fecundacién in vitro (FIV) han
provocado un aumento significativo de la proporcion de ciclos
segmentados que se realizan actualmente en todo el mundo. A pesar
de esto, la evidencia cientifica disponible indica que esta estrategia sélo
parece indiscutible en ciertas situaciones clinicas (prevencion del
Sindrome de Hiperestimulacion Ovarica, presencia o sospecha de
anormalidades endometriales al momento de la recuperacion
ovocitaria y/o necesidad de otras intervenciones tales como la
realizacion de Diagnostico Genético Preimplantacional (PGT) o
estudios de receptividad endometrial). Sin embargo, no hay evidencia
publicada que analice si la edad de la mujer constituye un factor a tener
en cuenta a la hora de decidir segmentar un ciclo de FIV. Por otro lado,
una vez hemos decidido segmentar, surgen otras interrogantes como
cuando es el mejor momento para realizar la primera criotransferencia

embrionaria. Este trabajo busca responder estas dos preguntas.

Materiales y métodos

Se plantean dos estudios de cohortes retrospectivos:

1. Comparacién de resultados reproductivos de la primera

transferencia en fresco (1412 ciclos) vs. ciclo segmentado (470



ciclos) en ciclos autologos, estratificando en tres grupos de edad
materna (menores de 35 afos, entre 35 y 38 afios y mayores de 38
anos).

2. Comparacién de resultados reproductivos de pacientes
sometidas a una FIV segmentada que hayan realizado la primera
criotransferencia de embriones durante el primer ciclo
menstrual tras la puncion folicular (263 ciclos) versus aquellas

que la hayan realizado en ciclos posteriores (249 ciclos).

Estas comparaciones se llevaron a cabo mediante un analisis
univariado (Chi-cuadrado) y multivariado (regresion logistica) para

ajustar por factores que potencialmente puedan generar confusion.

Resultados

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la tasa
de nacido vivo en mujeres de mas de 35 afnos, independientemente del
numero de ovocitos recuperados. La tasa de aborto fue
significativamente mas baja en los ciclos segmentados de mujeres entre

35 y 38 afios, sin impacto sobre la tasa de nacido vivo.

Tampoco observamos diferencias significativas del momento en el cual
se realiza la primera criotransferencia de un ciclo segmentado en la tasa

de nacido vivo, embarazo clinico ni aborto.
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Conclusiones

Las pacientes de menos de 35 afos de edad se beneficiarian de la
segmentacion del ciclo de FIV para optimizar su tasa de nacido vivo.
Las pacientes entre 35 y 38 afios de edad se beneficiarian de la

segmentacion del ciclo de FIV para disminuir su tasa de aborto.

El tiempo transcurrido entre la estimulacidon ovarica controlada y la
primera criotransferencia de embriones en la estrategia freeze-all, no
influye en las tasas de nacido vivo, embarazo clinico ni aborto. Esta
nueva informacion permite al clinico tener en cuenta las preferencias
de los pacientes al momento de decidir cudndo es el mejor momento

para transferir en esta poblacion de pacientes.
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Abstract

Introduction

The promising reproductive results of frozen embryo transfers (FET)
in in-vitro fertilisation (IVF) have been currently associated with a
significant increase in the proportion of “freeze-all” cycles worldwide.
Despite this, available evidence only supports its use in certain clinical
scenarios (Ovarian Hyperstimulation Syndrome prevention, evidence
of endometrial pathology and need for preimplantation genetic
screening or endometrial receptivity assays). However, no published
trials have assessed if the maternal age is an independent factor to take
into account when deciding to undergo a freeze-all strategy. On the
other hand, once we've decided to perform an elective freezing of all
the embryos, we come across other relevant clinical questions such as
when is the best moment to perform the first FET. This thesis aims to

provide an answer to these questions.

Materials and methods

This thesis includes two independent studies:

1. Comparison of reproductive results of the first embryo transfer
in autologous fresh (1412 cycles) versus freeze-all cycles (470
cycles, stratifying patients into three age groups (under 35 years,

between 35 and 38 years, and over 38 years).
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2. Comparison of reproductive results of patients undergoing a
“freeze-all” IVF cycle who have received their first FET during the
first menstrual cycle after egg retrieval (263 cycles) versus those

who received it in subsequent cycles (249 cycles).

We performed a univariate (Chi-square) analysis of the results and a

multivariate logistic regression to adjust for potential confounders.

Results

We observed no statistically significant differences in live birth rate in
women older than 35 years of age, independently of the number of
retrieved oocytes. The pregnancy loss rate was significantly lower in

the 35-38 years group that underwent a freeze-all cycle.

Our results showed no significant impact of timing of the first FET on
live birth, clinical pregnancy or pregnancy loss rates in women

undergoing a freeze-all strategy.

Conclusions

Women under 35 years of age would benefit from a freeze-all strategy
to optimize their live birth rate. Women between 35 and 38 years of age
would benefit from a freeze-all strategy to decrease their pregnancy

loss rate.

Time elapsed between egg retrieval and the first FET in women
undergoing a freeze-all strategy has no impact on live birth, clinical

pregnancy or pregnancy loss rates. This information allows clinicians

14



to take patients’ preferences into account when deciding the best

moment to perform the embryo transfer in this population of patients.
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1. Introduccion

1.1 Definiciéon y Epidemiologia

Desde el inicio de los estudios poblacionales, la fertilidad ha ocupado
un lugar importante en este campo, dado su impacto en las tasas de
crecimiento poblacional actual y futuro. Con respecto a esto, la
demografia distingue dos conceptos relevantes: fertilidad, entendida
como un evento repetible y opcional que se mide a través del naumero
de hijos que tiene un individuo o pareja; y fecundidad, que se refiere a
la capacidad de reproducirse y -por lo tanto- es mucho mas dificil de

medir que la fertilidad.
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De esta tltima nocién podemos extraer el concepto de fecundabilidad,
acuiiado por Corrado Gini ya durante la década de 1920, y que consiste
en la probabilidad de concebir durante un ciclo menstrual normal,
manteniendo relaciones sexuales regulares y sin proteccion (Gini,

1926).

Tanto la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como la Sociedad
Europea de Reproduccion Humana y Embriologia (ESHRE), la
Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (ASRM) y la Sociedad
Espafiola de Fertilidad (SEF) definen la esterilidad como una patologia
caracterizada por la imposibilidad de conseguir un embarazo clinico
tras doce meses de relaciones sexuales regulares, no protegidas o bien
debida al compromiso de la capacidad reproductiva de una persona ya
sea en forma individual o en conjunto con su pareja (Zegers-

Hochschild et al, 2017).

Se estima que una de cada seis parejas experimentara alguna forma de
infertilidad durante su vida, lo que corresponde a mas de 8o millones
de personas en edad reproductiva a nivel mundial, pero la incidencia
varia entre el 5% y mas del 30% en paises en desarrollo donde la
promocion de la salud reproductiva en global -y las técnicas de
reproduccion asistida (TRAs) en particular, no estan disponibles. S6lo
en la Union Europea (UE), existirian aproximadamente 25 millones de

ciudadanos aquejados de esterilidad.

Desde el punto de vista demografico, la UE en conjunto se encuentra
en una fase de contraccion de la poblacion, con tasas de fertilidad total
(TFT), definida como nimero de hijos por mujer, que en promedio se

encuentra en 1.58 pero que fluctian ampliamente entre los diversos
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paises, siendo de 2.01 en Francia, 1.88 en Suecia, 1.81 en el Reino Unido,
1.74 en Bélgica, 1.71 en Holanda, 1.69 en Dinamarca, 1.47 en Alemania,
1.37 en Italia y 1.23 en Portugal (Eurostat, 2014). Se calcula que se
requiere de una TFT de al menos 2.1 hijos por mujer para mantener el

equilibrio poblacional y controlar su envejecimiento.

En Espafia, la TFT es de 1.32, la segunda mas baja en Europa tras
Portugal. La prevalencia de problemas de fertilidad se estima en el 15%
de las parejas en edad reproductiva, lo que implicaria que cerca de
ochocientas mil parejas demandarian asistencia reproductiva. No sélo
estas cifras son preocupantes, también lo es el retraso de la maternidad
que, de la mano con el aumento de la edad media de la mujer al primer
parto, se ha constituido en el principal determinante del aumento de
la incidencia de esterilidad a nivel global. Actualmente, la edad media

al primer parto en Espafia es de 31.8 afios (Eurostat, 2014).

1.2 Causas de esterilidad

Existen multiples factores que determinaran la probabilidad de éxito
del proceso reproductivo, tales como la edad, la indemnidad del
aparato genital, el estilo de vida y los habitos nutricionales, la
exposicion a contaminantes, la reserva de gametos, la calidad

embrionaria y la receptividad endometrial, entre otros.

Las causas de esterilidad afectan a los diferentes actores del proceso

reproductivo y entre ellos se cuentan:
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- Factor ovulatorio
» QOligo / Anovulacion
» Insuficiencia ovarica primaria / Fallo ovarico precoz
- Factor uterino
* Miomas
» Pélipos endometriales
» Malformaciones uterinas
= Sinequias
- Factor tubo-peritoneal
» Obstruccién tubarica
= Alteraciones de la motilidad tubarica
» Sindromes adherenciales
- Endometriosis
- Factor masculino
* Anomalias genitourinarias congénitas o adquiridas
» Aumento de temperatura escrotal
* Endocrinopatias
= Alteraciones genéticas
» (Causas idiopaticas

= Factores ambientales

1.3 Fecundacion in Vitro

Dependiendo del tiempo de evolucion, la causa de esterilidad y los

tratamientos previos realizados, la Fecundacion in Vitro (FIV) es una
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de las técnicas de reproduccion asistida que ofrecen mejores tasas de

éxito a los pacientes que la realizan.

La FIV se desarrollé para dar oportunidad de concebir a mujeres que
sufrian esterilidad por factor tubo-peritoneal. Desde entonces, el
desarrollo de la inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI) y la hiperestimulacion ovarica controlada (HOC), con la
obtencidon de multiples ovocitos, han expandido esta indicacion a la
presencia de factor masculino o la esterilidad de origen desconocido
(EOD), respectivamente. Del mismo modo, la optimizacion de los
protocolos de estimulacion ovarica y de las técnicas de laboratorio han
permitido un aumento sustancial y mantenido del rendimiento de las

TRAs en las ultimas décadas (Barnhart, 2014).

Consiste en la estimulacion ovarica controlada mediante la
administracién de gonadotropinas exogenas para lograr un desarrollo
multifolicular. Cuando se estima que los ovocitos son maduros, se
administra un farmaco para realizar la descarga ovulatoria, tras lo cual
se realiza una puncion folicular ecoguiada que tiene como objetivo
recolectar los ovocitos que se encuentran en el liquido folicular para
poder posteriormente inseminarlos in vitro con espermatozoides
procedentes de una muestra de semen capacitada, ya sea de la pareja o

de un donante andénimo.

Si la fecundacion ocurre correctamente, al cabo de dos a cinco dias
podremos transferir embriones dentro del atero. En el caso de que se
realice un ciclo en fresco, el o los embriones se transfieren dentro del

utero y, si hay embriones sobrantes, se procede a la criopreservacion
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de los mismos para una posterior transferencia de embriones

criopreservados.

En el caso de que no sea deseable la realizacién de un ciclo en fresco,
se procede a la criopreservacion de toda la cohorte embrionaria, para
realizar una posterior transferencia de embriones criopreservados, lo

cual se conoce como ciclo segmentado o “freeze-all”.

1.3.1 Hiperestimulacion ovarica controlada y receptividad

endometrial
La HOC consiste en la administracién de gonadotropinas exdgenas, ya
sean de origen urinario o recombinante, durante un ciclo ovarico para
conseguir el desarrollo y posterior recuperacion de mas de un ovocito,
lo cual ha permitido aumentar significativamente la eficiencia de los

ciclos de FIV en la actualidad.

Sin embargo, este aumento en el rendimiento mediante la obtencion
de un desarrollo multifolicular se ha visto acompafado por un efecto
deletéreo de la HOC en la receptividad endometrial, lo cual podria
potencialmente explicar el menor rendimiento de en las transferencias
en fresco reportado en algunos articulos (Shapiro et al, 20m). Este
compromiso podria ser secundario al desplazamiento de la ventana de
implantacion que implicaria la ocurrencia de una asincronia entre el
desarrollo del embrion y la receptividad endometrial (Ubaldi et al,

1997; Kolibianakis et al, 2002).

Esta asincronia podria estar explicada, el menos en parte, por los

niveles suprafisiologicos de estradiol y elevaciones prematuras en los
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niveles de progesterona observados durante la HOC, que afectan el
patron de expresion génica del endometrio normal y ciclico (Check et
al, 1999; Horcajadas et al, 2005 and 2008; Simon et al, 2005; Haouzi et

al, 2009; Venetis et al, 2015 y 2016; Roque et al, 2015a).

1.4 Criopreservacion embrionaria

El aumento en el rendimiento observado por la ovulacion multiple sélo
es util en el contexto de la criopreservacion de embriones,
constituyéndose ésta en un componente esencial en los tratamientos
de reproduccidon asistida en la actualidad, dado que permite la
optimizacidn del rendimiento de un ciclo de FIV al disponer de mas
embriones de los que se pueden utilizar en un primer intento, realizar

mas transferencias y aumentar asi la tasa acumulada de gestacion.

El principio fundamental detras de la criopreservacion se basa en
preservaciéon de la viabilidad celular mediante la detencién del
desarrollo embrionario, lo que se consigue a través de aumentar la
viscosidad intra y extracelular a niveles en los que todos los procesos
quimicos y la difusion de moléculas se detienen. La congelacién resulta
en el cambio de estado de liquido a sélido alrededor de cierto punto
focal, con la consiguiente formacion de cristales de hielo que
convierten el agua en hielo, mientras las sales se quedan confinadas al

compartimento no congelado (Mazur P, 1963).

Sin embargo, son estos mismos fenomenos (formaciéon de hielo

intracelular y las altas concentraciones de sales), los cuales puede
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eventualmente danar al embrion incluso impidiendo su posterior
desarrollo normal (Shaw et al, 2003; Loutradi et al, 2008; Kleinhans y
Mazur, 2007). Para evitar este dafio, en las ultimas décadas hemos sido
testigos de constante desarrollo en el ambito tanto en la metodologia
de criopreservacion como en la efectividad de las sustancias

crioprotectoras usadas.

Los crioprotectores son sustancias que se agregan al medio de
congelacidon para facilitar la deshidrataciéon celular. Actian como
anticongelantes al interrumpir los enlaces de hidrégeno del agua y

existen dos tipos:

- Crioprotectores permeabilizantes, que entran en la célula,
desplazando el agua fuera de la misma (dimetil sulféxido,
etilenglicol, propanediol). Adicionalmente, estos
crioprotectores son capaces de compensar el aumento
intracelular de sales disminuyendo su efecto nocivo a altas

concentraciones.

- Crioprotectores no permeabilizantes, que permanecen fuera
de la célula y arrastran agua fuera de la misma por osmosis

(sacarosa).

La velocidad éptima de enfriamiento (o disminucion de la temperatura
a lo largo del tiempo) es especifica para cada tipo celular y depende de
la relacion entre su volumen vy el area de superficie, como también de

la permeabilidad de su membrana al agua y al crioprotector utilizado.
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1.4.1. Congelacioén lenta vs. vitrificacion.

Los métodos de criopreservacion pueden ser categorizados en
congelacion lenta y vitrificacion. El nacimiento del primer bebé
producto de una transferencia de embriones criopreservados mediante

congelacion lenta se reporto en los Paises Bajos en 1984 (Zeilmaker et

al, 1984).

El primer embarazo exitoso a partir de embriones vitrificados ocurrio
en 1990 (Gordts et al, 1990). Desde entonces se han descrito mejoras
significativas en la supervivencia post-descongelacion en ambas

técnicas (Edgar y Gook, 2012).

La congelacion lenta requiere cantidades relativamente bajas de
crioprotectores, velocidades bajas de enfriamiento y altas de
calentamiento; mientras que la vitrificacién utiliza concentraciones
altas de crioprotectores, y los procesos de enfriamiento y

calentamiento son rapidos.

Durante la congelacion lenta, la célula se deshidrata sin encogerse
excesivamente mediante la  exposicion a  crioprotectores
permeabilizantes, con lo cual el tiempo que permanece en condiciones

extracelulares hiperosmaticas es limitado.

La vitrificacion persigue alcanzar un estado celular similar al del cristal,
sin formacion de cristales de hielo dafiinos (Rall y Fahi, 1985; Shaw et
al, 1992). Esto se consigue sometiendo a la célula a un proceso de
deshidratacion extremo mediante la exposicion a concentraciones altas
de crioprotectores permeabilizantes y no permeabilizantes en el

contexto de una velocidad de enfriamiento ultra rapida a través de
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permitir el contacto directo del medio en el que se encuentra el

embridn con nitrogeno liquido (Vajta et al, 1998 y 2006).

Aunque la congelacion lenta sigue siendo el método predominante de
criopreservacion, en la daltima década se ha observado una creciente
tendencia a la utilizacion de la vitrificacién (Wong et al, 2014). Esto se
debe principalmente a que, en la actualidad, la vitrificacién se asocia
con mayores tasas de supervivencia, metabolismo y formacion de
blastocitos que la congelaciéon lenta (Balaban et al, 2008)
independientemente del método de vitrificacion utilizado (Fasano et
al, 2014). Es mas, de acuerdo con los datos publicados por Li, la
vitrificacion se asocia con un porcentaje mayor de ciclos en los cuales
es posible realizar transferencia embrionaria, mayores tasas de
embarazo clinico y de recién nacido vivo que la congelacion lenta (Li

et al, 2014).

Estos resultados implican que, segun los estandares de calidad
vigentes, la vitrificacion permite tasas de supervivencia y desarrollo
embrionarios comparables a los del cultivo embrionario en fresco
(Debrock et al, 2015), lo que ha permitido -desde el punto de vista
técnico- el desarrollo del concepto de “freeze-all” o la segmentacion de
ciclo de FIV, con vitrificacion electiva de todos los embriones de la
cohorte. Actualmente podemos reservar los mejores embriones para
una transferencia diferida, sin exponernos a comprometer la tasa de
éxito al transferirlos a un ambiente endometrial subéptimo producto
del eventual efecto deletéreo de la HOC observado en los ciclos en

fresco.
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1.5. Sindrome de Hiperestimulacién Ovarica

El sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO) es una complicacion
iatrogénica poco frecuente pero potencialmente letal de la HOC.
Ocurre caracteristicamente durante la fase latea temprana y/o durante
el inicio de la gestacion tras la hiperestimulacion ovaricay, en su forma
moderada o severa, afecta entre el 1% y 5% de los ciclos de FIV, aunque
sus formas mas leves pueden estar presentes en el 20%-30% de los

mismos (Steward et al, 2014).

La presentacion clinica habitual incluye un espectro de sintomas y
signos, tales como aumento del tamafo ovarico, presencia de ascitis,
hemoconcentracion, hipercoagulabilidad y desbalance electrolitico. La
gravedad de la sintomatologia permite clasificarlo en leve, moderado,
severo o critico, mientras que el momento de presentacion lo divide en
precoz o tardio. En sus variantes mds severas puede llevar a
complicaciones graves como derrame pleural, insuficiencia renal aguda

y tromboembolismo venoso.

El desencadenante final del SHO es accién de la gonadotropina
corionica humana (hCG). Esta hormona, que tiene actividad de
hormona luteinizante (LH) pero con potencia bioldgica cinco veces
mayor y una vida media mas prolongada, puede afectar durante su
administracién exdgena para la maduracion ovocitaria final o bien a
través de su produccion endogena si se consigue la gestacién tras la

transferencia embrionaria en los ciclos en fresco.
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El SHO suele ser una condicion autolimitada, que tipicamente se
resuelve con la llegada de la siguiente menstruacion. Sin embargo, en
las pacientes que se embarazan, los niveles crecientes de hCG
continuan estimulando a los ovarios, y los sintomas pueden extenderse

hasta el final del primer trimestre de la gestacion.

Fisiopatologicamente, se caracteriza por vasodilatacién arteriolar y
aumento de la permeabilidad capilar, lo que facilita un movimiento de
fluidos entre el compartimiento intra y extravascular y desencadena
hiponatremia hipovolémica y hemoconcentracion. Estos cambios
estan mediados por la accion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEFG), el cual también participa en el crecimiento folicular,
la funcion del cuerpo lateo, angiogénesis y estimulacion del endotelio

vascular (Soares et al, 2008).

El SHO precoz se inicia tipicamente entre 3-7 dias después de la
administracién de la hCG por la accion directa de ésta sobre los ovarios

previamente estimulados.

La forma tardia se inicia a partir de dos semanas tras la administracion
de hCG exdgena, en las pacientes que han conseguido gestacion y se
debe a la produccion endégena de hCG por parte del trofoblasto. Si ya
existe SHO precoz, éste persiste o empeora clinicamente al mantenerse

el efecto de la hCG.

Con respecto a la gravedad, podemos clasificarlo en (Fiedler y Ezcurra,

2012):

- Leve: Distension abdominal, nduseas y vomitos leves, diarrea,
aumento del tamafio ovarico (habitualmente menor a 8 cm).
No se encuentran alteraciones importantes de laboratorio.
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Moderado: Los hallazgos de la forma leve, con evidencia
ecografica de ascitis. Suele cursar con hemoconcentracion

leve (hematocrito > 41%) y leucocitosis (> 15000).

Severo: Los hallazgos de las formas leve y moderada con
evidencia clinica de ascitis, hidrotérax, disnea, oligoanuria,
nduseas y vomitos importantes. Suele encontrarse importante
hemoconcentracion (hematocrito > 55%), leucocitosis por
encima de 25000 cél/mL, aclaramiento de creatinina por
debajo de 50 ml/min, creatinina > 1.6 mg/dL, hiponatremia,

hiperkalemia, elevacion de las transaminasas.

Critico: hipotension periférica y central, derrame pleural,
aumento de peso rapido (>1kg/dia), sincope, dolor abdominal
severo, trombosis venosa, fallo renal agudo/anuria, arritmias,
tromboembolismo, derrame pericardico, trombosis arterial,
hidrotérax masivo, sindrome de distrés respiratorio del
adulto, sepsis. Los parametros de laboratorio estan

francamente alterados.

El equilibrio entre optimizar los resultados reproductivos y la
seguridad de las pacientes es, sin duda, la principal prioridad en
reproduccién asistida. Afortunadamente, contamos con herramientas
que nos permiten virtualmente eliminar el riesgo de ocurrencia de esta

potencialmente letal complicacion, herramientas que fueron
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inicialmente recogidas bajo el concepto de “Clinica libre de SHO”

(Devroey et al, 2011).

Esta estrategia incluye la segmentacion del ciclo de FIV y consiste en la
optimizacion de la estimulacién ovarica mediante la utilizacién de
antagonistas de la GnRH para la desensibilizacion hipofisiaria y
prevencidon de luteinizacion prematura durante la HOC, evitar la
descarga ovulatoria con hCG sustituyéndola por agonistas de la GnRH
(segmento A), la vitrificacion de embriones u ovocitos segiin sea
necesario (segmento B) y posteriormente la transferencia diferida de
embriones a un endometrio receptivo, no estimulado mediante un

ciclo natural o artificial de preparacién endometrial (segmento C).

1.6. Resultados obstétricos y perinatales

Los primeros datos respecto de los resultados obstétricos y perinatales
de las transferencias embrionarias de embriones frescos o
criopreservados hablan de una menor incidencia de bajo peso al nacer
y parto de pretérmino (Shih et al, 2008) en las criotransferencias. Del
mismo modo, el riesgo de complicaciones maternas tales como
placenta previa (Healy et al, 2010) o gestacion extrauterina (Londra et
al, 2015) parece ser inferior en las criotransferencias comparadas con

los ciclos en fresco.

Un primer meta-analisis por Maheshwari en 2012 apuntaba en la misma
direccion y, mas aun, la los estudios poblacionales publicados hasta la

fecha no han reportado diferencias significativas en anomalias
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congénitas entre los nifios nacidos de embriones frescos y vitrificados,
ni tampoco en la salud general de los mismos tras tres afnos de
seguimiento pediatrico en dos estudios retrospectivos en Finlandia

(Pelkonen et al, 2014 y 2015).

Con respecto a la experiencia local, un estudio reciente publicado por
la Unidad de Medicina Reproductiva del Hospital del Mar, en
Barcelona, constato al analizar mas de 14000 ciclos del registro catalan,
que las transferencias de embriones en fresco de ciclos autélogos se
asociaban con mayor riesgo de ser pequeiios para la edad gestacional y
menor peso al nacer (Vidal et al, 2017) sin embargo, este riesgo no
existia en los ciclos de donacion de ovocitos, apuntando a que estos
resultados perinatales se ven negativamente afectados, al menos en
parte, por la hiperestimulacion ovarica controlada, variable que no

existe en los ciclos de ovodonacion (Vidal et al, 2017).

El mismo grupo que publico el meta-analisis en 2012 (Maheshwari et
al, 2012) ha publicado una actualizacion del mismo en 2018, incluyendo
26 estudios, del cual se desprende que los embarazos unicos
provenientes de embriones criopreservados tienen menor riesgo de
parto de pretérmino, bajo peso al nacer y de ser pequenos para la edad
gestacional, pero sufren mayor riesgo de sindromes hipertensivos del
embarazo (RR 1.29; IC 95% 1.07-1.56) y de ser grandes para la edad
gestacional, sin diferencias en la mortalidad perinatal, anomalias
congénitas, necesidad de ingreso a unidades de cuidados intensivos

neonatales o hemorragia anteparto (Maheshwari et al, 2018).

De especial importancia es la asociacidon entre las transferencias de

embriones criopreservados y la ocurrencia de sindromes hipertensivos
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del embarazo, especificamente preeclampsia (RR 3.13; IC 95% 1.06-9.3)
(Wei et al, 2019) por su gran impacto en la morbimortalidad perinatal.
Sin embargo, la evidencia disponible apunta a que este aumento en la
probabilidad de sufrir preeclampsia, en comparacion con los ciclos en
fresco, estaria determinada por la preparacién endometrial mas que
por el efecto de la HOC, siendo este riesgo significativamente mayor
en los ciclos artificiales en los que no existe presencia de cuerpo luteo

(Von Versen-Hoynck et al, 2019).

Las gestaciones provenientes de embriones criopreservados tienen
mejores resultados obstétricos y perinatales cuando la preparacion
endometrial se realiza mediante ciclos naturales o estimulados, en

comparacion con los ciclos artificiales (Ginstrom Ernstad et al, 2019).

Por lo tanto, en términos generales, la transferencia de embriones
procedentes de criopreservacion es una técnica que puede considerarse

segura en relacion con las complicaciones obstétricas y perinatales.

1.7 Resultados reproductivos

El namero de ciclos de criotransferencias embrionarias autologas ha
aumentado a gran velocidad en los ultimos diez afos. De acuerdo con
los registros europeos, la proporcion general de criotransferencias en
relacion con los ciclos en fresco fue del 32.3% (28% en 2010), pero en
otros paises -como Suiza- esta proporcion supera el 80% de acuerdo
con datos del registro de la ESHRE (Sociedad Europea de Reproduccién

Humana y Embriologia) (De Geyter et al, 2018), mientras que la
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proporcion de ciclos en los que se realiza transferencia en fresco ha
alcanzado un plateau o, en algunos paises, incluso ha disminuido de
acuerdo a algunos reportes (Shapiro et al, 2014). Este incremento ha
traido consigo un aumento de las tasas de recién nacido vivo por
criotransferencia, especialmente en mujeres de 35 aflos o0 menos, hasta
valores que son comparables o en algunos casos superiores que los

ciclos en fresco (Shapiro et al, 2011 y 2014).

Aunque la evidencia publicada parecia mostrar una tendencia
beneficiosa a la segmentacion electiva de los ciclos de FIV, durante
bastante tiempo la idea de aplicar esta estrategia en forma universal ha
sido controversial, dado que evidencia de calidad, proveniente de
estudios aleatorizados y controlados (RCTs) no ha estado disponible
sino hasta muy recientemente y ha habido preocupaciéon en el mundo
cientifico por la forma de reportar los datos y los resultados (Doody,
2014) y sobre la relaciéon coste-efectividad de la estrategia en si misma

(Shapiro et al, 2014; Roque M, 2015b).

El primer meta-analisis publicado sobre el tema mostraba mayor tasa
de embarazo clinico tras una estrategia de freeze-all (Roque et al, 2013)
ha sido revisado criticamente y, desde entonces, se han publicado una

serie de articulos sobre el tema.

Una revision Cochrane (Wong et al, 2017), que incluyé 4 ensayos
clinicos aleatorizados y controlados, no mostré diferencias
estadisticamente significativas en la tasa acumulada de recién nacido
vivo (cCRNV) entre pacientes que recibieron transferencia en fresco y
quienes segmentaron sus ciclos aunque, en un analisis suplementario,

la tasa de nacido vivo (RNV) tras la primera transferencia fue
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significativamente mas alta en el grupo de freeze-all,
independientemente del estadio de desarrollo embrionario al

momento de la transferencia (OR 1.34; CI 95% 1.12-1.61).

Tras este estudio, dos RCTs han mostrado que -en mujeres ovulatorias,
de buen prondstico- la segmentacién electiva del ciclo de FIV es como
minimo igual de eficaz que realizar una transferencia en fresco, pero
mas segura (Shi et al, 2018 y Vuong et al, 2018). Sin embargo, la media

de edad de estas pacientes era de 28.5+3 y 32+4 afos, respectivamente.

Finalmente, en los ultimos meses se han publicado dos nuevos meta-
andlisis comparando resultados reproductivos de ciclos en fresco y

segmentados.

En el primer trabajo, de Roque et al., en el que se incluyeron once
estudios aleatorizados y controlados, la tasa de nacido vivo fue
significativamente mas alta en el grupo segmentado en pacientes
hiperrespondedoras, sin diferencias en normorrespondedoras ni en la
tasa acumulada de nacido vivo en la poblacion en general (Roque et al,
2019). Sin embargo el riesgo de SHO era inferior en el grupo

segmentado.

En el meta-andlisis de Bosdou et al, que incluyo 8 estudios
aleatorizados y controlados, se concluye que la probabilidad de un
nacido vivo era estadisticamente superior durante la primera
transferencia de embriones en los ciclos segmentados en pacientes con
hiperrespuesta, pero este indicador no experimentaba diferencias
significativas en normorrespondedoras (Bosdou et al, 2019). El riesgo
de SHO era significativamente inferior en el grupo segmentado

independientemente de la respuesta ovocitaria.
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2. Justificacion del estudio

De todo lo anteriormente expuesto se desprende que, en la actualidad,
si bien los resultados de los estudios recientemente publicados han
dado muchas luces respecto de la poblacién que se beneficiaria de una
estrategia de segmentacion de ciclos de FIV, solo parece indiscutible la

indicacion para las siguientes situaciones clinicas:
- Prevencion del Sindrome de Hiperestimulacion Ovarica.

- Presencia o sospecha de anormalidades endometriales al

momento de la recuperacion ovocitaria.
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- Necesidad de otras intervenciones tales como la realizacion
de Diagndstico Genético Preimplantacional (PGT) o

estudios de receptividad endometrial.

Por lo tanto, la extrapolacién de estas indicaciones a la poblacion
universal no esta suficientemente respaldada por la evidencia cientifica

disponible.

Sin embargo, la mayoria de los estudios publicados y en curso se han
centrado en la cantidad de ovocitos recuperados (Polyzos et al, 2018)
como forma de estratificar a las pacientes y valorar la efectividad de la
segmentacion como estrategia para mejorar los resultados

reproductivos, no teniendo en cuenta la edad de las pacientes.

En este respecto, reportes preliminares han sugerido que una estrategia
de freeze-all podria mejorar las tasas de éxito en mujeres de edad
avanzada (Lopez et al, 2016; Santiestevan et al, 2016). Por lo tanto, el
primer objetivo de esta tesis doctoral es responder a la siguiente

pregunta:

;Podria tener la estrategia de segmentacién del ciclo de FIV,
conocida como Freeze-all, alguin impacto en los resultados

reproductivos de mujeres de distintos grupos de edad?

Ademas, si estamos suponiendo que la superovulacion podria tener un
efecto deletéreo sobre los resultados reproductivos, no quedaba claro
en la literatura disponible cuanto tiempo tarda el endometrio en

recuperar su patron de receptividad funcional tras la HOC.
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Tradicionalmente, las criotransferencias de embriones se realizan
entre uno y dos meses después de la recuperacion ovocitaria (Shapiro
et al, 2015) y retrasar electivamente la transferencia de los embriones
podria aumentar los niveles de estrés y ansiedad que ya sufren los

pacientes durante la realizacion de un ciclo de FIV estandar.

Datos sobre cual es el mejor momento para realizar la criotransferencia
embrionaria en un ciclo segmentado no estuvieron disponibles hasta
la publicacion en Human Reproduction del segundo estudio incluido

en esta tesis (Lattes et al, 2017), en el cual la pregunta a responder fue:

;Cudl es el mejor momento para realizar la primera
criotransferencia embrionaria de un ciclo segmentado para

optimizar la tasa de nacido vivo?
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3. Materiales y métodos

3.1. Resultados reproductivos de la primera
transferencia embrionaria en fresco vs. ciclo

segmentado.

Corresponde a un estudio retrospectivo de 1882 pacientes que
realizaron su primer ciclo autdlogo de FIV entre enero de 2013 y enero
de 2016. Analizamos los resultados de la primera transferencia
embrionaria de estos ciclos, comparando entre los que realizaron una

transferencia en fresco (grupo FRESCO, 1412 pacientes) y aquellos que
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fueron sometidos a un ciclo segmentado (Freeze-all) en el cual no se
realizéd transferencia en fresco y toda la cohorte embrionaria fue
vitrificada, por lo tanto, su primera transferencia fue de embriones

congelados (grupo CONGELADO, 470 pacientes).

3.1.1 Poblacion de estudio.

Se incluyeron mujeres premenopausicas entre 20 y 44 afios de edad que
fueran a realizar su primer ciclo autdlogo de FIV, utilizando semen de

su pareja o de un donante anénimo.
Criterios de exclusion:

- Indice de masa corporal de mas de 30 kg/m?>

- Presencia de patologias endocrinas no compensadas en la mujer

- Presencia de anomalias uterinas en la mujer

- Presencia de enfermedades autoinmunes o metabdlicas en
cualquier miembro de la pareja

- Cariotipo alterado en cualquier miembro de la pareja

- Evidencia de alteraciones meidticas o cromosomas en los
espermatozoides (diagnosticadas a través de estudio de meiosis
en biopsia testicular o FISH en espermatozoides)

- Necesidad de utilizar espermatozoides de origen testicular

- Ciclos con diagnostico genético preimplantacional

- Participacion, dentro de los seis meses previos, en algiin ensayo

clinico con medicamentos
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La posibilidad de segmentar el ciclo se planted en las siguientes

situaciones:

- Prevencion de SHO (mas de 15 foliculos al momento de la
descarga ovulatoria, estradiol = 5000 pg/ml)
- Endometrio desfavorable al momento de la recuperacion
ovocitaria
» Grosor endometrial inferior a 7 mm.
» Patron endometrial a la ecografia compatible con fase
secretora, segun descripcion de Grunfeld (Grunfeld et al,
1901).
» Presencia de patologia endocavitaria (polipo endometrial,
mioma submucoso, etc.)
» Progesterona sérica > 1.5 ng/ml al momento de la descarga
ovulatoria

- Deseo de optimizar resultados o preferencia de los pacientes

3.1.2 Protocolos de estimulacion ovarica controlada

La estimulacion ovarica se llevd a cabo mediante gonadotropinas

exogenas utilizando dos protocolos posibles:

- Protocolo corto con antagonistas de la GnRH en pauta flexible,
con inicio de las gonadotropinas el segundo dia de ciclo y
agregando el antagonista cuando el foliculo mayor alcanzo los 14

mm. de didmetro mayor.
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- Protocolo largo con agonistas de la GnRH, con inicio del agonista
en fase mesolutea del ciclo menstrual previo, y agregando

gonadotropinas a partir del segundo dia de ciclo.

El criterio para descarga ovulatoria fue la presencia de foliculos de mas
de 17 mm de diametro, y se realizo mediante la administracién de 250
ug de hCG recombinante (Ovitrelle®, Merck Serono, Italia) o0 0.3 mg de
Triptorelina (Decapeptyl®, Ipsen Pharma Biotech, Francia),

dependiendo del protocolo de estimulaciéon ovarica utilizado.

La recuperacion ovocitaria se realizé 36 horas después de la descarga
ovulatoria, mediante aspiracion folicular vaginal ecoguiada. Los
ovocitos obtenidos se incubaron durante 4 horas antes de ser
inseminados mediante fecundacion in vitro convencional o
decumulados para la realizacion de microinyeccion espermatica (ICSI).
Las muestras de semen fueron capacitadas utilizando gradientes de

densidad (PureSperm®, Nidacon Internacional AB, Suecia).

Los embriones se cultivaron en gotas individuales de medio
Lifeglobal®, suplementado con proteinas. Se realizé una categorizacion
de los embriones siguiendo las guias de valoracion morfoldgica de
ovocitos, embriones y blastocitos de la Sociedad Espaiiola de Biologia
de la Reproduccion (ASEBIR, III cuadernos de embriologia clinica,
tercera edicion, 2015). Esta clasificacion divide los embriones en estadio
de clivaje en 4 categorias (A, B, C, D) de acuerdo con el numero y
simetria de los blastomeros, y el grado de fragmentacion, considerando

Ay B como embriones de calidad alta. Para blastocitos, la clasificacion
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tiene en cuenta el grado de expansion y las caracteristicas de la masa

celular interna y del trofectodermo (Gardner et al, 2000).

En el grupo FRESCO, se realizd transferencia de 1, 2 6 3 embriones en
dias 2, 3 6 5 de desarrollo embrionario. En los ciclos del grupo
CONGELADO se congelaron todos los embriones de la cohorte en dia
2,3 0 5 de desarrollo, en un sistema de vitrificacion cerrado (CryoTip®,
Irvine Scientific, EEUU). La criotransferencia de 1, 2 ¢ 3 embriones se
realizd un dia después de la descongelacion en el caso de embriones en

estadio de clivaje (dia 3/4) o tras dos horas en el caso de blastocitos.

La preparacion endometrial para las transferencias de embriones
congelados se realizé mediante un ciclo artificial con estrogenos
transdérmicos (Estradiol hemihidrato 150 mg cada 48 horas; Evopad®
Jannsen, Espafia) u orales (Estradiol valeriato 6mg/dia; Meriestra®

Novartis Farmacéutica, Espafia).

El soporte de fase lutea fue comun para ambos grupos y consistio en la
administracion de progesterona micronizada vaginal en dosis de 600
mg/dia (Utrogestan®, SEID, Espafia). Este soporte se mantuvo durante
todo el primer trimestre del embarazo hasta abril del 2015, limitandose
hasta las 9-10 semanas de gestacion con posterioridad a esa fecha

(Giorlandino et al, 2015).

3.1.3 Analisis estadistico

Los objetivos de este estudio fueron:

- Principal: tasa de recién nacido vivo (RNV).
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- Secundarios: tasa de embarazo, tasa de embarazo clinico, tasa de

aborto.

Embarazo se define como una prueba de embarazo positiva en sangre,
realizada 15 dias después de la puncion folicular en los ciclos en fresco,
o en el dia 15 de desarrollo embrionario en las criotransferencias.
Embarazo clinico se define como la presencia de saco gestacional
intrauterino en el que se visualiza embriéon con actividad cardiaca
presente, evaluado mediante ecografia a las 7 semanas de gestacion.
Aborto se refiere a la pérdida reproductiva que ocurre antes de las 20
semanas de gestacion y la tasa de recién nacido vivo se refiere al

numero de partos por transferencia embrionaria realizada.

El calculo del tamafio muestral se llevd a cabo teniendo como
referencia una tasa de nacido vivo poblacional del 25% y buscando
detectar una diferencia del 30% en dicha tasa (8 puntos porcentuales,
33%). En este contexto, aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo
beta de 0.2 en un contraste bilateral, se precisan 1412 ciclos en fresco y
423 ciclos segmentados para detectar una diferencia significativa en el
riesgo relativo. Se ha estimado una tasa de pérdidas de seguimiento del

10%. Se ha utilizado la aproximacion de POISSON.

El analisis de los datos se realizo tanto en la poblacién general como
luego de estratificar a las pacientes en tres categorias de edad para

estudiar el impacto de ésta en los resultados reproductivos:

- Mujeres menores de 35 afnos

- Mujeres entre 35 y 38 afos de edad
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- Mujeres de mas de 38 afios

Se utilizd el software IBM SPSS Statistics 20 (SPSS Inc., EEUU) para
realizar una comparativa de variables cuantitativas a través de la
prueba t de Student, mientras que las variables categdricas se
compararon mediante un andlisis de X*. Las diferencias fueron
consideradas estadisticamente significativas si el valor de p era inferior

a 0.05.

También se llevo a cabo un analisis multivariado de regresion logistica
para determinar aquellas variables que podrian asociarse
independientemente con los objetivos del estudio y afectar a los

resultados. Se incluyeron en este andlisis las siguientes variables:

- Numero de ovocitos recuperados
- Numero de embriones transferidos (2-3 vs 1)
- Dia de desarrollo embrionario al momento de la transferencia

- Farmaco utilizado durante la descarga ovulatoria

- Tipo de ciclo (FRESCO vs CONGELADO)

3.2 Determinacion del momento 6ptimo para realizar
la primera transferencia embrionaria en pacientes

sometidas a la estrategia Freeze-all.

Para este estudio retrospectivo se incluyeron pacientes que realizaron

su primer ciclo de FIV autdlogo en el que se realizé una estrategia de
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Freeze-all y se vitrificaron todos los embriones de la cohorte para una

futura criotransferencia de embriones.

3.2.1 Poblacion de estudio

Se incluyeron 512 mujeres premenopausicas entre 20y 45 afios de edad,
con cariotipo normal, que utilizaran semen de su pareja o de un
donante anonimo. Los grupos de estudio incluyeron a las pacientes que
realizaron la transferencia en el ciclo inmediatamente posterior a la
puncion folicular (CICLO1) y aquellas en las que la transferencia se

realizé a partir del segundo ciclo menstrual (CICLO=>2).

Criterios de exclusion:

- Indice de masa corporal de mas de 30 kg/m?>.

- Presencia de patologias endocrinas no compensadas en la mujer.

- Presencia de anomalias uterinas en la mujer.

- Presencia de enfermedades autoinmunes o metabolicas en
cualquier miembro de la pareja.

- Cariotipo alterado cualquier miembro de la pareja.

- Evidencia de alteraciones meidticas o cromosomas en los
espermatozoides (diagnosticadas a través de estudio de meiosis
en biopsia testicular o FISH en espermatozoides).

- Necesidad de utilizar espermatozoides de origen testicular.

- Ciclos con diagnostico genético preimplantacional.

- Participacion, dentro de los seis meses previos, en algin ensayo

clinico con medicamentos.
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La posibilidad de segmentar el ciclo se plante6 en las siguientes

situaciones:

- Prevencion de SHO (mas de 15 foliculos al momento de la
descarga ovulatoria, estradiol = 4500 pg/ml)
- Endometrio desfavorable al momento de la recuperacion
ovocitaria
» Grosor endometrial inferior a 7 mm.
» Patréon endometrial a la ecografia compatible con fase
secretora, segun descripcion de Grunfeld (Grunfeld et al,
1901).
» Presencia de patologia endocavitaria (pdlipo endometrial,
mioma submucoso, etc.)
* Progesterona sérica > 1.5 ng/ml al momento de la descarga
ovulatoria

- Deseo de optimizar resultados o preferencia de los pacientes

3.2.2 Protocolos de estimulacion ovarica y preparacion

endometrial

La estimulacién ovarica se llevdo a cabo mediante gonadotropinas

exogenas utilizando dos protocolos posibles:

- Protocolo corto con antagonistas de la GnRH en pauta flexible,
con inicio de las gonadotropinas el segundo dia de ciclo y
agregando el antagonista cuando el foliculo mayor alcanzo los 14

mm. de didmetro mayor.

49



- Protocolo largo con agonistas de la GnRH, con inicio del agonista
en fase mesolutea del ciclo menstrual previo, y agregando

gonadotropinas a partir del segundo dia de ciclo.

La descarga ovulatoria se realizé cuando se constatara la presencia de
foliculos de mas de 17 mm de didmetro, mediante la administracion de
250 pg de hCG recombinante (Ovitrelle®, Merck Serono, Italia) o de 0.3
mg de Triptorelina (Decapeptyl®, Ipsen Pharma Biotech, Francia),

dependiendo del protocolo de estimulacion ovarica utilizado.

Se realizo la punciéon folicular 36 horas después de la descarga
ovulatoria, mediante aspiracion folicular vaginal ecoguiada. Los
ovocitos obtenidos se incubaron durante 4 horas antes de ser
inseminados mediante fecundacion in vitro convencional o
decumulados para ICSI. Las muestras de semen se capacitaron

mediante gradientes de densidad (PureSperm®, Nidacon Internacional

AB, Suecia).

El cultivo embrionario se realizé en gotas individuales de medio
Lifeglobal®, suplementado con albumina. Se categorizaron los
embriones siguiendo las guias de evaluacion morfologica de ovocitos,
embriones y blastocitos de la Sociedad Espafiola de Biologia de la
Reproducciéon (ASEBIR, III cuadernos de embriologia clinica, tercera
edicidn, 2015), la cual clasifica los embriones en células en 4 categorias
(A, B, C, D) de acuerdo con el numero y simetria de los blastémeros y
el grado de fragmentacion. Se consideraron las categorias A y B como

embriones de calidad 6ptima.
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En ambos grupos de estudio, se congelaron todos los embriones de la
cohorte en dia 2 6 3 de desarrollo, en un sistema de vitrificacion cerrado
(CryoTip®, Irvine Scientific, EEUU). La transferencia de 1, 2 ¢ 3

embriones se realizo un dia después de la descongelacion (dia 3/4).

La preparacion endometrial para las transferencias de embriones
congelados se realizo mediante un ciclo artificial con estrégenos
transdérmicos (Estradiol hemihidrato 150 mg cada 48 horas; Estradot®
Novartis Pharma, Alemania) u orales (Estradiol valeriato 6mg/dia;

Meriestra® Novartis Farmacéutica, Espania).

El soporte de fase lttea consistio en la administracién de progesterona
micronizada vaginal en dosis de 600 mg/dia (Utrogestan®, SEID,
Esparia). Este soporte se mantuvo durante todo el primer trimestre del
embarazo hasta abril del 2015, limitandose hasta las 9-10 semanas de

gestacion con posterioridad a esa fecha (Giorlandino et al, 2015).

3.2.3 Anadlisis estadistico

Los objetivos de este estudio y se calcularon por transferencia

realizada. Estos fueron:

- Principal: tasa de recién nacido vivo (RNV).
- Secundarios: tasa de implantacion (dicotomizada en > 50% vs.
<50%), tasa de embarazo, tasa de embarazo clinico, tasa de

aborto.

Implantacion se define como la razon entre el niimero de embriones

transferidos y el niimero de sacos gestacionales documentados por
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ecografia. Embarazo se define como una prueba de embarazo positiva
en sangre, realizada en el dia 15 de desarrollo embrionario en las
criotransferencias. Embarazo clinico se define como la presencia de
saco gestacional intrauterino en el que se visualiza embrion con
actividad cardiaca presente, evaluado mediante ecografia a las 7
semanas de gestacion. Aborto se refiere a la pérdida reproductiva que
ocurre antes de las 20 semanas de gestacion y la tasa de recién nacido
vivo se refiere al numero de partos por transferencia embrionaria

realizada.

Para el calculo del tamafio muestral, aceptando un riesgo alfa de o.o5y
un riesgo beta de 0.2 en un contraste bilateral, se precisan 234 pacientes
en cada grupo de estudio para detectar una diferencia del 15% riesgo
relativo minimo asumiendo una tasa de nacido vivo promedio
poblacional del 25%. Se ha estimado una tasa de pérdidas de

seguimiento del 10% y se ha utilizado la aproximacion de POISSON.

El analisis de datos se realizo utilizando el software IBM SPSS Statistics
20 (SPSS Inc., EEUU). Las variables cuantitativas se compararon a
través de la prueba t de Student, mientras que las variables categdricas
se compararon mediante un andlisis de X*. Las diferencias fueron
consideradas estadisticamente significativas si el valor de p era inferior

a 0.05.

Ademas, se llevo a cabo un analisis multivariado de regresion logistica
para determinar aquellas variables que podrian asociarse
independientemente con la probabilidad de embarazo, aborto y RNV
y, por lo tanto, afectar a los resultados. Se incluyeron en este analisis

las siguientes variables:
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Edad materna (categorizada en < 35 afios, 35-40 afios, > 40 afnos,
para tener en cuenta relaciones no lineales)

Numero de ovocitos recuperados

Numero de embriones transferidos (2-3 vs 1)

Dia de desarrollo embrionario al momento de la transferencia
(+4 vs +3)

Farmaco utilizado durante la descarga ovulatoria (agonista vs.
hCG)

Indicacion de Freeze-all (riesgo SHO, endometrio subdptimo,
electivo)

Tipo de preparacion endometrial utilizada (estrégenos
transdérmicos vs orales)

Ciclo en el que se realiz¢ la transferencia tras la puncidn folicular

(CICLO 1vs CICLO=2)
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4. Objetivos y finalidad del estudio

41 Resultados reproductivos de la primera
transferencia embrionaria en fresco vs. ciclo

segmentado.

4.1.1 Hipotesis

Las pacientes de edad reproductiva avanzada habitualmente tienen
una reserva ovarica disminuida y una calidad ovocitaria subdptima.

Habitualmente realizan transferencia de sus mejores embriones en

55



fresco, lo que les expone a la ocurrencia de asincronia entre el embrion
y endometrio. Debido a esto, la primera hipétesis de trabajo de esta

tesis es:

“Segmentar el ciclo de FIV en pacientes de edad avanzada permitiria
evitar una potencial asincronia embrion-endometrio y, por lo tanto,

dar mejores tasas de nacido vivo que la transferencia en fresco.”

4.1.2 Objetivos

a) ;Es la edad es un factor determinante e independiente sobre
la tasa de nacido vivo, a tener a considerar en la toma de
decision de la segmentacion de un ciclo?

b) ;Es la edad un factor determinante e independiente sobre la
tasa de embarazo clinico, a tener a considerar en la toma de
decision de la segmentacion de un ciclo?

c) ¢Es la edad un factor determinante e independiente sobre la
tasa de aborto, a tener a considerar en la toma de decisién de

la segmentacién de un ciclo?
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4.2 Determinacion del momento optimo para realizar
la primera transferencia embrionaria en pacientes

sometidas a la estrategia Freeze-all

4.2.1 Hipotesis

La evidencia cientifica disponible sobre el tiempo que tarda el
endometrio en volver a su estado receptivo normal previo a la HOC es
escasa, por lo que no hay consenso en cudl es el mejor momento para
realizar la primera criotransferencia en un ciclo de FIV segmentado, a
pesar de lo cual la mayoria de las veces se espera mas de un ciclo
menstrual para realizarla. Por lo tanto, la segunda hipoétesis de trabajo

de esta tesis es:

“Realizar la primera criotransferencia en un ciclo menstrual
posterior al primer ciclo tras la recuperacién ovocitaria da mas
probabilidades de conseguir un recién nacido vivo ya que
permite tener mas tiempo para que se recupere el estado basal

receptivo del endometrio alterado por la HOC.”

4.2.2 Objetivos

a) ;El tiempo entre la HOC y la primera criotransferencia
embrionaria en un ciclo segmentado tiene influencia en la tasa

de nacido vivo?
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b) ;El tiempo entre la HOC y la primera criotransferencia
embrionaria en un ciclo segmentado tiene influencia en la tasa
de embarazo clinico?

c) El tiempo entre la HOC y la primera criotransferencia
embrionaria en un ciclo segmentado tiene influencia en la tasa

de aborto?
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5. Resultados

51 Resultados reproductivos de la primera
transferencia embrionaria en fresco vs. ciclo

segmentado.

5. 1. 1 Poblacidn global del estudio.

Con respecto a la poblacién global del estudio (antes de estratificar por
edad), la edad de las participantes fue de 36.8 + 4.1 afos (media +

desviacion estandar).

La descarga ovulatoria se llevé a cabo con agonistas de la GnRH en el

14.6% de los ciclos (214 pacientes, todas ellas en el grupo
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CONGELADO), utilizdndose hCGr en el 85.4% restante (1608 ciclos).
Todas las pacientes que recibieron una transferencia en fresco fueron

descargadas con hCGr.

Se recuperaron una media de 9.95 + 6.7 ovocitos en global. Se utilizo
semen de donante en 10% de los ciclos (188 ciclos), proporcién que se

mantuvo constante en ambos grupos de estudio.

La media de embriones utiles para este grupo fue de 6.32 + 4.65
embriones por ciclo, de los cuales se transfirieron un total de 3167
embriones en la primera transferencia. El 64% de los embriones
transferidos (2033 embriones) correspondian a embriones de calidad

»

“top”.

Para las pacientes del grupo CONGELADO, la preparacion endometrial
se llevo a cabo mediante un ciclo natural modificado en el 17.7% de los
casos. El 82.3% restante (387 ciclos) realizaron un ciclo artificial con
estrogenos. La mayoria de las pacientes utilizd estrogenos
transdérmicos (58.7%, 227 ciclos), mientras que el 41.3% restante (160

ciclos) utilizo estrégenos orales.

Las pacientes del grupo CONGELADO realizaron la transferencia
embrionaria una media de 50.5 + 36.5 dias después de la recuperacion
ovocitaria. En cambio, las pacientes del grupo FRESCO se transfirieron

tras una media de 2.7 + 0.6 dias.

La media de embriones transferidos fue de 1.69 + 0.54 en global, siendo
predominantes las transferencias de dos embriones (61.1%, 1150 ciclos),
seguidas de las transferencias de embrién tunico (35.1%, 660 ciclos). Se

transfirieron tres embriones en 72 ciclos (3.8%).
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La mayoria de las transferencias embrionarias se llevaron a cabo en dia
+3 (941 ciclos, 49.9%), se transfirieron embriones de dia +2 en el 28.4%
de los casos (534 ciclos) y de dia +4 en el 19.3% (363 ciclos). Las
transferencias en estadio de blastocito fueron minoritarias, alcanzando

al 2.3% de los ciclos (44 pacientes).

Las caracteristicas demograficas y los resultados de Ila
hiperestimulacién ovarica controlada de la poblacién no estratificada,

para los distintos grupos de estudio estan recogidos en la Tabla I.

Con respecto al andlisis univariado de los resultados reproductivos en

la poblacioén sin estratificar, éstos estan recogidos en la tabla II.

De la poblacién global, 833 pacientes presentaron niveles positivos de
BhCG, lo que corresponde a una tasa de embarazo bioquimico del

44.3% por transferencia. Esta tasa fue significativamente mayor en el

grupo CONGELADO que en el grupo FRESCO.
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FRESCO CONGELADO
Tabla I. Poblacién total (n=1412) (n=470)
Edad, media (DS) 37.31(4.02) 35.32 (3.92) <0.001
N° ovocitos, media (DS) 7.85 (4.43) 16.26 (8.16) <0.001
N° embriones, media (DS) 4.97 (3.28) 10.36 (5.71) <0.001
Farmaco descarga, n (%) <0.001
hCG 1412 (100%) 196 (41.7%)
Agonista GnRH 0 (0.0%) 274 (58.3%)
Procedencia semen, n (%) 0.716
Pareja 1273 (90.2%) 421 (89.6%)
Donante 139 (9.8%) 49 (10.4%)
Embriones calidad top, n (%) 1500/2440 533/736 <0.001
(61.5%) (72.4%)
Embriones transferidos, media (DS) 1.73 (0.54) 1.57 (0.51) <0.001
1,1 (%) 453 (32.1%) 207 (44.0%)
2,n (%) 890 (63.0%) 260 (55.3%)
3, n (%) 69 (4.9%) 3 (0.6%)
Dia de transferencia, media (DS) 2.65 (0.55) 3.90 (0.46) <0.001
2,n (%) 534 (37.8%) 0 (0.0%)
3, n (%) 861 (61%) 80 (17.0%)
4,n (%) 0 (0.0%) 363 (77.2%)
5,n (%) 17 (1.2%) 27 (5.7%)

La tasa de embarazo clinico global fue del 37.1% en la poblacién global,

siendo significativamente mas alta en el grupo CONGELADO. Para el

objetivo principal del estudio, la tasa de nacido vivo, se mantiene la

tendencia, siendo ésta de 23.9% en global, de 33.4% en el grupo



CONGELADO vy 20.8% en el grupo FRESCO. No se observaron
diferencias significativas en la tasa de aborto entre los grupos, la cual

alcanzd el 16.4% en la poblacién general.

CONGELADO FRESCO OR
Tabla Il. Poblacion total p
(n=470) (n=1412) (C195%)
Beta positiva, n (%) 229 (48.7%) 604 (42.8%) 0.025 1.27(1.03, 1.56
Embarazo clinico, n (%) 196 (71.7%) 502 (35.6%) 0.017 1.30(1.05, 1.61
Nacido vivo, n (%) 157 (33.4%) 293 (20.8%) <0.001 1.92(1.52,2.41
Aborto, n (%) 72(15.3%)  237(16.8%) 045 0.90(0.67,1.20

Sin embargo, al realizar un anadlisis multivariado, corrigiendo por
factores confusores tales como edad de la mujer, farmaco utilizado para
la descarga ovulatoria, numero de ovocitos recuperados, estadio de
desarrollo embrionario al momento de la transferencia y numero de

embriones transferidos, no corroboramos esta tendencia favorable al

grupo CONGELADO.

En el caso del objetivo primario, el OR para lograr un recién nacido
vivo, al comparar el grupo CONGELADO con el grupo FRESCO, fue de
1.28 (IC 95% 0.89-1.84; p = 0.18), sin alcanzar significancia estadistica.
Tampoco tuvieron importancia significativa el farmaco de descarga
ovulatoria (OR agonista GnRH vs. hCGr de 1.33; IC 95% 0.88-2.02; p =
0.17), el mayor namero de ovocitos recuperados (log; OR 1.21; IC 95%
0.99-1.47; p = 0.06) ni el estadio de desarrollo embrionario durante la

transferencia (OR dia +4/+5 vs dia +2/+3 de 1.87; IC 95% 0.97-3.59; p =
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0.06). El tnico factor con impacto sobre la probabilidad de conseguir
un RNV en la poblacién general fue el ntimero de embriones

transferidos (1 vs 2-3; OR 0.53; IC 95% 0.41-0.68; p < 0.001).

El detalle de este andlisis puede encontrarse en la Tabla III.

Cl195%
OR Inferior Superior p
CONGELADO vs FRESCO 0.84  0.61 1.17 0.30
Agonista GnRh vs hCGr 148  1.00 218  0.049

Tabla Ill. Poblacion total

Beta
N Ovocitos (log) 116 0.99 1.37  0.071
positiva
TEendia4-5vs.dia2-3 274 1.41 5.31 0.003
N°® embriones TE (1vs 2-3) 0.50 0.41 062  <0.001
CONGELADO vs FRESCO 0.86  0.62 1.20 0.38
Agonista GnRh vs hCGr 132  0.89 1.95 0.17
Embarazo
o Ovocitos (log) 126 1.06 1.49  0.008
clinico

TEendia4-5vs.dia2-3 235 124 443  0.008
N° embriones TE (1vs 2-3) 0.56  0.45 0.69 <0.001
CONGELADO vs FRESCO 1.28  0.89 1.84 0.18
Agonista GnRhvs hCGr 133 0.88 2.02 0.17
Nacido vivo Ovocitos (log) 121 0.99 147  0.064
TEendia4-5vs.dia2-3 187 097 3.59  0.062
N°® embriones TE (1vs 2-3) 0.53  0.41 0.68  <0.001
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5.1.2 Pacientes menores de 35 afnos.

Al estratificar por edad, el primer grupo de estudio incluyd a las
pacientes menores de 35 afos, que correspondian al 27.8% de la
poblacion total (524 ciclos). La media de edad de este grupo fue de 31.7

+ 2.45 anos.

La descarga ovulatoria se llevo a cabo con agonistas de la GnRH en el
24.8% de los ciclos (130 pacientes, todas ellas en el grupo

CONGELADO), utilizandose hCGr en el 75.2% restante (394 ciclos).

Se recuperaron una media de 12.2 + 7.3 ovocitos por ciclo en este grupo.
La utilizacién de semen de donante fue del 6.3% de los ciclos (33 casos),
proporcion que se mantuvo constante en ambos grupos de estudio. La
media de embriones ttiles para este grupo fue de 7.61 + 4.97 embriones
por ciclo, de los cuales se transfirieron un total de 863 embriones en la
primera transferencia. El 69.8% de los embriones transferidos (602

embriones) correspondian a embriones de calidad “top”.

Para las pacientes del grupo CONGELADO, la preparacion endometrial
se llevo a cabo mediante un ciclo natural modificado en el 14.2% de los
casos. El 85.8% restante (157 ciclos) realizaron un ciclo artificial con
estrogenos, siendo mayoritario el uso de estrogenos transdérmicos
(59.9%, 94 ciclos), mientras que el 40.1% restante (63 ciclos) utilizo

estrogenos orales.

Las pacientes del grupo CONGELADO realizaron la transferencia
embrionaria una media de 44.5 + 31 dias después de la recuperacion
ovocitaria. En cambio, las pacientes del grupo FRESCO se transfirieron

tras una media de 2.72 + 0.55 dias.
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La media de embriones transferidos fue de 1.65 + 0.51 en este grupo,
siendo predominantes las transferencias de dos embriones (61.3%, 321
ciclos), seguidas de las transferencias de embrion unico (37%, 194

ciclos). Se transfirieron tres embriones en g ciclos (1.7%).

La mayoria de las transferencias embrionarias se llevaron a cabo en dia
+3 (262 ciclos, 50%), seguidas de las de embriones de dia +4 en el 27.5%
(144 ciclos) y de dia +2 en el 19.8% de los casos (104 ciclos). Las
transferencias en estadio de blastocito fueron minoritarias, alcanzando

al 2.7% de los ciclos (14 pacientes).

Las caracteristicas demograficas y los resultados de Ila
hiperestimulacion ovarica controlada de la poblacién menor de 35

afios, para los distintos grupos de estudio, estan recogidos en la Tabla

IV.

La tasa de beta positiva por transferencia fue del 45.8% en el global de
las pacientes, siendo ésta significativamente superior en el grupo
CONGELADO. Lo mismo ocurre con la tasa de embarazo clinico, que

en la poblacion global de menores de 35 anos fue de 38.2%.

Para el objetivo principal del estudio, la tasa de nacido vivo observada
fue de 30.9% en global, de 43.7% en el grupo CONGELADO y 24% en
el grupo FRESCO (p < 0.001; OR 2.45, IC 95%1.67-3.6). La tasa de aborto
fue similar en ambos grupos, alcanzando al 14.9% de la poblacién total

de menores de 35 anos.

El detalle de los resultados del andlisis univariado de resultados

reproductivos pueden observarse en la tabla V.
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FRESCO CONGELADO
Tabla IV. Edad < 35 anos

(n=341) (n=183) p

Edad, media (DS) 31.90 (2.42) 31.39 (2.49) 0.022
N° ovocitos, media (DS) 9.40 (4.88) 17.46 (8.09) <0.001
N° embriones, media (DS) 5.89 (3.69) 10.80 (5.46) <0.001
Farmaco descarga, n (%) <0.001

hCG 341 (100%) 53 (29.0%)

Agonista GnRH 0(0.0%) 130 (71.0%)
Procedencia semen, n (%) 0.58

Pareia 321 (94.1%) 170 (92.9%)

20 (5.9%) 13(7.1)

Donante
Embriones calidad top, n (%) 384/574 (66.9%) 218/289 (75.4%)  0.01
Embriones transferidos, media (DS) 1.68 (0.51) 1.58 (0.51) 0.027

1,n (%) 116 (34.0) 78 (42.6%)

2,n (%) 217 (63.6%) 104 (56.8%)

3, n (%) 8 (2.3%) 1(0.5%)
Dia de transferencia, media (DS) 2.72 (0.59) 3.90 (0.45) <0.001

2,n (%) 104 (30.5%) 0 (0.0%)

3, n (%) 233 (68.3%) 29 (15.8%)

4,n (%) 0(0.0%) 144 (78.7%)

5,n (%) 4 (12%) 10 (5.5%)
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CONGELADO FRESCO OR

Tabla V. Edad < 35 aios p

(n=183) (n=341) (C195%)
Beta positiva, n (%) 106 (57.9%) 134 (39.9%) <0.001 2.13(1.48, 3.06)
Embarazo clinico, n (%) 93 (50.8%) 107 (31.4%) <0.001 2.26 (1.56, 3.27)
Nacido vivo, n (%) 80 (43.7%) 82 (24.0%) <0.001 2.45(1.67, 3.60)
Aborto, n (%) 26 (14.2%) 52 (15.2%)  0.749  0.92(0.55, 1.53)

Estos resultados favorables al grupo CONGELADO persisten tras
realizar un andlisis multivariado, corrigiendo por los factores

confusores antes mencionados.

En el caso del objetivo primario, el OR para lograr un nacido vivo, al
comparar el grupo CONGELADO con el grupo FRESCO, fue de 2.43 (IC
95% 1.32-4.51; p = 0.005). También tiene impacto estadisticamente
significativo el nimero de embriones transferidos (OR 0.53; IC 95%
0.35-0.80; p = 0.003). No tuvieron importancia significativa el farmaco
de descarga ovulatoria (OR agonista GnRH vs. hCGr de 0.91; IC 95%
0.46-1.81; p = 0.79), el mayor namero de ovocitos recuperados (log; OR
1.23; IC 95% 0.85-1.79; p = 0.27) ni el estadio de desarrollo embrionario

durante la transferencia (OR dia +4/+5 vs dia +2/+3 de 1.31; IC 95% 0.43-
4.06; p = 0.64).

El detalle de este andlisis para cada uno de los objetivos del estudio,

puede encontrarse en la Tabla VI.
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C195%

Tabla VI. Edad < 35 aiios
OR  Inferior Superior

CONGELADO vs FRESCO  2.23 1.21 4.08 0.01
Agonista GnRh vs hCGr 0.85 043 1.68 0.64

Beta :
N Ovocitos (log) 1.19 0.85 1.67 0.31

positiva
TE en dia 4-5 vs. dia 2-3 2.63 0.78 8.86 0.12
N° embriones transferidos  0.52 0.36 0.76 0.001
CONGELADO vs FRESCO  2.24 1.23 410 0.009
Agonista GnRh vs hCGr 0.85 0.43 1.67 0.63

Embarazo

o Ovocitos (log) 1.31 0.92 1.86 0.14
clinico

TE en dia 4-5 vs. dia 2-3 1.75 0.57 5.36 0.33
N° embriones transferidos ~ 0.56 0.38 0.83 0.004
CONGELADO vs FRESCO 2.43 1.32 4.51 0.005
Agonista GnRh vs hCGr 0.91 0.46 1.81 0.79
Nacido vivo Ovocitos (log) 1.23 0.85 1.79 0.27
TE en dia 4-5 vs. dia 2-3 1.31 0.43 4.06 0.64
N°® embriones transferidos ~ 0.53 0.35 0.80 0.003

5.1.3 Pacientes entre 35y 38 afnos de edad.

Un tercio de las pacientes de la poblacion general del estudio (33.5%,
631 pacientes) tenian entre 35 y 38 aflos al momento de realizar su
primer ciclo de FIV. De éstas, 450 (71.3%) pertenecian al grupo FRESCO
y las restantes 181 pertenecian al grupo CONGELADO (28.7%). La edad

media de este grupo fue muy homogénea, siendo de 36.4 + 1.12 afios.
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La descarga ovulatoria se llevo a cabo con agonistas de la GnRH en el
16.2% de los ciclos (102 pacientes, todas ellas en el grupo
CONGELADQO), utilizandose mayoritariamente hCGr en el 83.8%
restante (529 ciclos). Todas las pacientes que recibieron una

transferencia en fresco fueron descargadas con hCGr.

Se recuperd una media de 10.3 + 6.9 ovocitos en global. La utilizacion
de semen de donante fue del 10.6% de los ciclos (67 ciclos), sin
diferencias significativas entre los grupos de estudio. La media de
embriones utiles para este grupo fue de 6.78 + 4.86 embriones por ciclo,
de los cuales se transfirieron un total de 1093 embriones en la primera
transferencia. El 64.9% de los embriones transferidos (709 embriones)

correspondian a embriones de calidad “top”.

Para las pacientes del grupo CONGELADO, la preparacién endometrial
se llevé a cabo mediante un ciclo natural modificado en el 19.3% de los
casos. El 80.7% restante (146 ciclos) realizaron un ciclo artificial con
estrogenos. La mayoria de las pacientes utilizd estrogenos
transdérmicos (56.8%, 83 ciclos), mientras que el 43.6% restante (63

ciclos) utilizo estrégenos orales.

Las pacientes del grupo CONGELADO realizaron la transferencia
embrionaria una media de 54.7 + 41.1 dias después de la recuperacion
ovocitaria. En cambio, las pacientes del grupo FRESCO se transfirieron

tras una media de 2.71 + 0.55 dias.

La media de embriones transferidos fue de 1.73 + 0.51 en global, siendo
predominantes las transferencias de dos embriones (66.6%, 420 ciclos),
seguidas de las transferencias de embrion tinico (30.1%, 190 ciclos). Se

transfirieron tres embriones en 21 ciclos (3.3%).
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La mayoria de las transferencias embrionarias se llevaron a cabo en dia
+3 (323 ciclos, 51.2%). La proporcién de transferencias en dia +2 y dia
+4 fue la misma, siendo de 23.1% de los casos (146 ciclos). Las
transferencias en estadio de blastocito fueron minoritarias, alcanzando

al 2.7% de los ciclos (17 pacientes).

Las caracteristicas demograficas y los resultados de Ila
hiperestimulacion ovarica controlada de la poblacién entre 35y 38 afnos
de edad, para los distintos grupos de estudio, estan recogidos en la

Tabla VII.
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FRESCO CONGELADO

Tabla VII. Entre 35y 38 anos p
(n=450) (n=181)
Edad, media (DS) 36.46 (1.11) 36.38 (1.6) 0.45
N° ovocitos, media (DS) 8.04 (4.14) 16.07 (8.70) <0.001
N° embriones, media (DS) 5.24 (3.14) 10.61 (6.10) <0.001
Farmaco descarga, n (%) <0.001
hCG 450 (100%) 79 (43.6%)
Agonista GnRH 0(0.0%) 102 (56.4%)
Procedencia semen, n (%)
Pareja 406 (90.2%) 158 (87.3%) 0.28
Donante 44 (9.8%) 23 (12.7%)
Embriones calidad top, n (%) 505/810 (62.3%)  204/283 (72.1%)  0.003
Embriones transferidos, media (DS) 1.80 (0.50) 1.56 (0.52) <0.001
1,n (%) 109 (24.2%) 81 (44.8%)
2,n (%) 322 (71.6%) 98 (54.1%)
3, n (%) 19 (4.2%) 2 (1.1%)
Dia de transferencia, media (DS) 2.71 (0.55) 3.91 (0.44) <0.001
2,n (%) 146 (32.4%) 0(0.0%)

(%) 297 (66%) 26 (14.4%)
4,1 (%) 0 (0.0%) 145 (80.1%)
(%) 7 (1.6%) 10 (5.5%)
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Los resultados del analisis univariado de resultados reproductivos

pueden observarse en la tabla VIII.

La tasa de embarazo bioquimico por transferencia fue del 56.3% en el
global de las pacientes de este grupo, siendo ésta significativamente
superior en el grupo FRESCO. Lo mismo ocurre con la tasa de
embarazo clinico, que en la poblacion global entre 35 y 38 afos fue de

48.7%.

Para el objetivo principal del estudio, la tasa de nacido vivo observada
fue de 29.8% en global, no observandose diferencias significativas entre
los grupos de estudio. La tasa de aborto fue del 26.5% en la poblacion

global, siendo significativamente mas alta en el grupo FRESCO.

Tabla VIIIl. Entre 35 y 38 CONGELADO  FRESCO . OR
anos (n=181) (n=450) (C1 95%)
Beta positiva, n (%) 77 (42.5%) 278 (61.8%) <0.001 0.46 (0.32, 0.65
Embarazo clinico, n (%) 66 (36.5%) 241 (53.6%) <0.001 0.50(0.35, 0.71
Nacido vivo, n (%) 56 (30.9%) 132(29.3%) 0.701  1.08(0.74,1.57
Aborto, n (%) 21(11.6%) 146 (324%) <0.001 0.27 (0.17,0.45

La no diferencia en la probabilidad de conseguir un nacido vivo persiste
tras realizar un analisis multivariado, corrigiendo por los factores
confusores identificados. Al comparar el grupo CONGELADO con el
grupo FRESCO, el OR fue de 0.91 (IC 95% 10.51-1.63; p = 0.74). Tampoco

se observé importancia significativa del farmaco de descarga ovulatoria
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(OR agonista GnRH vs. hCGr de 1.48; IC 95% 0.77-2.86; p = 0.24), del
numero de ovocitos recuperados (log; OR 1.09; IC 95% 0.8-1.48; p = 0.6)
ni el estadio de desarrollo embrionario durante la transferencia (OR
dia +4/+5 vs dia +2/+3 de 2.06; IC 95% 0.75-5.71; p = 0.16). Solo tiene
impacto estadisticamente significativo el nimero de embriones

transferidos (OR 0.50; IC 95% 0.32-0.76; p = 0.001).

El detalle de este analisis para cada uno de los objetivos del estudio,

puede encontrarse en la Tabla IX.

Cl195%
OR Inferior Superior p
CONGELADO vs FRESCO  0.32 0.18 0.55  <0.001
Agonista GnRh vs hCGr 191 1.03 3.55  0.040

Tabla IX. Entre 35y 38 afios

Beta :
N Ovocitos (log) 112 0.84 1.48 0.44
positiva
TE en dia 4-5 vs. dia 2-3 240 0.82 7.01 0.11
N° embriones TE (1vs 2-3) 0.52 0.36 0.75  <0.001
CONGELADO vs FRESCO  0.38 0.22 065  0.001
Agonista GnRh vs hCGr 146 0.78 2.74 0.24
Embarazo
o Ovocitos (log) 121 092 1.61 0.18
clinico

TE en dia 4-5 vs. dia 2-3 234 0.3 6.58 0.11
N° embriones TE (1vs 2-3) 0.55 0.38 0.79  0.001
CONGELADO vs FRESCO  0.91  0.51 1.63 0.74
Agonista GnRh vs hCGr 148 0.77 2.86 0.24
Nacido vivo Ovocitos (log) 1.09 0.80 1.48 0.60
TE en dia 4-5 vs. dia 2-3 206 0.75 5.71 0.16
N° embriones TE (1vs 2-3) 0.50 0.32 0.76  0.001

74



5.1.4 Pacientes de mas de 38 anos de edad.

El grupo de pacientes de edad reproductiva avanzada lo componen un
total de 727 pacientes, que corresponden al 38.6% de la poblacion total
del estudio. De éstas, 621 (85.4%) pertenecian al grupo FRESCO vy las
restantes 106 pertenecian al grupo CONGELADO (14.6%). La edad

media de este grupo fue de 40.8 + 1.7 afos.

La descarga ovulatoria se llevo a cabo con agonistas de la GnRH en
apenas el 5.8% de los ciclos (42 pacientes, todas ellas en el grupo
CONGELADO), utilizdndose mayoritariamente hCGr en el 94.2%

restante (685 ciclos).

Se obtuvo una media de 8 + 5.4 ovocitos en global. La utilizacion de
semen de donante fue del 12.1% de los ciclos (88 ciclos), sin diferencias

significativas entre los grupos de estudio.

La media de embriones ttiles para este grupo fue de 4.99 + 3.83
embriones por ciclo, de los cuales se transfirieron un total de 1220
embriones en la primera transferencia. El 59.2% de los embriones

transferidos (722 embriones) correspondian a embriones de calidad

« ”»

top”.

Para las pacientes del grupo CONGELADO, la preparacién endometrial
se llevo a cabo mediante un ciclo natural modificado en el 20.8% de los
casos. El 79.2% restante (84 ciclos) realizaron un ciclo artificial con
estrogenos. La mayoria de las pacientes utilizd estrégenos
transdérmicos (59.5%, 50 ciclos), mientras que el 40.5% restante (34

ciclos) utiliz6 estrégenos orales.
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Las pacientes del grupo CONGELADO realizaron la transferencia
embrionaria una media de 53.7 + 35.7 dias después de la recuperacion
ovocitaria. En cambio, las pacientes del grupo FRESCO se transfirieron

tras una media de 2.75 + 0.71 dias.

La media de embriones transferidos fue de 1.68 + 0.58 en global, siendo
predominantes las transferencias de dos embriones (56.5%, 409 ciclos),
seguidas de las transferencias de embridn tnico (38%, 276 ciclos). Se

transfirieron tres embriones en 42 ciclos (5.8%).

La mayoria de las transferencias embrionarias se llevaron a cabo en dia
+3 (356 ciclos, 48.9%), seguidas de las de embriones de dia +2 en el
39.1% (284 ciclos). La proporcién de transferencias en dia +4 fue de
10.2% de los casos (74 ciclos), mientras que las en estadio de blastocito

alcanzaron al 1.8% de los ciclos (13 pacientes).

Las caracteristicas demograficas y los resultados de Ila
hiperestimulacién ovarica controlada de la poblacion de mas de 38
afios de edad, para los distintos grupos de estudio, estan recogidos en

la Tabla X.
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FRESCO CONGELADO
Tabla X. Mayores de 38 aios p
(n=621) (n=106)
Edad, media (DS) 40.91 (1.77) 40.30 (1.33) 0.001
N° ovocitos, media (DS) 6.86 (4.11) 14.53 (6.96) <0.001
N° embriones, media (DS) 4.28 (2.97) 9.18 (5.34) <0.001
Farmaco descarga, n (%) <0.001
hCG 621 (100%) 64 (60.4%)
Agonista GnRH 0(0.0%) 42 (39.6%)
Procedencia semen, n (%) 0.28
Pareia 546 (87.9%) 93 (87.7%)
75 (12.1%) 13 (12.3%)
Donante
Embriones calidad top, n (%) 611/1056 (57.9%) 111/164 (67.7%) 0.017
Embriones transferidos, media 1.7 (0.59) 1.55 (0.50) 0.012
(DS)
1,1 (%) 228 (36.7%) 48 (45.3%)
2,n (%) 351 (56.5%) 58 (54.7%)
3, n (%) 42 (6.8%) 0 (0.0%)
Dia de transferencia, media (DS) 2.56 (0.56) 3.83 (0.53) <0.001
2,n (%) 284 (45.7%) 0 (0.0%)
3, n (%) 331 (53.3%) 25 (23.6%)
4,n (%) 0(0.0%) 74 (69.8%)
5,n (%) 6 (1.0%) 7 (6.6%)
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Los resultados del analisis univariado de resultados reproductivos

pueden observarse en la tabla XI.

La tasa de embarazo bioquimico por transferencia fue del 32.7% en

total de las pacientes, siendo ésta significativamente superior en el

grupo CONGELADO. Lo mismo ocurre con la tasa de embarazo clinico,

que para las pacientes de mas de 38 afios fue de 26.3%.

Para el objetivo principal del estudio, la tasa de nacido vivo observada

fue de 13.8% en global, de 19.8% en el grupo CONGELADO vy 12.7% en

el grupo FRESCO (p 0.05; OR 1.7, IC 95% 1.00-2.89). La tasa de aborto

fue del 19% en la poblacion global, sin diferencias significativas entre

la poblacién de estudio.

Tabla XI. Mayores de CONGELADO FRESCO

p OR
38 anos (n=106) (n=621)
(C195%)
Beta positiva, n (%) 46 (43.4%)  192(30.9%) 0.014 1.71(1.13, 2.61)

Embarazo clinico, n (%) 37 (34.9%) 154 (24.8%) 0.025

1,62 (1.05, 2.52)

Nacido vivo, n (%) 21(19.8%)  79(127%) 0.050

170 (1.00, 2.89)

Aborto, n (%) 25(23.6%) 113 (18.2%) 0.191

1.39 (0.85, 2.27)
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En el analisis multivariado, el OR para lograr un recién nacido vivo, al
comparar el grupo CONGELADO con el grupo FRESCO, fue de 1 (IC
95% 0.47-2.13; p = 0.99), por lo que no se observa un efecto positivo de
realizar Freeze-all en estas pacientes. Tampoco tuvo importancia
significativa el farmaco de descarga ovulatoria (OR agonista GnRH vs.
hCGr de 1.67; IC 95% 0.62-4.51; p = 0.31), ni el mayor numero de
ovocitos recuperados (log; OR 1.45; IC 95% 1-2.1; p = 0.05), ni el estadio
de desarrollo embrionario durante la transferencia (OR dia +4/+5 vs
dia +2/+3 de 2.43; IC 95% 0.68-8.71; p = 0.17). Tampoco se observo
efecto significativo del numero de embriones transferidos en este

resultado reproductivo (OR 0.61; IC 95% 0.37-1.01; p = 0.05).

El detalle del analisis de regresion logistica para los distintos objetivos

del estudio se resume en la tabla XII.
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C195%
OR Inferior Superior p
CONGELADO vs FRESCO  1.17 0.66 2.07 0.59
Agonista GnRh vs hCGr 1.73 0.76 3.93 0.19

Tabla XIl. Mayores de 38 afios

Beta
N Ovocitos (log) 1.24 0.95 1.61 0.11
positiva
TE en dia 4-5 vs. dia 2-3 3.31 1.01 10.83  0.05
N°® embriones TE (1vs 2-3)  0.50 0.35 0.72  <0.001
CONGELADO vs FRESCO  1.044  0.57 1.90 0.89
Agonista GnRh vs hCGr 1.56 0.67 3.62 0.30
Embarazo
o Ovocitos (log) 1.36 1.03 1.81 0.03
clinico
TE en dia 4-5 vs. dia 2-3 3.00 0.94 9.56 0.06
N°® embriones TE (1vs 2-3)  0.61 0.41 0.89 0.11
CONGELADO vs FRESCO  1.00 0.47 2.13 0.99
Agonista GnRh vs hCGr 1.67 0.62 4.51 0.31
Nacido :
_ Ovocitos (log) 1.45 1.00 2.10 0.05
vivo

TE en dia 4-5 vs. dia 2-3 243 0.68 8.71 0.17
N° embriones TE (1vs 2-3)  0.61 0.37 1.01 0.05

5.2 Determinacion del momento 6ptimo para realizar
la primera transferencia embrionaria en pacientes

sometidas a la estrategia Freeze-all.

Se reclutaron un total de 512 pacientes que llevaban a cabo su primer

ciclo autologo de FIV. Las pacientes se dividieron en dos grupos:
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aquellas que realizaron la criotransferencia embrionaria durante el
primer ciclo menstrual tras la puncion folicular (CICLO1, 263
pacientes) y aquellas que la realizaron a partir del segundo ciclo

menstrual (CICLO=2, 249 pacientes).

5.2.1 Datos demograficos y resultado de la estimulacion

ovarica

La edad media del total de las participantes fue estadisticamente

similar, siendo en promedio de 35 + 4.1 afios en la poblacidon general.

La estimulacién ovarica se llevo a cabo mayoritariamente a través de
protocolo corto con antagonistas, siendo éste utilizado en el 77.5% de
la poblacion general, versus el 22.5% restante que utilizo un protocolo
largo con agonistas. Esta proporcion se mantuvo estable en los grupos

de estudio.

Con respecto a las razones que llevaron al clinico a segmentar el ciclo,
la prevencion de SHO fue la causa en el 54.1% de los casos en la
poblacion general, seguido de la segmentacion electiva (Freeze-all, 174
ciclos) en el 34% y de causas endometriales en el 11.9% (61 ciclos). Las

razones no difirieron significativamente entre los grupos de estudio.

La descarga ovulatoria se llevd a cabo con agonistas de la GnRH en el
50.4% de los casos en la poblacion general (258 ciclos), utilizandose
hCGr en el 49.6% restante (254 ciclos). No hubo diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos.
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La utilizacion de semen de donante fue del 10.2% en promedio en la
poblacion general (52 casos), proporcion que se mantuvo estable en

ambos grupos de estudio.

Se recuperaron una media de 16.7 + 7.7 ovocitos en global, de los cuales,
la media de ovocitos MII fue de 12.1 + 6 ovocitos, no observandose

diferencias significativas entre los grupos de estudio.

La media de embriones ttiles por paciente reclutada fue de 10.5 + 5.6
embriones por ciclo en la poblacion general. En la primera
transferencia se transfirieron un total de 834 embriones, 588 de los
cuales (70.5%) correspondieron a embriones considerados de calidad
“top”. Esta variable estuvo homogéneamente distribuida en ambos

grupos de estudio.

La media de embriones transferidos fue de 1.63 + 0.5 en el global de la
poblacion del estudio, siendo mas frecuente la transferencia de dos
embriones en el 61.7% de los ciclos (316 pacientes), y seguida de las
transferencias de embrién tnico (193 ciclos, 37.7%). Las transferencias
de tres embriones fueron minoritarias, alcanzando al 0,6% de los ciclos

(3 pacientes). No se observaron diferencias entre los grupos de estudio.

La mayoria de los embriones fueron vitrificados en dia +3 y transferidos
en dia +4, no habiendo diferencias entre las proporciones en ambos
grupos de estudio. Se realizaron 122 ciclos de transferencias en dia +3

(23.8%) y en los 390 ciclos restantes (76.2%) se transfirio en dia +4.

Con respecto a la preparacion endometrial, si observamos diferencias
significativas entre los grupos de estudio. Se utilizaron estrogenos
orales en el 46.1% de los casos la poblacién total, utilizandose
estrogenos transdérmicos en el 53.5% restante (274 casos).
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La latencia, o tiempo transcurrido entre la puncion folicular y la
transferencia embrionaria fue significativamente mayor en el grupo
CICLO=2, como era de esperarse. El tiempo de espera de la poblacion

global fue de 49.9 + 36.9 dias.

El detalle de las caracteristicas demograficas y los resultados de los
ciclos de HOC, para los dos grupos de estudio, esta recogido en la Tabla

XIII.
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Ciclo1 Ciclo22
Tabla XIil. p
(N=263) (N=249)
Edad materna (afios) 34.7+4.13 35.3£3.98 0.077
Oocitos recuperados (n £ DS) 172+ 7.44 16.2 £ 7.99 0.17
MIl totales (n £ DS) 12.6 £ 5.89 11.7 £6.03 0.092
Semen donante (n, %) 26 (9.9%) 26 (10.4%) 0.835
Latencia (dias) 24.8 £ 3.99 76.5+37.6  <0.001
N Total embriones (n £ DS) 10.7£5.2 10.3 £ 6.07 0.505
Embriones Top 317/437 (72.5%) 271/397 (68.3%) 0.177
Embriones transferidos (n, %) 1.66 + 0.498 15910492 0125
-1 92 (35%) 101 (40.6%)
- 2 168 (63.9%) 148 (59.4%)  0.116
-3 3 (1.1%) 0
Protocolo HOC (n, %)
- Agonista largo 61 (23.2%) 54 (21.7%) 0.683
- Antagonista corto 202 (76.8%) 195 (78.3%)
Tipo estrégenos (n, %)
- Oral 137 (52.1%) 101 (40.6%)  0.009
- Transdérmico 126 (47.9%) 148 (59.4%)
Dia de CT (n, %)
- 43 63 (24%) 59 (23.7%) 0.945
- 4 200 (76%) 190 (76.3%)
Causa segmentacion
- Prevencion SHO 153 (58.2%) 124 (49.8%) 0.07
- Endometrio 24 (9.1%) 37 (35.3%)
- Freezeall 86 (32.7%) 88 (35.3%)
Descarga ovulatoria
- hCGr 122 (46.4%) 132 (53%) 0.134
- Agonista GnRH 141 (53.6%) 117 (47%)
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5.2.2 Andlisis univariado de resultados reproductivos

La tasa de embarazo bioquimico por transferencia fue del 46.9% en la
poblacion general, siendo similar en ambos grupos de estudio. Con
respecto a la tasa de embarazo clinico, ésta fue de 40.2% en general,
siendo menor en el grupo CICLO=2 aunque sin alcanzar significancia

estadistica.

No se observaron diferencias significativas en la tasa de aborto entre
los grupos, siendo ésta de 13.9% en la poblacion total. Tampoco las

observamos para la tasa de implantacion que fue de 39.6%.

Para el objetivo principal del estudio, la tasa de nacido vivo, ésta
alcanzo valores de 32.6% en poblacion global, observandose resultados

significativamente mas altos en el grupo CICLOx1.

El detalle de los resultados del analisis univariado comparando las CT
realizadas durante el primer ciclo menstrual tras la puncién folicular
(Ciclo1) or posteriormente (Ciclo=2) tras utilizar una estrategia freeze-

all se puede consultar en la Tabla XIV.

85



Ciclo1 Ciclo22 OR

Tabla XIV. Univariado p

(N=263) (N=249) (C195%)
Beta positiva; n (%) 131 (49.8%) 109 (43.8%) 0.171 0.78 (0.55-1.11)
Embarazo clinico; n (%) 116 (44.1%) 90(36.1%) 0.066 0.72(0.5-1.02)
Aborto; n (%) 31(11.8%) 40(16.1%) 0.161 1.43(0.86-2.37)
Nacido vivo; n (%) 99 (37.6%) 68(27.3%) 0.013 0.62(0.43-0.9)
Implantacion >50%; n (%) 113 (43%) 90(36.1%) 0.12 0.75(0.53-1.07)

5.2.3 Analisis multivariado de los resultados

Con la finalidad de corregir por factores confusores tales como edad de
la mujer, farmaco utilizado para la descarga ovulatoria, tipo de
preparacion endometrial utilizada, numero de ovocitos recuperados,
estadio de desarrollo embrionario al momento de la transferencia y el
numero de embriones transferidos, se llevd a cabo un andlisis
multivariado de regresion logistica, incluyendo estas variables en el
analisis.

Tras este analisis observamos que las tendencias significativas

observadas en el andlisis univariado no se confirmaban.

En el caso del objetivo primario, el OR para lograr un nacido vivo al
comparar el grupo CICLO=2 con el grupo CICLO41, fue de 0.73 (IC 95%
0.49-1.08; p = 0.12), sin alcanzar significancia estadistica. Tampoco
tuvieron importancia significativa el farmaco de descarga ovulatoria
(OR agonista GnRH vs. hCGr de 1.12; IC 95% 0.74-1.67; p = 0.6) 0 el

numero de ovocitos recuperados (OR 1.02; IC 95% 0.99-1.06; p = 0.2).
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Los factores que si tuvieron impacto sobre la probabilidad de conseguir
un nacido vivo fueron, como era esperable, la edad materna al
comparar tanto pacientes de entre 35y 40 afios con las menores de 35
anos (OR 0.63; IC 95% 0.42-0.95; p = 0.03) y sobre todo al comparar
mayores de 40 afios versus menores de 35 afios (OR 0.34; IC 95% o0.17-
0.67; p = 0.002), el nimero de embriones transferidos (2-3 embriones
versus 1; OR 2.17; IC 95% 1.42-3.33; p < 0.001), el estadio de desarrollo
embrionario durante la transferencia (OR dia +4 vs dia +3 de 1.73; IC
95% 1.07-2.82; p = 0.03) y el tipo de estrogenos usados durante la
preparacién endometrial (transdérmicos vs. orales; OR 0.62; IC 95%

0.42-0.92; p = 0.02).

El detalle del analisis multivariado esta recogido en la Tabla XV.
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Tabla XV. Multivariado Odds 9% €l p
Ratio | Inferior | Superior
Ciclo de CT (ciclo >2 vs. 1) 0.9 0.62 1.3 0.58
Edad (35-40 vs. <35) 0.72 0.49 1.06 0.09
Edad (>40 vs <35) 0.54 0.30 0.95 0.03
Ovocitos recuperados (n) 1.01 0.98 1.05 0.47
Embriones transferidos (2-3 vs.1) 2.28 1.55 3.35 | <0.001
Dia de transferencia (+4 vs. +3) 1.39 0.9 2.14 0.14
Beta Descarga ovulatoria (agonista vs. 1.32 0.9 1.92 0.16
positiva | hCQ)
Causa segmentacion (SHO vs. 0.94 0.57 1.56 0.81
otras)
Causa segmentacion (endometrio | 0.67 0.35 1.26 0.21
vs. otras)
Tipo estrogeno (transdérmico vs. 0.83 0.57 1.2 0.32
oral)
Ciclo de CT (ciclo >2 vs. 1) 0.81 .96 1.18 0.27
Edad (35-40 vs. <35) 0.74 0.5 1.11 0.14
Edad (>40 vs <35) 0.51 0.28 0.93 0.03
Ovocitos recuperados (n) 1.01 0.98 1.05 0.43
Embriones transferidos (2-3 vs.1) 2.21 1.49 3.29 | <0.001
Dia de transferencia (+4 vs. +3) 1.57 | 1.004 2.46 0.048
Embarazo | Descarga ovulatoria (agonista vs. 1.18 1.8 1.73 04
clinico hCG)
Causa segmentacion (SHO vs. 0.88 0.53 1.47 0.62
otras)
Causa segmentacion (endometrio | 0.74 0.39 1.43 0.37
vs. otras)
Tipo estrogeno (transdérmico vs. 0.76 0.52 1.11 0.15

oral)
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Ciclo de CT (ciclo >2 vs. 1) 0.73 0.49 1.08 0.12

Edad (35-40 vs. <35) 0.63 0.42 0.95 0.03

Edad (>40 vs <35) 0.34 0.17 0.67 0.002

Ovocitos recuperados (n) 1.02 0.99 1.06 0.19

Embriones transferidos (2-3 vs.1) 217 1.42 3.33 | <0.001

Dia de transferencia (+4 vs. +3) 1.73 1.07 2.82 0.03
Nacido Descarga ovulatoria (agonista vs. 1.12 0.74 1.67 0.6
vivo hCG)

Causa segmentacion (SHO vs. 0.93 0.54 1.6 0.79

otras)

Causa segmentacion (endometrio | 0.84 0.41 1.71 0.63

vs. otras)

Tipo estrogeno (transdérmico vs. 0.62 0.42 0.92 0.02

oral)

Ciclo de CT (ciclo >2 vs. 1) 1.81 0.99 3.29 0.05

Edad (35-40 vs. <35) 1.49 0.79 2.8 0.22

Edad (>40 vs <35) 3.27 1.24 8.63 0.02

Ovocitos recuperados (n) 0.95 0.9 1.01 0.09

Embriones transferidos (2-3 vs.1) 0.77 0.4 1.5 0.44

Dia de transferencia (+4 vs. +3) 0.5 0.24 1.04 0.06
Aborto Descarga ovulatoria (agonista vs. 1.37 0.72 2.61 0.34

hCG)

Causa segmentacion (SHO vs. 1.26 0.57 2.8 0.57

otras)

Causa segmentacién (endometrio | 0.67 0.21 217 0.51

vs. otras)

Tipo estrogeno (transdérmico vs. 2.1 1.13 3.93 0.02

oral)
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6. Discusion

6.1. Resultados reproductivos de la primera
transferencia embrionaria en fresco vs. ciclo

segmentado.

De acuerdo con los resultados de este estudio, no encontramos
diferencias significativas en la tasa de nacido vivo en mujeres de mas

de 35 afios.

Observamos tasas mas altas de embarazo bioquimico y clinico en las
pacientes de mas de 38 afios que fueron sometidas a un ciclo
segmentado. Sin embargo, la tasa de recién nacido -antes de ajustar por
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factores confusores- sélo fue significativamente mas alta en las
pacientes mas jovenes (43.7% vs 24.5%), diferencia que mantuvo
significancia estadistica tras el andlisis de regresion logistica (OR 2.43;
95% CI 1.32-4.51; p=0.003). En este grupo de mujeres jovenes también
observamos una tasa significativamente menor de aborto en el grupo
CONGELADO, en concordancia con la evidencia actualmente

disponible (Bosdou et al, 2019).

Una observacién interesante que se desprende de nuestros datos es
que, en mujeres de hasta 35 afios y tras ajustar por factores de
confusion, el tnico factor que tuvo una influencia significativa sobre la
tasa de nacido vivo aparte de la edad, fue el namero de embriones

transferidos.

Hasta ahora se ha propuesto que el potencial beneficio de aplicar una
estrategia de freeze-all disminuye en relacion con la disminucion en la
respuesta ovarica (Bosdou et al, 2019; Roque et al, 2017 y 2019) y
diferentes métodos de estratificacion se han propuesto para usar la
respuesta ovarica como un mejor predictor de resultados en ciclos de
FIV (Polyzos and Sunkara, 2015; Drakopoulos et al, 2016). En nuestro
estudio, las pacientes que realizaron un ciclo segmentado obtuvieron
un numero significativamente mayor de ovocitos en todos los grupos
de edad (Tabla I) y, dado esto, se podria considerar que tienen un

pronostico mas favorable.

Sin embargo, en pacientes mayores de 35 afios, no observamos
diferencias en la tasa de nacido vivo a pesar del mayor namero de

ovocitos obtenidos. Mas atin, en el andlisis multivariado y tras ajustar
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por estas diferencias, el nimero de ovocitos recuperados no tuvo un

impacto significativo en ningun grupo de edad.

En nuestra opinion, estos resultados demuestran que a pesar de el
impacto negativo de la HOC sobre la receptividad endometrial y el
sistema inmunoldgico estan bien documentadas, el peso de este efecto
deletéreo sobre los resultados reproductivos disminuye con la edad,
por el efecto negativo de ésta sobre la calidad embrionaria. Este
fenomeno es independientemente del namero de ovocitos

recuperados.

Segtin nuestros datos, en pacientes de mayor edad reproductiva, el
potencial efecto beneficioso de segmentar el ciclo de FIV sobre las
modificaciones inducidas por la HOC a nivel endometrial y sobre la
sincronia endometrio-embrion no es suficiente para compensar por la

pérdida de calidad que ocurre en forma fisioldgica con el aumento en

la edad.

La principal limitacion de este estudio es que es retrospectivo, lo cual
introduce una serie de sesgos potenciales que son dificiles de controlar.
Por otro lado, su fortaleza radica en ser el primer estudio en realizar un
andlisis critico de los resultados de aplicar una estrategia de
segmentacion en pacientes estratificadas por edad. Como es evidente,
estos resultados deben ser contrastados con estudios prospectivos,

aleatorizados para confirmar la validez de los mismos.

Por lo tanto, y teniendo en cuenta que, de acuerdo a los resultados
obtenidos en nuestro estudio, no obtenemos unas mejores tasas de

nacido vivo tras aplicar una estrategia de freeze-all en pacientes de
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edad reproductiva avanzada, podemos rechazar nuestra hipotesis de

trabajo inicial.

6.2. Determinacion del momento éptimo para realizar
la primera transferencia embrionaria en pacientes

sometidas a la estrategia Freeze-all.

De acuerdo a los resultados del estudio, no encontramos diferencias en
la tasa de nacido vivo entre las pacientes de FIV segmentada que
realizaron la primera criotransferencia durante el primer ciclo
menstrual después de la puncion folicular y las que la realizaron

posteriormente.

Los resultados publicados en la literatura hasta hoy, que sugieren
mejores resultados reproductivos tras la realizacion de un ciclo
segmentado de FIV, han llevado a un aumento en la proporcién de
ciclos en los que se realiza la criopreservacion de toda la cohorte

embrionaria (Shapiro et al., 2014).

Al parecer, estas diferencias podrian ser explicadas -al menos en parte-
por el efecto de la HOC sobre la expresion génica y el estatus
inmunoldgico del endometrio (Mirkin et al., 2004; Horcajadas et al.
2005; Simon et al., 2005; Horcajadas et al. 2008; Haouzi et al. 2009;

Chaouat, 2013; Junovich et al., 2011), que acaban reduciendo la
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receptividad endometrial y la sincronia entre endometrio y embrion

(Weinerman y Mainigi, 2014).

A pesar de esto, hasta la publicacion de este estudio, el clinico no
contaba con herramientas que le permitieran recomendar cuanto era
recomendable esperar, después de la puncién folicular, para realizar la
criotransferencia electiva en un ciclo segmentado. Esto llevaba a
demorar innecesariamente el procedimiento, lo cual podria tener un
efecto negativo desde el punto de vista psicolédgico en los pacientes, el
cual se sumaba al estrés normal ya asociado con un diagnostico de
esterilidad y la necesidad de realizar tratamientos de reproduccion

asistida.

En este estudio pudimos comprobar que los resultados reproductivos
eran comparables entre pacientes que realizaban la criotransferencia
inmediatamente y quienes la realizaban con posterioridad, observando
ademas que estos resultados eran comparables con los publicados en

la literatura (Roque et al., 2015a).

Tampoco observamos impacto significativo del protocolo de
estimulacion ovarica controlada o del farmaco para desencadenar la
ovulacion en los resultados. En nuestra opinién, estos resultados
muestran que el potencial efecto deletéreo de la HOC sobre la
receptividad endometrial termina, clinicamente, tras el sangrado por
deprivacion después de la puncién folicular, independientemente del
protocolo de estimulacion, farmaco de descarga ovulatoria o

preparacion endometrial utilizados.

Estos resultados muestran que la criotransferencia de los mejores

embriones en un ambiente endometrial mas fisiologico puede ser
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realizada tan pronto como después de la primera menstruacion tras la
puncion folicular, optimizando los resultados reproductivos y sin
incurrir en demoras innecesarias. Esta nueva informacién permite al
clinico tener en cuenta las preferencias de los pacientes al momento de
decidir cuando es el mejor momento para transferir. Esta practica
orientada al paciente deberia ser parte integral en la practica clinica
moderna, al igual que en la investigacion clinica (Dancet et al., 2010,

2011y 2014).

La limitacion principal de este estudio es el sesgo potencial e
incontrolable propio de los estudios retrospectivos. A pesar de que no
encontramos diferencias significativas en los resultados entre los
grupos estudiados, si observamos cierta heterogeneidad entre nuestros
pacientes respecto de la preparacion endometrial para la
criotransferencia, aunque dada la evidencia disponible (Ferrer-Molina
et al., 2018), es poco probable que este hecho haya tenido un impacto

significativo en los resultados observados.

Con respecto a la potencia estadistica del analisis, se podria
argumentar que la falta de significancia en las diferencias observadas
para la tasa de nacido vivo entre grupos podria estar explicada por una
baja potencia estadistica. Sin embargo, el escaso margen observado en
los intervalos de confianza para el OR obtenido (0.48-1.06) indica que
el andlisis es suficientemente potente para detectar efectos de tamano

medio o grande.

Finalmente, este ha sido el primer estudio en sugerir que la
receptividad endometrial se recupera tras el primer sangrado por

deprivacion posterior a la puncién folicular y que realizar la
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criotransferencia embrionaria durante este primer ciclo no se asocia
con un impacto negativo en la tasa de nacido vivo tras un ciclo
segmentado. Estos resultados han sido confirmados posteriormente
por otros autores (Ozgur et al., 2018; Bourdon et al., 2018) y existen
estudios prospectivos, aleatorizados y controlados en curso que buscan

acabar de confirmar estos resultados (NCT03201783).

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio podemos,
entonces, rechazar la hipdtesis de trabajo inicial, dado que no
observamos superioridad en términos de la probabilidad de conseguir
un recién nacido vivo tras diferir la transferencia mas alla del primer

ciclo menstrual después de la recuperacion ovocitaria.

6.3. Consideraciones finales

Durante la estimulacion ovarica para FIV, el desarrollo de multiples
foliculos implica la exposicion a niveles elevados de estradiol y
progesterona. Este ambiente endocrino periconcepcional alterado
podria afectar negativamente la posibilidad de un embrion de
implantar (Venetis et al, 2016), aunque no parece que se pueda
relacionar esta afectacion con un efecto deletéreo de la HOC sobre la
calidad embrionaria (Check et al, 1999; Venetis et al, 2013). Sin
embargo, si se ha demostrado un desarrollo sub-6ptimo del
endometrio en la fase latea inicial generado por el uso de

gonadotropinas (Ubaldi et al, 1997) y una alteracion en el patron de
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expresion génica endometrial en comparaciéon con un ciclo natural
(Mirkin et al., 2004; Horcajadas et al. 2005; Simon et al., 2005;
Horcajadas et al. 2008; Haouzi et al. 2009), lo que permite atribuir esta
disminucion en la probabilidad de implantacién a una disminucion en
la receptividad endometrial mas que a un efecto deletéreo sobre la

calidad embrionaria.

La estrategia de freeze-all, o segmentacion electiva del ciclo de FIV,
estrategia sustentada por las importantes mejoras en las técnicas de
criopreservacion embrionaria e inicialmente desarrollada para reducir
el riesgo de SHO moderado/severo e incrementar la seguridad de las
técnicas de reproduccion asistida (Devroey et al, 2011), permite que los
embriones de buena calidad disponibles sean criopreservados y
transferidos al ttero en un ciclo posterior, tras una preparacion
endometrial natural o artificial (Roque et al, 2015b). De esta forma, los

embriones serian transferidos a un endometrio mas receptivo.

En presencia de un namero elevado de foliculos es esperable la
consiguiente obtencion de un numero elevado de embriones. En este
escenario, la probabilidad de encontrarnos con un endometrio mas
deteriorado es mayor, y también existe una mejor posibilidad de
seleccionar un buen embrion para transferir, luego, en un endometrio
normal tras un ciclo segmentado, lo que haria esperable que los ciclos
segmentados ofrezcan superioridad frente a los ciclos en fresco en

términos de resultados reproductivos.

Sin embargo, este potencial beneficio podria no estar presente en
aquellos ciclos en los cuales la respuesta folicular, y por lo tanto el

numero de ovocitos y embriones utiles disponibles, sea menor. En
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estos casos seria también esperable que los niveles de esteroides sean
menores y que el endometrio se encuentre menos deteriorado, lo cual
hace mas dificil poder observar alguna superioridad del ciclo

segmentado en estas pacientes.

En los ultimos dos afios hemos sido testigos de la publicacion de un
interesante numero de nuevos estudios prospectivos que intentan
aportar luces acerca de qué grupo de pacientes se benefician de una
estrategia de freeze-all. Esto, a su vez, ha propiciado la aparicion de
nuevos meta-analisis que han arrojado conclusiones importantes, tales
como que la tasa de nacido acumulada parece ser mayor a favor de los
ciclos segmentados en pacientes hiper-respondedoras, pero al analizar
a la poblacion general o en normo-respondedoras esta diferencia no
parece ser significativa (Wong et al, 2017; Zhang et al, 2018; Roque et
al, 2019). Esta conclusion no parece sorprendente si pensamos que en
donde se puede manifestar una teorica superioridad de una estrategia
sobre otra es en la primera transferencia embrionaria. Los resultados
reproductivos de las siguientes criotransferencias no deberian diferir
significativamente, dado que la receptividad endometrial no estaria

comprometida en ninguna de las estrategias.

Sin embargo, al analizar los resultados de la primera transferencia, sélo
se ha evidenciado superioridad de la estrategia de freeze-all en

hiperrespondedoras (Bosdou et al, 2019).

Si consideramos que la principal diferencia seria el resultado de la
primera transferencia embrionaria, consideraciones acerca del tiempo
al embarazo cobran mayor importancia y se podria argumentar que

diferir la transferencia embrionaria tras un ciclo segmentado podria
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aumentar el tiempo que tardamos en conseguir el embarazo e inclinar
la balanza en favor de realizar ciclos en fresco. Nuestros resultados
permiten plantear que no es necesario demorar innecesariamente la
primera transferencia en un ciclo segmentado y que ésta puede llevarse
a cabo con excelentes resultados tras una media de 24.8 * 3.99 dias,
tiempo que podria ser considerado de poca relevancia clinica (Lattes et

al, 2017).

Por lo tanto, a la luz de la evidencia disponible en la actualidad, y
excluyendo a aquellas pacientes que deban hacer procedimientos
especiales tales como diagnostico genético preimplantacional (Coates
et al, 2017) o estudios de receptividad endometrial, podemos
recomendar -al menos en términos de eficacia- la segmentacion
electiva de los ciclos de FIV en pacientes hiper-respondedoras o con
antecedentes de Sindrome de Ovarios Poliquisticos. No se han
publicado hasta ahora estudios prospectivos y aleatorizados, que
valoren esta interrogante en pacientes con baja respuesta ovarica, pero
nuestros resultados sugieren que los resultados serian comparables

entre ambas estrategias.

Sin embargo, cuando se toman decisiones basadas en la evidencia, el
denominador sobre el que se debieran sustentar estas decisiones debe
incluir no solo medidas de eficacia sino tener en cuenta, como uno de
los criterios principales, la seguridad de los pacientes (Martins et al,
2018). Y ante valores comparables en términos de eficacia (es decir,
tasas de éxito), es nuestra obligacién contemplar la opcion mas segura
para nuestras pacientes. Si consideramos que el principal riesgo de la
estimulacion ovarica controlada durante la realizacién de un ciclo de

fecundacion in vitro es la ocurrencia del sindrome de

100



hiperestimulaciéon ovarica, y tenemos en cuenta que la mejor
herramienta de la que disponemos para evitar su aparicién es la
utilizacién de protocolos con antagonistas de la GnRH y realizar la
descarga ovulatoria con agonistas de la GnRH, asociado a una
estrategia de freeze-all, podemos concluir que aunque en estos
momentos la segmentacion de los ciclos de FIV no pueda ser planteada
como una estrategia universal, se erige como una herramienta que le
permite al clinico contar con excelentes tasas de éxito, a la vez que

ofrece el mayor nivel de seguridad posible.
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7. Conclusiones

a. Las pacientes de menos de 35 afnos de edad se
beneficiarian de la segmentacién del ciclo de FIV para

optimizar su tasa de nacido vivo.

b. Las pacientes de menos de 35 anos de edad se
beneficiarian de la segmentacién del ciclo de FIV para

optimizar su tasa de embarazo clinico.
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c. Las pacientes entre 35y 38 afios de edad se beneficiarian
de la segmentacién del ciclo de FIV para disminuir su

tasa de aborto

d. El tiempo transcurrido entre la estimulacion ovarica
controlada y la primera criotransferencia de embriones
en la estrategia freeze-all, no influye en las tasas de

nacido vivo.

e. El tiempo transcurrido entre la estimulacion ovarica
controlada y la primera criotransferencia de embriones
en la estrategia freeze-all, no influye en las tasas de

embarazo clinico.

f. El tiempo transcurrido entre la estimulacion ovarica
controlada y la primera criotransferencia de embriones
en la estrategia freeze-all, no influye en las tasas de

aborto.
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