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RESUMEN

TiTULO DEL ESTUDIO
Efecto de la elevacién precoz de progesterona sobre la efectividad de la fecundacion in
vitro.

AMBITO DEL ESTUDIO
Clinica Tambre C/ Tambre, 8 28002 Madrid

OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluar el efecto de la elevacién precoz de la progesterona sérica durante la
hiperestimulacion ovarica controlada para fecundacion in vitro sobre la probabilidad de
gestacion clinica evolutiva y de nacido vivo.

DISENO
Estudios de cohortes retrospectivo

PALABRAS CLAVE
Elevacioén de progesterona, fecundacion in vitro, nacido vivo

MARCO CONCEPTUAL Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La elevacion precoz de progesterona ha sido catalogada como un efecto colateral
desfavorable de la estimulaciéon ovarica, que produce un aumento de la masa de células
granulosas capaces de sintetizar progesterona y favorece su produccién. La exposicién
precoz del endometrio a la progesterona puede producir una alteracion de la regulacion
de la ventana de implantacion, y reducir la probabilidad de implantacién embrionaria, de
gestacion clinica y de nacido vivo.

El efecto de la progesterona puede ser interferido por el de otras variables que pueden
condicionar el resultado gestacional del ciclo de FIV-TE. En concreto, se ha sugerido que
la intensidad de respuesta a la estimulacién y la dosis de gonadotropinas pueden estar
en relacion con la cantidad de progesterona sintetizada. Igualmente, el numero de
ovocitos obtenidos y el numero y calidad de los embriones disponibles y transferidos
podrian modular el efecto adverso de la elevacion precoz de progesterona.

OBJETIVOS:

Evaluar la asociacion de la elevacién precoz de progesterona con la frecuencia de
nacido vivo, ajustando su efecto por el resto de variables independientes relacionadas
con este resultado. Como objetivo secundario, el estudio pretende analizar la asociacion
con implantacién embrionaria, gestacion clinica y aborto,

METODOLOGIA:

Analisis de asociacidn entre exposicion a elevacion precoz de progesterona y variables
de resultado gestacional, mediante pruebas estadisticas de contraste adecuadas.
Estimacion de magnitud de efecto, mediante el riesgo relativo y la diferencia de riesgos,
aplicando anélisis univariado, bivariado y multivariado

RESULTADOS:

Se analiza una cohorte de 3741 ciclos de FIV con transferencia embrionaria, realizados
entre 2003 y 2013. Se ha identificado asociacion significativa entre la progesterona
sérica en el dia de la HCG y la frecuencia de implantacion embrionaria, gestacioén clinica
y nacido vivo, pero no con aborto. Se ha estimado un umbral de exposicién a
progesterona para cada tipo de resultado.

Ninguna de las covariables asociadas tanto con obtenciéon de nacido vivo como con la

elevacién precoz de la progesterona ejercio interaccion ni confusiéon en el efecto de la
progesterona sobre el resultado del ciclo.
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La elevacion de la progesterona sérica, junto con la dosis de FSH, el nimero de
embriones transferidos y de calidad, y la existencia de embriones para criopreservar se
asociaron como a la obtenciéon de nacido vivo variable independiente. EI numero de
ovocitos obtenidos y el tratamiento con LH no fueron identificadas como variables
independientes.

CONCLUSIONES:

La elevacién precoz de progesterona reduce la frecuencia de nacido vivo, y se asocia a
menor frecuencia de implantacion y gestacion clinica, pero no muestra relacién con
aborto. El punto de corte en la distribucion de progesterona mas adecuado para estimar
el efecto fue distinto para cada resultado. La asociacidon entre elevacion precoz de
progesterona y reduccién de al frecuencia de nacido vivo no fue interferida por el efecto
de ninguna covariable. La elevaciéon precoz de progesterona tuvo un efecto sobre la
frecuencia de nacido vivo independiente del resto de las variables explicativas (edad,
dosis de FSH, numero y calidad de los embriones disponibles y transferidos, y existencia
de embriones para criopreservar).
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TITTLE

Effect of early progesterone elevation on the IVF effectiveness.

SETTING
Clinica Tambre C/ Tambre, 8 28002 Madrid
OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluate the effect of early progesterone rise during controlled ovarian hyperstimulation
IVF cycle and it deleterious effect on pregnancy and life birth rates.

DESIGN

Retrospective cohort study

KEY WORDS

Early Progesterone elevation, Life birth rate, IVF

PATIENTS

Progesterone elevations were first described, during follicular advanced stages of ovarian
stimulation in IVF treatments, occurred in the context of cycles without suppression of
pituitary function by using GnRH analogues. These elevations were blamed on the
occurrence of undetected peaks of endogenous LH in response to supraphysiological
increase of estradiol. In the cycles with multiple follicular development, the absence of a
dominant follicle dominance and multiple development of greater follicles cohort, leads to
supraphysiological estradiol synthesis and an increase in progesterone production. This

phenomenon is known as premature luteinization.

However the systematic use of GnRH analogues has not suppressed the progesterone
early elevations in all cases. "Premature luteinization" has lost relevance today, since in
most PPE, can not show increases in serum LH. EEP deleterious effect on pregnancy in
IVF cycles remains controversial. The early increase in progesterone (PPE) has been
described with frequencies ranging 35-38% of stimulation cycles under protocol agonist

or antagonist to far lower of 8.9% estimated large retrospective studies .

Most frequently used indicator to estimate EPP incidence is serum on the day of hCG
administration, which can be a source of systematic error. Heterogeneity of these
observations are probably due to different causes. Most PPE initial studies defined by
arbitrary stratifications in serum progesterone level in ranges of between 0.8 and 2 ng /
mL. Most recently published studies, also made with modern methods of quantification

have selected more consistently cut of levels of 1.5 ng / mL of serum progesterone rise.
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OBJECTIVES

To asses early progesterone association with life birth rate, adjusting by independents
related variables. As a secondary goal we aim to asses association with implantation,
pregnancy and miscarriage rate.

METHODS

Association analysis between early progesterone rise and primary results variables, on
going pregnancy . Estimation o effects magnitude thru relative risk, difference of risks,
with contrast appropriate statistical tests. We have applied univariate, bivariate and

multivariate analysis.

RESULTS

We analyse 3741 cycles of transferred IVF patients with known pregnancy results
between 2003 and 2013. We have identified a significative correlation between serum
progesterone on HCG, and implantation rate, on going pregnancy rate and life birth rate
but not with miscarriage. We have estimated the cut of value for all the associated results

variables.

CONCLUSIONS

Early progesterone elevation reduces life birth rates, on on going pregnancy rates and
implantation rates but it does not affect miscarriage. The cut of point in our sample was
different for each of the results variables. Association between early progesterone
elevation and life birth rate was not affected for any of the other potential modifying
factors. Early progesterone rise had an independent effect on life birth rate which was not
affected by any other modifying variables (age, FSH dosages, number and quality of

embryos available and transferred and cryopreserved embryos).
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5. INTRODUCCION

5.1. MARCO CONCEPTUAL

5.1.1. Concepto y frecuencia de elevacién precoz de progesterona

Las primeras observaciones de la elevacion de la progesterona durante la fase avanzada
de la estimulacion ovarica para FIV-TE se produjeron en el contexto de ciclos sin
supresion de la funcidn hipofisaria mediante el uso de andlogos agonistas de la GnRH
(1). Estas elevaciones fueron achacadas a la aparicion de picos no detectados de LH

enddgena en respuesta a la elevacion suprafisiologica del estradiol (2).

Este mecanismo, denominado entonces ‘luteinizacion prematura’, debia ser por tanto
susceptible de prevencién por medio la desensibilizacion hipofisaria con protocolo largo
de agonistas GnRH. Sin embargo, se constaté que el uso de agonistas no era capaz de
suprimir la elevacion precoz de la progesterona (EPP) en la totalidad de los ciclos de
estimulacién. Para explicar este fendmeno, algunos autores invocaron el bloqueo
incompleto de la funcion hipofisaria, que seria inhabil para producir un pico de LH con
capacidad de desencadenar la reanudacion de la maduracién ovocitaria, pero podria ser
capaz de estimular la expresion de genes reguladores de la sintesis de progesterona (3,
4). Para otros autores, esta hipotesis resultaba poco compatible con las evidencias sobre
la profunda supresion de la liberaciéon de LH bajo protocolos largos de agonista GnRH,

gque a menudo se asocian a niveles de LH extremadamente bajas (5).

La generalizacion del uso de frenacién hipofisaria con agonistas GnRH permitié la
acumulacion de observaciones de ciclos de estimulacion con niveles persistentemente
bajos de LH, que sin embargo cursaban con incrementos de progesterona sérica al final
de la estimulacién superiores a los normalmente observados durante la fase folicular
tardia de ciclos espontaneos (6-8). Estos hechos sirvieron de base para cuestionar la
interpretacion de este fendmeno como fruto de una diferenciacion luteinizante, ya que la

produccion de la progesterona, probablemente fruto de la actividad esteroidogénica de la
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granulosa folicular en desarrollo, se producia en ausencia de elevaciones de la LH. Por
ello, Venetis propuso en 2007 la supresiéon del término ‘luteinizacion prematura’ para
aludir a estos cambios funcionales (9). Como este mismo autor sefala, este cambio
conceptual no excluye la posibilidad, infrecuente por otra parte, de que el origen de la
elevacioén precoz de la progesterona pueda ser un escape esporadico de LH enddgena
como consecuencia de una mala absorcién de la dosis de analogo agonista, de un
intervalo horario entre dosis inadecuado, o de otras situaciones que pudieran afectar a la
biodisponibilidad del farmaco. Por afnadidura, la existencia real de picos enddégenos de
LH ha sido documentada en el curso de ciclos bajo protocolo de antagonista (10) y en

ciclos espontaneos naturales o modificados (11, 12).

La frecuencia de la elevacion precoz de la progesterona al término de la estimulacion
ovarica para FIV-TE contintia siendo motivo de controversia en la literatura. La EPP ha
sido descrita con frecuencias que varian entre el 35-38 % de los ciclos de estimulacién
bajo protocolo de agonista (13, 14) o de antagonista (6, 15) hasta cifras muy inferiores y
en torno al 8-9% estimada en estudios retrospectivos amplios (16). Hay que senalar,
como reserva conceptual, que el indicador mas frecuentemente utilizado para la
estimacion de la frecuencia de la EPP es su concentracion sérica en el dia de
administracion de HCG, lo cual puede constituir una fuente de error sistematico. La
heterogeneidad de estas observaciones deriva probablemente de diferentes causas. En
primer lugar, la mayoria de los estudios iniciales definieron la EPP mediante
estratificaciones arbitrarias en el nivel de progesterona sérica, en rangos comprendidos
entre 0.8 y 2 ng/mL (3, 13, 17). Los estudios de mas reciente publicacién, elaborados
ademas con métodos modernos de cuantificacién, han seleccionado mas
consistentemente niveles de corte de 1,5 ng/mL de progesterona sérica para definir la
elevacion precoz de la misma (16, 18, 19). Diversos autores han descrito que la
exposicion a niveles de progesterona superiores a este punto de corte se asocian a
cambios relevantes en el perfil de expresién génica endometrial, y a una reduccion en la

frecuencia de nacido vivo (20).

Una segunda fuente de variabilidad en la frecuencia estimada de EPP estaria en relacion
con el procedimiento de cuantificacién utilizado. La heterogeneidad de los
procedimientos analiticos comercializados para la cuantificacibn de progesterona
constituye probablemente una limitacion en la comparabilidad de los estudios de
importancia no desdefiable. Los equipos comerciales de reactivos para la cuantificacion
de progesterona fueron desarrollados, en su mayor parte, para la determinacion de
niveles séricos propios de fase lutea, y los menos versatiles estan dotados de

sensibilidades del orden de 5-10 veces menores de las necesarias para determinar
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fiablemente niveles de progesterona habituales en fase folicular (21) por lo que sus

mediciones estan afectadas por un grado considerable de imprecision.

Un estudio belga sobre reproducibilidad y fiabilidad de seis sistemas automatizados de
determinacion analitica de progesterona concluyé que los coeficientes de variacion entre
laboratorios obtenidos tras el andlisis de cinco muestras variaron entre 6 y 45%. Se
observaron desviaciones de los valores obtenidos respecto al patron estandar
comprendidas entre -23% y 81%. Varios sistemas mostraron sobreestimaciones de al
menos un 25 % en las determinaciones de una de las muestras. La regresion lineal

mostré una tendencia ajustada hacia la sobreestimacion de un 7-41% (22).

En relacién con la precision analitica de las determinaciones de progesterona, Patton ha
publicado recientemente un estudio comparativo de métodos comercializados para la
determinacion de la concentracion sérica de progesterona mediante quimioluminiscencia
(Immulite 1000, Siemens Healthcare Daiagnostics; Access Il Immunoassay System,
Beckman Coulter; Tosoh AIA 600Il, Tosoh Biosciences; Roche Cobas e411, Roche
Diagnostics), aplicados en cuatro diferentes laboratorios y utilizando como medida de la
variabilidad los coeficientes de variacion inter e intraensayo. Para la medida de las
desviaciones respecto al ‘patron oro’ se consideraron como valores de referencia los
obtenidos por medio de cromatografia liquida y espectrometria de masas en tandem.
Cada centro proceso tres alicuotas de cada muestra de suero, repitiendo en tres
ocasiones las determinaciones. Se estudid tanto la precision de la cuantificacion de las
muestras originales como el efecto sobre la misma de la dilucién necesaria para la
determinaciéon de concentraciones fuera del rango analitico de cada prueba. Aunque
todos los sistemas de cuantificacion evaluados mostraron una alta correlacion con las
determinaciones de la técnica de referencia (R: 0,993; 0,995; 0,995; 0,987) solo dos de
los sistemas presentaron coeficientes de variacion intraensayo inferiores al 10 % en
todas las mediciones de las tres iteraciones realizadas. Con respecto a la variabilidad
interensayo, sélo dos de los sistemas evaluados mostraron coeficientes de variaciéon
inferiores al 10 %. Ademas, el grado de imprecisién no se asocié a un grupo concreto de
muestras o a una tanda de determinaciones, sino sélo al procedimiento analitico
empleado. En seis de los diez lotes de muestras analizadas, las diferencias entre los
valores medios mas bajo y mas alto determinados por los cuatro procedimientos
evaluados fue proxima al 50 % del promedio global, lo que da idea de la magnitud de la
variabilidad. La conclusion del estudio es que el nivel de imprecision de los métodos
convencionales de determinacién analitica automatizada de progesterona obligan a
interpretar cautelosamente los umbrales criticos de progesterona para la toma de
decisiones respecto al manejo del ciclo, y en especial, cuando se adoptan puntos de

corte procedentes de estudios que han empleado procedimientos distintos del aplicado
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en cada centro. La solucion ideal seria la utilizacién de estdndares propios validados en
la determinacion e interpretacion clinica de los niveles de progesterona durante la

estimulacion ovarica (23).

No existe en la actualidad un consenso sobre el las caracteristicas que debe reunir el
método analitico apropiado para la determinacién de elevaciones leves y moderadas de
progesterona, por lo que cada centro debe conocer de forma exhaustiva las propiedades
de precision, exactitud, apreciacion, sensibilidad y reproducibilidad de la técnica que

emplea (24).

5.1.2. Sintesis de progesterona en la esteroidogénesis folicular fisiolégica

La produccion de progesterona reside fundamentalmente en el ovario, y en mucha
menor medida en las suprarrenales. La progesterona ovarica es resultado de la accion
de la 3-B-OH-esteroide-deshidrogenasa sobre la pregnenolona. De acuerdo con la teoria
de las dos células-dos gonadotropinas, una parte de la progesterona sintetizada en la
granulosa difunde a la teca donde se transforma en 17-OH-progesterona por la accion de
la 17-a-hidroxilasa (CYP17), que solo poseen las células de este compartimento folicular.
La 17-OH-progesterona sigue después la ruta de transformaciéon en andrégenos y su

conversion posterior a estrégenos.

La sintesis ovarica de progesterona comienza a incrementarse al final de la fase folicular,
y de forma claramente anterior al pico de LH (25). Ademas, existen algunas pruebas de
la implicaciéon de este incremento sutil de progesterona en la emergencia del pico de LH
(26), y de que la exposicion secuencial a niveles adecuados de estrogenos seguidos de
progesterona resulta imprescindible para el desencadenamiento del aumento critico de la
LH (27). Estos datos sustentan la teoria de que la progesterona sintetizada en la fase
folicular tardia actua facilitando la retroalimentacion positiva ejercida por los estrogenos

sobre el centro de control hipotalamo-hipofisario, y contribuye al pico de LH.

El paso enzimatico limitante en el proceso de esteroidogénesis ovarica es la
transformacion de colesterol en pregnenolona, mediado por la actividad de P450scc. La
pregnenolona resultante de esta transformacion puede seguir tres vias metabdlicas

diferentes, dos de las cuales existen en el ovario: la via A5 y la A4.

La via A5 conduce a la transformacion de pregnenolona en 17-hidroxipregnenolona, por
la accion de la 17-a-hidroxilasa (CYP17, P45017a), y de ésta, por la misma accion

enzimatica, en dehidroepiandrosterona, precursora a su vez de la androstendiona. La 17-
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a-hidroxilasa, que es en realidad una enzima compleja dotada tanto de actividad
hidroxilasa como liasa, se localiza exclusivamente en las células tecaintersticiales del
ovario. Por el contrario la P450arom se expresa unicamente en las células granulosas.
Por tanto, la teca provee la sintesis de andrégenos, que actian como sustratos de la

aromatizacion que tiene lugar solo en el compartimento granuloso del foliculo.

La via A4 se inicia con la transformacion de pregnenolona en progesterona, por la accion
de la 3-B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (3p-HSD). Esta conversion es irreversible,
como todas las reacciones de deshidrogenizacion catalizadas por este enzima. A
continuacion, la progesterona puede ser transformada en 17-hidroxiprogesterona por la
accion de CYP17. Esta molécula es terminal en el ovario humano, que no dispone de
actividades enzimaticas capaces de metabolizarlo, por lo que, junto con la progesterona,
constituyen los productos finales de sintesis de la via A4 (28). La sintesis de estradiol
depende por tanto de forma exclusiva de la testosterona sintetizada por medio de la via
A5, a la que pueden revertir por interconversion parte de la androstendiona, que es un
producto de la via A4. La actividad de la CYP17 es, en consecuencia, el principal

modulador del equilibrio entre la sintesis de progesterona y 17-hidroxiprogesterona (29)

La sintesis de andrégenos, predominante en los foliculos de pequefio tamafio, tiene un
caracter ténico, y como se ha dicho, depende ante todo de la actividad intrinseca de los
enzimas responsables. A partir de la aparicion del antro folicular aumenta la sintesis de
estradiol, en especial en el foliculo dominante. Finalmente, el foliculo preovulatorio
desarrolla una creciente capacidad para la produccién de progesterona, sin merma de la
produccién de estradiol (30). Por el contrario, la produccion folicular de progesterona,
detectable ya en foliculos antrales pequefios (5-6 mm), esta en relacion directa con el
diametro folicular y con el numero de dias transcurridos desde la ovulacién (31). Durante
la fase folicular precoz de un ciclo ovarico normal, las concentraciones de estradiol en la
vena ovarica homolateral al ovario donde se localiza en foliculo dominante son el doble
de las detectables en sangre periférica, y se incrementan aun mas durante la fase
folicular media (32). La elevacion en la concentracion de progesterona es detectable
también en la fase folicular precoz, antes incluso del establecimiento de la dominancia
folicular, y al igual que sucede con el estradiol, su concentracion en fase folicular media
es muy relevante (32). Este incremento tiene su origen en el foliculo dominante, que
vierte a la circulacién sistémica una fraccion de la progesterona que produce. Parte de
ésta experimenta ademas un rapido metabolismo hepatico, o que explica que las
concentraciones en sangre periférica en la fase previa a la ovulacién no sean aun

mayores.
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La sintesis global de progesterona, que alcanza niveles generalmente inferiores a 1
mg/dia en fase folicular, se incrementa de 20 a 30 veces durante la fase lutea (33). En
términos de concentracion plasmatica, la cantidad de progesterona en fase preovulatoria
en mujeres en edad fértil suele ser menor de 100 ng/dL, y se incrementa hasta 500-

2000 ng/dL a partir de la fase lutea precoz.

5.1.2.1. Regulacioén de la actividad CYP17

La actividad de FSH estimula la expresion de CYP17-ARNm en células tecales pero no
en células granulosas, segun se ha constatado en modelos experimentales animales
(34), a pesar de que los receptores de FSH se expresan Unicamente en la granulosa. Se
ha hipotetizado que la accion promotora de FSH sobre la expresion de CYP17 podria

estar mediada por factores reguladores no hormonales (30).

Otros factores capaces de modular la actividad CYP17 son la insulina y el IGF-1 y |l
(Insulin-like growth factor), capaces de estimular la sintesis androtendiona en la teca, y la
inhibina sintetizada en la granulosa como efecto de la accién de la FSH, que promueve
la sintesis tecal de androstendiona (35). Esta accion de la inhibina sobre la sintesis de
andrégenos podria ser el efector de la regulacion paracrina de la granulosa sobre la
actividad CYP17 en la teca, dependiente en ultimo término de FSH, y que se afadiria a

la propia accion de la LH sobre las células tecales (35).

Se han descrito otros sistemas reguladores de la sintesis de 17-hidroxipregnenolona,
DHEA y andrégenos tecales por medio de la modificacion de la actividad de CYP17, y
que incluyen mediaciones por EGF (Epidermal growth factor), FGF (Fibroblast growth
factor), TGF-b (Transforming growth factor b) y activina (30).

5.1.2.2. Regulacion de otros enzimas de la esteroidogénesis ovarica

La actividad de CYP11a, que ya se ha definido como el paso limitante de la toda la
sintesis esteroidea estd basalmente regulada por la transcripcién de su gen codificador.
La regulacién critica depende del nivel de la proteina de regulaciéon aguda de la sintesis
de esteroides (StAR; Steriod Acute Regulatory protein), que facilita el ingreso de
colesterol a las mitocondrias, en cuyo interior se localiza P450scc. La expresion de StAR
se ve estimulada por los niveles de AMPc y por la accién de FSH, LH y HCG sobre las

células de la granulosa.
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La 3B-HSD es la responsable de la conversion de los esteroides sintetizados por la via
A5 a la configuracidon A4, y por tanto resulta esencial para la sintesis de diferentes
productos hormonales. La actividad relativa de 3p-HSD y de CYP17 determina la
fraccion de pregnenolona que sigue la via A5 hacia la sintesis de estradiol y la que se
transforma en progesterona y 17-hidroxiprogesterona a través de la via metabdlica A4.

La accion FSH sobre cultivos in vitro de células granulosas de rata nuabil produce
incremento de la sintesis de 3B-HSD-ARNm, de los niveles de proteina y de su actividad
enzimatica (36). La accion LH/HCG tiene analogos efectos sobre cultivos in vitro de
células tecales humanas (37). Datos procedentes de estudios sobre fisiologia folicular
humana sefnalan que la produccion de andrégenos en la teca es relativamente constante
a lo largo del ciclo, lo que sugiere una dependencia primordial de la actividad intrinseca
de las células tecales, que es fruto de una actividad tecal de 3-HSD fundamentalmente
ténica y constitucional. Sin embargo, no puede excluirse la posibilidad de un incremento
funcional, tanto por la accién de FSH sobre la granulosa como por la de LH en la teca,
aunque las consecuencias clinicas de esta regulacidon en el contexto de los ciclos

estimulados no se conocen en la actualidad.

5.1.3. Sensibilidad folicular a las gonadotropinas en el ciclo natural

5.1.3.1. Acciones gonadotropicas sobre la granulosa en fase folicular

precoz

La elevacion de progesterona durante la fase folicular es, debe recordarse, un fenémeno
fisiolégico (20). La regulacion especifica que FSH y LH ejercen sobre la sintesis de
progesterona a lo largo de la fase folicular no esta suficientemente dilucidada. Durante la
fase folicular precoz, la FSH es el principal estimulador de la sintesis de progesterona,
promoviendo la expresion de actividad la 3-B-OH-esteroide-deshidrogenasa en la
granulosa, mientras que la accién de LH es menos conocida. Paralelamente, la accién
de LH tiene lugar predominantemente sobre las células tecales, dotadas de receptores a
la misma, y consiste principalmente en estimular la actividad 17-a-hidroxilasa y con ello

la conversion de progesterona en 170H-progesterona (24).

El desarrollo y diferenciaciéon de los foliculos ovaricos depende principalmente de la
acciéon combinada y secuencial de las dos gonadotropinas —FSH y LH- . La accién de
FSH sobre las células granulosas de los foliculos antrales precoces, estimula su
proliferacion mitética, su capacidad esteroidogénica y, a partir de un cierto grado de

desarrollo, la aparicion de receptores a LH. La LH actua sinérgicamente con la FSH
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sobre los foliculos previamente expuestos a la accion de ésta, manteniendo su
crecimiento y desencadenando los cambios propios de la luteinizacion y en el foliculo
preovulatorio. A medida que progresa el desarrollo folicular terminal, se incrementa la
produccion ovarica de progesterona, que tiene lugar principalmente en las células de la
granulosa (29). De hecho, la sintesis de progesterona en la granulosa depende en su
inicio de la accion tonica de FSH que del pico LH, al que precede en horas y del que se

considera un facilitador (38).

En el contexto de un ciclo natural, el foliculo dominante mantiene su capacidad de
proliferacion y diferenciacion a pesar del descenso de FSH determinado por la
retroalimentacion negativa ejercida por los estrégenos, gracias en parte a haber
incrementado su sensibilidad a la accion de LH. La estimulacion de los receptores a LH y
FSH de la granulosa folicular, tras la interacciéon con las respectivas gonadotropinas, se
sigue de la activacién de varios sistemas de sefalizacion, de la que dependen tanto el
crecimiento folicular como la sintesis de esteroides. Estos sistemas comprenden tanto
vias de sintesis de segundos mensajeros intracelulares, como adenilato-ciclasa (39, 40).
La proteinkinasa C (productora de inositol-trifosfato), MAP-kinasa (mitogen-activated
protein kinase) como sistemas de sefializacion extracelular dependientes de
proteinkinasas (39). La diferenciacion de las céulas granulosas inducida por FSH induce
la expresion de receptores a LH, incrementa progresivamente la esteroidogénesis y la
expresion creciente de varios factores de crecimiento pertenecientes a la familia del
TGF-b. En la teca, las vias de sefalizacion intra e intercelular son menos conocidas,
aunque estudios realizados en modelos animales han descrito que la actividad Akt-
fosforilasa (fosfatidilinositol-3-kinasa) dependiente de LH esta regulada por la via de la
MAP-kinasa (28).

5.1.3.2. Modificacion de la sensibilidad a LH en fase folicular avanzada

En el ciclo natural normal, el foliculo dominante contintia creciendo y diferenciandose a
pesar de que la concentracién sérica de FSH, y con ella su actividad sobre la granulosa,
va decreciendo a medida que progresa el crecimiento folicular terminal. Ello se debe a
que este foliculo ha incrementado su sensibilidad a las gonadotropinas, de forma mucho
mas acusada que los no dominantes, lo que incluye el establecimiento progresivo de
sensibilidad a LH.

Mientras que la accion tecal de LH es relativamente constante a lo largo de ciclo, el
efecto sobre la granulosa tiene un perfil mas evolutivo, lo que esta en probable relacion

con la modificacién ciclica de sus receptores (30). Esta bien establecido que la
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receptividad folicular a la accién de LH es minima en los foliculos antrales precoces, y va
aumentando con el crecimiento folicular, de forma que se sigue incrementando incluso a
pesar de la paulatina reduccion de la sensibilidad a FSH (41). La expresion de
receptores a LH en las células granulosas se va incrementando gradualmente a lo largo
de la fase folicular, y es maximo en el momento de la ovulacién. Se ha establecido que
en fase folicular tardia la estimulacion de la sintesis de progesterona mediada por LH es

tres veces mas intensa que la ejercida por la FSH (42).

La interaccién de la LH con su receptor de la célula granulosa estimula la sintesis de dos
enzimas clave para la esteroidogénesis: la enzima de desdoblamiento de la cadena
lateral del colesterol (CYP11a, P450scc; P450 side-chain cleavage enzyme) y la
aromatasa (CYP19, P450arom; P450 aromatase enzyme). En estudios de fisiologia
folicular realizados en modelos de cultivo in vitro células de granulosa folicular de rata se
ha observado que la expresion de ARNm codificante de P450 fue intensamente
estimulada por la accién de FSH y LH, y que tanto la expresion de P450arom como la
sintesis de progesterona fueron maximas soélo en presencia de ambas gonadotropinas
en el medio de cultivo (43). Por tanto, el papel regulador de la LH sobre la
esteroidogénesis no sélo residiria en la estimulacién de la sintesis tecal del sustrato —los

andrégenos— sino también en la regulacion de la propia actividad aromatasa (30)

5.1.3.3. Acciones de LH sobre la teca

Las células de la teca responden a la accion de LH transformando pregnenolona en
andrégenos, parte de los cuales es a su vez aromatizada a estrégenos en la granulosa
por la accion de la CitP450 aromatasa, cuya actividad esta estimulada por la FSH. Otra
fraccion de los andrégenos tecales difunde hasta la granulosa y alcanza el liquido
folicular, y una tercera pasa a la circulacién general. En los ciclos naturales, la
concentracion plasmatica de LH es relativamente constante durante la fase folicular, y su
accion estimula, por medio de la ocupacién de una pequeia fraccion de receptores
disponibles, una produccién androgénica tecal suficiente. Esta oferta sostenida de
sustrato para la aromatizacion permite, en virtud del incremento de la accién aromatasa
mediada por la FSH —en especial en el foliculo dominante— un incremento progresivo de
la sintesis de estradiol. La cuantificacion diferencial de estradiol y progesterona en
sangre venosa procedente del ovario en el que reside el foliculo dominante y del
contralateral ha revelado que la sintesis de estradiol y de progesterona radica

predominantemente en el ovario donde se localiza el foliculo ovulatorio.

Aunque en la teca predomina la sintesis de andrdogenos, sus células también son

capaces de sintetizar progesterona en cantidades significativas (44). A diferencia de
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otros pasos de la esteroidogénesis, las actividades enzimaticas responsables de la
sintesis de progesterona son unidireccionales, por lo que la ésta puede considerarse el

producto final de la sintesis de esteroides ovaricos (20).

5.1.4. Papel de la progesterona en la regulacién molecular de la receptividad

endometrial

La implantacion es un complejo proceso, caracterizado por un dialogo equilibrado y
continuo entre el endometrio y el embrion (45). Este proceso, localizado
fundamentalmente en el epitelio y el estroma del endometrio funcional, se desarrolla en
un determinado intervalo temporal, conocido como ventana de implantacién, que
clasicamente se ha considerado comprendido entre el 6° y 9° dia postfecundacion.
Durante la ventana de implantacion tienen lugar una serie de transformaciones
morfoldgicas y funcionales, que determian la aparicion en el endometrio de moléculas de
adhesién, cambios vaculares y produccién transitoria de citoquinas proinflamatorias en la
que intervienen multiples y complejas vias moleculares, destinadas a propiciar la
adherencia e invasién del blastocisto. La progesterona y las proteinas inducidas por ésta
constituyen uno de los principales reguladores transversales de la mayoria de estos
procesos. Sus efectos tienen lugar por medio de mecanismos gendémicos y no

genomicos, que convergen en la producciéon de cambios tisulares especificos (46).

Los efectos de la progesterona se ejercen por medio de dos mecanismos moleculares
basicos (18). Por un lado, existe un efecto directo sobre sus receptores cuya sensibilidad
estéa regulada por diferentes sistemas intracelulares. La especificidad tisular del receptor
de progesterona se ve influenciada por la isoforma del receptor mayoritaria y por el
patron predominante de dimerizacion (AA, BB, AB), asi como por el contexto de
proteinas reguladoras expresadas en el tejido diana. Por otra parte, se conocen efectos
de nivel secundario, que actuan por medio de la promocién o inhibicidon de proteinas

reguladoras (47).

Las acciones gendmicas de la progesterona son mediadas por sus receptores nucleares
clasicos (Progesterone Receptors; PR), que pertenecen a la superfamilia de los factores
de transcripcion, y se localizan predominantemente en la membrana nuclear de la célula
diana, al igual que los receptores especificos de otras hormonas esteroideas. Las dos
isoformas predominantes, PR-A y PR-B, son codificadas por el mismo gen, y presentan
un patron de distribucion tisular no uniforme, de modo que PR-A es la predominante en
el utero. Ambas son inducidas por estrogenos, y se expresan en el epitelio y estroma

endometrial durante la fase proliferativa. Con la transformacién secretora del endometrio
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y la posterior decidualizacion, se produce una disminucién del PR-B, mientras que la
expresion de PR-A se mantiene. Gracias a estudios en modelos animales, se ha
esclarecido que el PR-A es fundamental para el proceso de decidualizacién endometrial

y de implantacion embrionaria (45).

El PR-B es ademas capaz de desencadenar acciones no gendémicas, por medio de
intracelulares rapidas, interactuando con sistemas de sefializacibon como Src-
tirosinquinasa y activando la via Ras/Raf-1/MPAK, que interviene en los procesos de
proliferacion, diferenciacion y angiogénesis implicados en la decidualizacion (48). Se han
descrito otros receptores para progesterona a nivel intracelular y de membrana
(isoformas PR-C, PR-M, PR-S, PR-T). Los receptores citoplasmaticos parecen
desempefiar un papel de regulacion intracelular del efecto progestacional, fijando parte
de la progesterona y ejerciendo un efecto de “secuestro” que antagoniza las acciones

derivadas de la interaccién con los receptores nucleares (49).

La expresion de los PR esta modulada primordialmente por las acciones endocrinas de
los estrogenos y de la propia progesterona, asi como por la acciéon paracrina de ésta
ultima. El incremento de estradiol en fase preovulatoria estimula el crecimiento y
proliferacion de las células epiteliales del endometrio, y suprime en éstas la expresion de
PR, mientras que la induce en el estroma. Posteriormente el incremento de progesterona

en fase lutea atenua la proliferacion epitelial e incrementa la estromal (50).

La progesterona también regula la disponibilidad y activacion del PR por medio de
mecanismos paracrinos. El nivel de P determina la fraccion de PR citoplasmaticos unidos
en complejo a heat shock proteins (proteinas de shock caliente) que mantienen al
receptor preparado para unirse a la progesterona y activar la transcripcion de DNA.
Antes de la unién a progesterona, el PR ha de experimentar un cambio conformacional,
separandose de las heat shock proteins y formando dimeros. Estos cambios,
dependientes de la concentracion citoplasmatica de P, favorecen la afinidad del receptor
por coactivadores y mediadores de transcripcion como P160/SRC (coactivador de
receptores esteroideos) y Krippel-like factor (KIf9), factor de transcripcién secundario

que coactiva el RP.

Tras la unidon de progesterona a su receptor, se activan dos conjuntos vias de
sefalizacion, que regulan tanto la receptividad endometrial como la invasividad del
trofloblasto (45, 50). Dentro del primer grupo, la progesterona interviene en procesos de
remodelacion endometrial —bloqueando la proliferacion del epitelio y estimulando la del
estroma-, induce inmunotolerancia y facilita la adhesion embrionaria. En relacién con el

segundo, la progesterona es un importante regulador negativo de la invasividad
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trofoblastica, inhibiendo el sistema de metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP)
(51), modificando la actividad del sistema activador del plasminégeno (52) vy

antagonizando la migracion del trofoblasto extravellositario.

Los mecanismos de control de la receptividad mas relevantes regulados por
progesterona incluyen el factor de ftranscripcién estroma endometrial Hand2,
responsable de la inhibicién de la produccion de factores citotroficos (FGF-1, -2, -9 y -18)
(50). Otra via es la mediada por Indian Hedgehog (lhh), relacionada con la interaccion
entre epitelio y estroma endometrial por su caracter activador de COUP-TFII (NR2F2),
que reduce la expresion del factor coactivador-1 del receptor epitelial de estrégenos
(SRC-1) y por tanto actia como mediador de la supresion del efecto proliferativo de los
estrogenos sobre el epitelio endometrial ejercida por la progesterona(45, 50). Otros
sistemas, como el de las proteinas Wnt (Wingless-Type MMTYV integration site), modulan
la invasividad del blastocisto. También intervienen sistemas de citoquinas y otros
reguladores del ciclo celular como C-erb-2, —que controlan la proliferaciéon celular
estromal-, Errfi1 o Mig-6, reguladores de otros puntos de control del ciclo celular. Un
tercer grupo de mediadores sobre los que la P tiene acciéon son los receptores de
prostaglandinas, cuya accién resulta esencial en los procesos de angiogénesis
implantatoria. Finalmente, la P se comporta asimismo como corregulador de la expresion
de factores de transcripcion tales como la familia Homebox (y en concreto Hoxa10),
C/ERP B (CCAAT/enhancer binding protein ), Hand2 y FOX 1 (Forkhead box 1),
responsables del control de la proliferacién y diferenciacion de las células del estroma
endometrial, de la supresion de citoquinas mitogénicas con FGF(Fibroblast growning

factor).

Desde el punto de vista de la actividad del trofoblasto, hay que recordar que el
crecimiento  invasivo del trofoblasto extravascular estd regulado por enzimas
proteoliticas, fundamentalmente metaloproteinasas (MMPs), cuya actividad regula
también la P, modulando negativamente la invasion trofoblastica. Asi mismo, a través de
acciones genodmicas, la progesterona también media la migracion del trofoblasto

extravellositario (45, 50).

En sintesis, las vias que hemos enumerado, inducen, entre otras, el bloqueo de la
proliferacidon estrogénica y la expresion de factores de adhesién, fundamentales para la

decidualizacion e implantacion.

5.1.5. Efectos de la estimulacién ovarica sobre la sintesis de progesterona
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La estimulacion con gonadotropinas del desarrollo folicular multiple representa una oferta
suprafisioldgica de actividad FSH —o de FSH mas LH- a cada uno de los foliculos de la
cohorte en fase de seleccién en el momento en que se inicia la estimulacion. Estos
niveles no son solo muy superiores a los fisioldgicos, sino que su patron temporal difiere
notablemente de la dinamica enddgena de fluctuacién de la FSH endégena (53, 54). La
estimulacion ovarica modifica un proceso continuo de desarrollo folicular, durante el cual
existe en cada fase del ciclo un conjunto heterogéneo de foliculos en diferentes fases de
desarrollo, al menos en pacientes con reserva folicular conservada. La anulacién de la
dominancia folicular resultante de la estimulaciéon conlleva el desarrollo terminal de
mayor numero de foliculos, y determina una sintesis suprafisioldgica de estradiol, y un
incremento de la produccion de progesterona, cuya liberacién a la circulacion general
esta relacionada con el numero de foliculos en desarrollo, la intensidad de la accion FSH
sobre la granulosa, asi como de la de LH sobre la teca . Asi, la concentracion hormonal
detectable en sangre periférica constituye solo un reflejo indirecto de la actividad global

del conjunto de foliculos esteroidogénicamente activos.

Varios factores podrian contribuir al incremento de la progesterona en el contexto de un
ciclo estimulado para obtener desarrollo folicular multiple de alto grado. En primer lugar,
las elevadas cantidades de FSH que actuan sobre la granulosa durante la estimulacion
ovarica aumentan muy intensamente la produccion de estradiol y progesterona en el
conjunto de los foliculos receptivos a su acciéon presentes en ambos ovarios. La
asociacion entre dosis de actividad FSH y produccion de progesterona ha sido
ampliamente descrita, incluso en ausencia de cuerpo luteo funcionante, asi como la
mayor correlacion entre las dos variables en los ciclos en los que se detecté la existencia
de un escape de LH a pesar de la administracion de agonistas GnRH en protocolo largo
(55, 56). A pesar de ello, el incremento de la sintesis de progesterona al final de la
estimulacién que se observa en la mayoria de los ciclos de tratamiento con
gonadotropinas exdgenas mas analogos agonistas o antagonistas de la GnRH, no se

debe generalmente a un incremento prematuro de LH.

La secuencia de la cascada de la esteroidogénesis es obviamente la misma en el ciclo
natural y en el contexto de la estimulacién ovarica para FIV-TE, aunque ciertas
actividades enzimaticas pueden verse afectadas por el efecto de las concentraciones
suprafisioldgicas de estradiol por efecto de la exposicion a dosis elevadas de FSH. No
existen datos directos sobre el posible efecto de la hiperestimulaciéon ovarica controlada
sobre la actividad de CYP17, y sobre las repercusiones que podrian tener en la sintesis
de progesterona respecto al ciclo no estimulado. Es posible que estimulacion ovarica
modifique no soélo la cantidad total sintetizada, sino la contribucién relativa de la teca y la

granulosa en su produccion. Por una parte, el incremento de la actividad de P450arom
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ejercida por el incremento de la accién FSH podria aumentar el consumo del sustrato
comun pregenolona, y con ello reducir la producciéon de progesterona por medio de la
accion 3B-HSD. Por otro lado, es probable que la proporcién de progesterona total
sintetizada en las células granulosas vaya en incremento a medida que progresa la
estimulacion ovarica y segun aumenta la sensibiidad a LH en estas células.
Considerando que la actividad de CYP17 puede ser estimulada tanto por la LH como por
otros sistemas paracrinos ya mencionados, es muy probable que sea intensamente
sobreexpresada en células estimuladas, lo que podria determinar cambios en su
apetencia diferencial por sus sustratos con predominio de la transformaciéon de 17-
hidroxiprogesterona, o catalizar su transformacion a progesterona simplemente por la
hiperabundancia de sustrato (57). Parece claro que durante la fase folicular precoz, las
células granulosas de los foliculos en fase de seleccién no tienen gran sensibilidad a LH,
por lo que el incremento de progesterona que sigue a la elevacién de LH —observado por
ejemplo en la fase de flare-up del protocolo largo de agonistas— podria ser mas bien fruto

del rescate funcional del cuerpo luteo preexistente (58).

Por otro lado, la acciéon de LH sobre las células de la teca que regula la transformacion
de progesterona en andrégenos por la accion de CYP17. Se ha propuesto que la
acumulacion del ‘sustrato progesterona’, que facilitaria su paso a la circulacion y la
aparicion de efectos endocrinos —entre otros sobre el endometrio—, no sélo podria derivar
de una sintesis excesiva, sino también de una metabolizacién insuficiente a andrégenos
(Andersen 2014 (30)). No esta bien establecido si durante la estimulacion ovarica, la
accion sobre la teca de la LH disponible podria incrementar la produccién de andrégenos
y reducir asi la disponibilidad del sustrato comin para la sintesis alternativa de

progesterona.

5.1.1. Efectos de la elevacion precoz de progesterona sobre la receptividad

endometrial

La mayoria de las publicaciones disponibles describen una asociacion entre la EPP al
final de la estimulaciéon ovarica y la reduccién de la probabilidad de gestacion tras
transferencia embrionaria en fresco. Sin embargo, el mecanismo de sefializacion
endocrina o de otra indole responsable de la disminucién de la receptividad endometrial

sigue sin ser completamente dilucidado.

En relacion con el componente embrionario del proceso de implantacion, diversos
autores han observado que los ovocitos y los embriones procedentes de ciclos con y sin

EPP no difieren significativamente en cuanto a calidad (3, 8, 59-62). Las evidencias
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procedentes del modelo de donacion de ovocitos con consistentes con esta hipétesis. Un
estudio inicial de caracter retrospectivo sobre el efecto de la EPP sobre la calidad de
ovocitos y embriones fue realizado por Melo sobre 240 ciclos de ovodonacién realizados
por 120 donantes, de las que se seleccionaron para estudio dos ciclos —uno con
elevacién de progesterona y otro sin ésta—. En dicho estudio no se observaron
diferencias en frecuencia de implantacion embrionaria, gestacion clinica y aborto entre
los ovocitos procedentes de ciclos de estimulacion con EPP (> 1,2 ng/mL) y aquéllos que
se obtuvieron de ciclos con progesterona normal (60). Los resultados del menataanalisis
de Venetis se orientan también en el sentido de la inocuidad de la EPP sobre la calidad
ovocitaria y embrionaria, tanto en el contexto de la ovodonacién como en el de la
transferencia de embriones criopreservados (63). Estos datos han fundamentado la
hipétesis de que el efecto de la EPP sobre la probabilidad de gestacion esta en relacion

con sus acciones sobre el endometrio y no sobre la calidad embrionaria.

Se ha sugerido que el incremento de progesterona circulante al final de la fase de
estimulacién actuaria sobre el endometrio, acelerando su maduracion y alterando la
sincronia fisioldgica entre su diferenciacion y la capacidad implantatoria del embrién (64).
Segun los estudios de Kolibianakis al respecto, el desfase de tres o mas dias entre el
estadio de desarrollo embrionario y de diferenciacion endometrial reduce
significativamente la probabilidad de gestacion en ciclos de FIV con transferencia
embrionaria en fresco (65). Estos datos han sido corroborados por estudios posteriores,
que han observado que un periodo de diferenciacion endometrial postovulatoria de 3 o

mas dias determina cambios sustanciales en el perfil de expresion molecular (66).

Siguiendo esta hipodtesis, Liu ha estudiado la relacién entre los niveles de progesterona
previos a la puncion folicular y la estructura funcional del endometrio en el periodo
periimplantatorio, asi como con el recuento de células NK en el estroma endometrial.
Para este propésito, realizdé un estudio de cohortes prospectivo incluyendo 106 pacientes
procedentes de un solo centro, tratadas bajo protocolo largo de agonista GnRH y con
estimulacion con 225-300 Ul/dia de FSHr, y en las que no se llevo a cabo transferencia
embrionaria principalmente por riesgo de hiperrespuesta o por EPP (> 2 ng/mL). Las
pacientes fueron sometidas a biopsias de endometrio 7 dias después de la
administracién de HCG. El punto de corte para definicion de EPP fue el percentil 90 de la
distribucion (1,7 ng/mL en dia de HCG y de 9,5 ng/mL en el dia de administracion de
HCG), de acuerdo con resultados previos de este grupo. Los niveles de progesterona
sérica fueron la Unica variable asociada de forma independiente al adelantamiento de la
maduracion endometrial establecida segun criterios de Noyes, de forma que los
endometrios de pacientes con EPP presentaron una frecuencia superior de maduracién

acelerada que los de mujeres con progesterona normal. En relacién con el recuento de
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células NK endometriales, la elevacion de progesterona sérica fue también la Unica
variable asociada de forma independiente al recuento (medianas: 9,6% [rango: 2,3-21,6]
vs 5,5% [rango: 1,4-18,7].

El primer estudio sobre el efecto de la EPP en el perfil de expresion génica endometrial
fue realizado por el grupo de Van Vaerenbergh en 2011 (19). Estos autores practicaron
una biopsia endometrial en el dia de la puncién folicular a 14 pacientes tratadas para
FIV-TE, a las que se realizd posteriormente TE en fresco. Las pacientes fueron
catalogadas en tres grupos en funcién de los niveles séricos de progesterona en el dia
de administracion de HCG (0,9 ng/mL, 1-1,5 ng/mL y >1,5 ng/mL). El analisis de
expresion génica diferencial mostré escasas diferencias entre los dos primeros grupos, y
mucho mas llamativas entre el segundo y el tercero, o que sugiri6 la existencia de un
posible efecto umbral de la EPP en la expresién génica endometrial, que podria ser la

base de una disregulacién de la receptividad a la implantacion.

Aplicando procedimientos de cuantificacion de expresion génica diferencial, Labarta
analiz6 prospectivamente el perfil de expresion génica del endometrio durante la ventana
de implantacion en donantes de ovocitos, en funcién del nivel de elevacién de
progesterona sérica. En las pacientes que experimentaron una EPP superior a 1,5
ng/mL, se aprecié un incremento sustancial de la expresién o inhibicién de 140 genes,
de los cuales 13 pertenecen al grupo de los firmemente asociados a la receptividad
endometrial. A pesar de ello, la frecuencia de gestaciones obtenidas tras la donacién de
los de ovocitos fue similar en ambos grupos, lo que apoya la hipétesis de que la EPP no
afecta a la calidad ovocitaria (18). Estas diferencias en la expresion génica y en los
perfiles moleculares podrian explicar, para estos autores, la reduccién de la receptividad

endometrial y de la probabilidad de implantacion (18, 19).

Un tercer estudio de prueba de concepto realizado por Li y colaboradores en 2011
analizé el efecto de la EPP sobre la receptividad endometrial por medio de la
cuantificacion de microRNA vy el perfil de expresion de ARNm en muestras de endometrio
obtenidas durante la ventana de implantacién (dia HCG+8) en 14 pacientes en las que
se cancelé la transferencia embrionaria, y que fueron clasificadas en funcién del nivel de
progesterona sérica de la HCG (<1,2 ng/mL y > 1,9 ng/mL) (67). Mediante el estudio con
tecnologia de microarrays de las muestras endometriales, se detectdé expresion
diferencial en 4 microRNAs (todos infrarregulados en el grupo de EPP) y en 22 ARNm
(13 sobrerregulados y 9 infrarregulados). Los autores destacan que dos de los
reguladores de receptividad mas relevantes, como el VEGF y la osteopontina, mostraron
expresion diferencial entre los grupos, de forma que los endometrios de pacientes con

EPP presentaron infraexpresion de VEGF y sobreexpresién de osteopontina.
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En la misma linea, Haouzi ha realizado un estudio similar, analizando las modificaciones
de la expresion génica endometrial —considerada como biomarcador de receptividad y
medida a través de la cuantificacion de microRNAs— en biopsias de endometrio
obtenidas en fase prerreceptiva (dia de la puncion folicular) y fase receptiva (dia +3 de
transferencia embrionaria) en un grupo de 15 pacientes sometidas a estimulacion ovarica
para FIV-TE. La conclusion fue que la elevacion de la progesterona sérica por encima de
1,5 ng/mL se asoci6 a la modificacion del patron de expresion génica desde el estado
prerreceptivo al estado receptivo, lo que sugiere la subsiguiente aceleracién de la
maduracion endometrial y su disincronia con el desarrollo embrionario. Otro hallazgo
relevante del estudio es que un elevado niumero de genes infraexpresados en el grupo
de pacientes con EPP superior a 1,5 ng/mL estan implicados en el control del ciclo
celular, lo que refuerza la hipoétesis de que su regulacion a la baja favorece el inicio
precoz de procesos de crecimiento y proliferacién celular (68).

Como ha sefialado Fatemi en una reciente revisidon de conjunto al respecto, los estudios
disponibles se alinean con la hipotesis de que la exposicion prematura a niveles
elevados de progesterona durante la fase de estimulaciéon ovarica para FIV-TE alteran la
expresidbn de un amplio conjunto de genes relacionados con la regulacion de la
maduracién y la receptividad endometrial, aunque los resultados acumulados hasta el
momento son insuficientes para concluir sobre qué grupo de genes criticamente

implicados podrian constituir una diana para el diagnéstico clinico (20).

La implicacion de la EPP en la alteracion de la angiogénesis asociada a la
decidualizacién endometrial, critica para la implantacion embrionaria, ha sido analizada
por Chen (69). Este autor focaliza su atencién en dos de los sistemas promotores de la
angiogénesis mas involucrados en el proceso precoz de la implantacién, como son el
VEGF (Vascular Growth Endotelial Factor) y el PLGF (Platelet Growth Factor). El
objetivo especifico del estudio es comparar las diferencias en la expresion de VEGF-A,
VEGF-C y PLGF en endometrios de pacientes con progesterona normal y elevada
durante la estimulacion para FIV, y a las que se suspendi6 la transferencia embrionaria.
VEGF-A y PLGF estan estructuralmente relacionados y se unen receptores comunes,
favoreciendo la proliferacion y migracion celular, y regulando la apoptosis y la
permeabilidad vascular, con un efecto final de induccién sinérgica la angiogénesis. El
VEGF-C es un factor de crecimiento selectivo para vasos linfaticos, y promueve la
migracion y proliferacion de células endoteliales para su conformacion. Por medio de un
disefio de cohortes retrospecivo, se analizaron, las expresiones de estos factores
angiogénicos en el endometrio de 119 pacientes expuestas y no expuestas a EPP en el
dia de la HCG (21,7 ng/mL) y en el dia posterior a la administracién de la misma (29,5

ng/mL). Ambos puntos de corte representaban el percentil 95 de las distribuciones. La
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cuantificacion de la expresién de los mediadores angiogénicos se realizdé en todos los
casos en el epitelio adluminal, en el glandular y en el estroma. Las caracteristicas
basales de las pacientes, asi como el curso de la estimulaciéon fueron similares al
comparar las pacientes expuestas a EPP y las no expuestas. Se hall6 presencia de
VEGF-A, VEGF-C y PLGF en todos los compartimentos del endometrio, si bien la tincion
fue mas intensa en el epitelio glandular tanto en el grupo con progesterona normal como
en el de EPP. En el epitelio luminal, la expresion fue ligeramente mas intensa en el grupo
de EPP, aunque la diferencia no resulté significativa. En el epitelio glandular se objetivé
una tincion significativamente mas intensa para VEGF-A, VEGF-C y PLGF en el grupo
de EPP, mientras que el estroma presentd un aumento significativo de expresion de
VEGF-A y PLGF. Estos resultados pueden indicar que el impacto de la EPP tiene lugar
predominantemente sobre la angiogénesis periglandular, y por tanto que esta mas
relacionado con los procesos angiogénicos periimplantatorios. Se ha postulado que los
efectos de la progesterona sobre la expresion de estos factores puede ser mediado por
acciones gendmicas —dependientes de la interaccidon con los receptores nucleares
clasicos— o por medio de acciones indirectas ejercidas a través de regulacion de

proteinas sefializadoras o de la actividad de las células NK uterinas Chen, 2015 #353}.

5.1.6. Efectos de la elevacion precoz de progesterona sobre los resultados

gestacionales de la FIV-TE

Los efectos nocivos de la EPP durante la estimulacién del desarrollo multifolicular para
FIV-TE han sido objeto de discusion desde la publicacion, hace mas de dos décadas, de
los primeros estudios observacionales al respecto (1). Los estudios primarios que no han
constatado efectos desfavorables de la EPP sobre la probabilidad de gestacion en ciclos
de FIV-TE (3, 13, 17, 70, 71) son actualmente menos numerosos que los que han
descrito una reduccion significativa de la probabilidad de gestacién asociada a EPP (13,
16, 72, 73).

Una de las publicaciones recientes de mayor relevancia analizé retrospectivamente mas
de 4000 ciclos de estimulacién ovarica, concluyendo que la elevacion de la progesterona
por encima de 1,5 ng/mL (4,77 nmol/L) se asociaba a una reduccion significativa y
clinicamente relevante de la probabilidad de gestacion en ciclos de FIV-ICSI (31% vs
19,1%; p< 0,00006) (16)

A partir de estos y otros estudios, se han elaborado diferentes revisiones metaanaliticas

de las evidencias disponibles. En 2007, Venetis (9) elaboré el primer metanalisis a partir
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de doce estudios primarios seleccionados, de los cuales diez eran retrospectivos, y sélo
cinco aportaban datos sobre gestacién clinica. La conclusién principal de este estudio
fue que la reduccion de la probabilidad de gestacion clinica asociada a la EPP no
resultaba estadisticamente significativa (OR: 0,75; IC 95% 0,53; 1.06; p = 0,10). Este
resultado no se modificod realizando analisis de sensibilidad mediante exclusion de los
estudios con menos informacién sobre la conducta que determiné la deteccion de EPP
en relacion con la transferencia embrionaria, ni tampoco realizando analisis de
subgrupos por tipo de analogo GnRH utilizado ni por punto de corte considerado para la
definicién de la EPP. Una parte relevante de los estudios incluidos en este metanalisis no
informan suficientemente sobre los métodos de cuantificacion de la progesterona, y
sobre su variabilidad y reproducibilidad. Por ello, las conclusiones del estudio inicial de

Venetis han sido relativizadas por algunos autores (74).

El mismo grupo de investigadores public6 mas recientemente un segundo metanalisis
sobre el efecto de la EPP en la probabilidad de gestacién en ciclos de estimulacién
ovéarica para FIV-TE bajo protocolo de antagonistas de la GnRH (65). Este autor
metaanalizé cinco estudios primarios con tamafos muestrales pequenos (595 pacientes
en total) y observé que las pacientes con EPP presentaron un estadiol sérico en el dia de
administracion de HCG significativamente superior (Diferencia de medias: 956 pg/mL, IC
95% 248; 1664 pg/mL; p=0,008 segin modelo de efectos aleatorios) y mayor numero de
ovocitos recuperados (Diferencia de medias: 2,9; IC 95% 1,5; 4,4; p < 0.001 segun
modelo de efectos fijos). En relaciéon con su objetivo primario, el estudio concluyé que la
elevacién de la progesterona se asociaba a una reduccion significativa —cercana al 10
%— de la probabilidad de gestacion clinica (DAR: 9%, IC 95% 17% ; 2%, p < 0,001 segun
modelo de efectos fijos).

Venetis publicé en 2013 un tercer metandlisis acerca del efecto de la EPP sobre la
probabilidad de gestacion, analizando globalmente casi 60.000 ciclos de tratamiento, y
afiadiendo analisis de subgrupos relevantes (63). EI metanalisis seleccioné estudios
primarios publicados hasta 2012 acerca de ciclos de FIV con ovocitos propios o de
donante, y con transferencia embrionaria en fresco o tras descongelacién, que aportasen
resultados de gestacion en funcién del valor de progesterona en el dia de HCG. Fueron
excluidas aquellas publicaciones en las que se afirmé que la EPP condicionaba el
manejo terapéutico. En total se incluyeron 63 estudios, que totalizaban 55.199 ciclos con
transferencia embrionaria en fresco. Ademas del metanalisis para la sintesis de
resultados, los autores realizaron un analisis de meta-regresién para control de la
heterogeneidad y la estimacion de probabilidad de gestacién. La variable principal de
resultado fue la gestacion clinica, evolutiva o la obtencién de recién nacido vivo; como

variables secundarias se consideraron el consumo de gonadotropinas, la duracién de la
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estimulacién, el numero de ovocitos obtenidos y estradiol sérico en el dia de la hCG.
Ante la gran variabilidad en el umbral utilizado para definir la EPP en los distintos
estudios, los autores agrupan éstos por estratos (0,4-0,6 ng/ml; 0,8- 1,1 ng/mL; 1,2-1,4
ng/mL; 1,5-1,75 ng/mL; 1,9-3 ng/mL). En logica correspondencia, la frecuencia de EPP
resulté muy variable (entre 12.6% y 46%), aunque resultaba inferior en los ciclos con
antagonista GnRH. La principal conclusion de este estudio es que en todos los estratos
de punto de corte se constaté una asociacion negativa significativa entre EPP en el dia
de la hCG y la frecuencia de gestacion en ciclos de FIV con transferencia embrionaria en
fresco. Por el contrario, no se detectd asociacion de la EPP con la probabilidad de
gestacion en ciclos posteriores de criotransferencia de embriones congelados, ni en
ciclos con ovocitos donados. Estos hallazgos parecen respaldar que la afectacion de la

probabilidad gestacion se debe a la alteracién endometrial.

Para evaluar la relevancia clinica de la EPP, los autores de este metaanalisis calcularon
el numero de exposiciones necesario para producir un efecto negativo (number needed
to harm; NNH) que resulté 9, lo cual equivale a estimar que por cada diez exposiciones
a EPP se perderia una gestacion, es decir, se produciria un descenso del 10% en la
probabilidad de gestacion esperada (63). Considerando la frecuencia media de EPP
estimada en el estudio (17%), queda por esclarecer si la aplicacién de alguna medida
especifica en casos de EPP estaria justificada en términos de coste-efectividad. Las
limitaciones de este meta-analisis radican en la heterogeneidad de las poblaciones de
estudio, en el protocolo de estimulacion ovarica, y en el umbral para definir EPP. Por otro
lado los estudios incluidos son observacionales, y su grado de control de sesgos no

resulta tampoco homogéneo.

Muy recientemente, Griesinger ha realizado un metanalisis de seis ensayos clinicos
disefados con otros objetivos, pero con control de las concentraciones de progesterona
al final de la estimulacion (75). El anadlisis global de los 1866 ciclos evaluados en los
estudios originales estimé una frecuencia global de EPP superior a 1,5 ng/mL del 8,4 %
(IC 95%: 7,2%; 9,8%). Analizando en conjunto todas las pacientes, la exposicion a EPP
se asocié a una pérdida significativa de probabilidad de gestacion clinica por ciclo
iniciado (OR: 0,55; IC 95%: 0,37; 0,81) y por transferencia (0,56; IC 95%: 0,57; 0.86).
Ademas, la EPP fue mas frecuente (19,9%) entre las pacientes con respuestas

superiores a 18 ovocitos que entre las que produjeron menos de 6 (4,5%).

La posibilidad de que el efecto nocivo de la EPP sobre el resultado gestacional de la FIV-
TE pueda ser compensado, al menos parcialmente, por el efecto de factores prondsticos
favorables como edad no avanzada, respuesta ovarica elevada o alta disponibilidad de

embriones de buena calidad ha constituido la hipotesis del estudio de Hill (76), que ha
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analizado retrospectivamente una cohorte de 1620 transferencias embrionarias en
fresco, de las cuales 934 se realizaron en fase de blastocisto, y 686 en fase de morula.
Los niveles de progesterona no exhibieron relacién con indicadores de calidad ovocitaria
ni embrionaria, incluyendo frecuencia de fecundacion, estadio evolutivo de los embriones
en el dia de la transferencia y embriones disponibles para la preservacion. La edad de la
paciente, el dia de la transferencia, el nUumero de embriones transferidos y el nivel sérico
de progesterona se relacionaron significativamente con la frecuencia de nacido vivo. La
EPP se asocid con menor probabilidad de nacido vivo tanto en los ciclos con
transferencia de mérulas como de blastocistos, en ciclos con embriones de buena y de
baja calidad, y en estimulaciones con baja y elevada respuesta. El analisis bivariado no
reveld interacciones de estas variables sobre el efecto de la EPP en la frecuencia de

nacido vivo, por lo que se asumio que su efecto era independiente de éstas.

Con posterioridad a la publicacién de los metanalisis mencionados, han aparecido
estudios relevantes, como el de Nayak, que evalua el efecto de la EPP sobre la
probabilidad de implantacién, gestacion clinica y aborto por medio de un estudio de
cohortes prospectivo (77). Este autor analizé la asociacion entre el nivel de progesterona
sérica en el dia de la extraccién de ovocitos —y no de la administraciéon de HCG, a
diferencia de la mayoria de los estudios— y la probabilidad de implantacion y gestacion
clinica en una cohorte de 186 pacientes tratadas con ciclos de estimulacion ovarica para
FIV-TE bajo protocolo de antagonistas con inicio flexible. Ni los valores basales de
progesterona, ni los del dia e inicio de antagonista GnRH o de la administracién de la
HCG mostraron asociacion estadisticamente significativa con la probabilidad de
gestacion clinica. Por el contrario, la concentracion de progesterona en el dia de la
extraccion de ovocitos fue significativamente mas elevada entre las pacientes que no
gestaron (10,2 vs 7,8 ng/mL; p=0,007). La asociacion del nivel de progesterona en el dia
de la puncién folicular con el resultado gestacional del ciclo fue explorado ademas
estratificando la distribucion de progesterona en intervalos discretos de amplitud
uniforme y estimando la probabilidad de implantacion y de nacido vivo para cada estrato.
Las frecuencias de gestacion bioquimica y clinica mostraron una asociacion lineal
inversa con la EPP, de forma que cuanto mayor resultaba la elevacion de progesterona,
menor fue el resultado gestacional. Ademas, la tendencia al descenso de la probabilidad
de gestacién se acentud a partir de cifras de progesterona en el dia de la extraccion de
ovocitos mayores de 12 ng/mL. Utilizando este punto de corte para dicotomizar la
distribucion de progesterona, los autores observaron que la probabilidad de gestacién
clinica fue significativamente mayor en las pacientes que presentaron progesteronas
séricas en el dia de la extraccion de ovocitos inferiores a este umbral (43,9% vs 31,6%;
p=0,01). Por el contrario, no se observaron diferencias en la frecuencia de aborto (12%
vs 16,7%, p=0,64).
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El efecto desfavorable de la EPP sobre la receptividad endometrial ha sido evaluado por
algunos autores estimando éste a través de una de sus posibles expresiones clinicas: el
fallo recurrente de implantacion en FIV-TE. Liu realiz6 un estudio de cohortes
retrospectivo sobre una muestra de oportunidad de pacientes menores de 40 afios que
produjeron hasta 20 ovocitos como respuesta a la estimulacion ovarica para FIV-TE,
analizando separadamente las pacientes sin ciclos previos de tratamiento, las que
habian experimentado una Unica transferencia fallida, y las que presentaban fallo de dos
0 mas ciclos de FIV con transferencia. Tras el analisis global de 6673 ciclos, los autores
observaron una frecuencia de EPP del 25,5 %, definiendo ésta como una concentracion
en el dia de administracion de HCG superior a 6 nmol/L. El analisis global de los ciclos
revel6 que la probabilidad de implantacion embrionaria y gestacion clinica se redujo
significativamente en los ciclos que experimentaron EPP (33,3% vs 44% y 22,4% vs
32,1; p<0,05), a pesar de que no se observaron diferencias en calidad ovocitaria,
porcentaje de fecundacion y calidad embrionaria. La frecuencia de EPP difirio
significativamente al comparar los grupos de pacientes que recibian su primer
tratamiento (24,4%), las pacientes con un ciclo previo fallido (30,7%) y las mujeres con
fallo recurrente de FIV (40,2%; p<0,05). Estas diferencias en la frecuencia de EPP se
mantuvieron ajustando el analisis por edad, numero de ovocitos y estradiol en dia de
HCG, tanto en la muestra global como estratificandola por tipo de respuesta a la
estimulacion (normal y baja). Los resultados de este estudio sefialan que entre el 24,5%
y el 48% de las pacientes con dos o mas fallos de tratamientos previos con FIV-TE
experimentan EPP en el ciclo subsiguiente, frecuencia muy superior a la observada en
las pacientes sometidas a primer tratamiento. Los autores concluyen que la EPP en el
dia de la HCG se asocia con el antecedente de fallo recurrente de FIV, aun ajustando
por potenciales factores confusores. Como limitacién de la validez externa del estudio,
hay que subrayar la elevada proporcién de EPP observada en toda la serie, y el hecho
de que la transferencia embrionaria se cancelase en el 66,7% de las pacientes con EPP,

que no formaron parte del analisis.

Se ha propuesto que la EPP podria afectar negativamente a la probabilidad de
gestacion a través de mecanismos distintos de la disregulacién endometrial, como la
reduccion de la calidad ovocitaria. Esta hipotesis ha sido evaluada en el estudio de
Huang, que analiza la asociacion entre EPP y frecuencia de fallo de fecundacion (78).
Tras analizar retrospectivamente una cohorte de casi 10000 ciclos de FIV convencional,
estos autores concluyeron que la necesidad de ICSI de rescate —indicada por la no
extrusion del segundo corpusculo polar a las 4-6 horas de la inseminacién en FIV
convencional- fue superior en los ciclos que presentaron niveles de progesterona sérica
en el dia de la HCG superiores a 1,5 ng/mL (OR: 1,16; IC 95%: 1,01; 1,57) 0 a 2,5
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ng/mL (OR. 1,49; IC 95%: 1,06; 2,1). Este estudio sefiala ademés el incremento
progresivo aunque no lineal de la frecuencia de ICSI de rescate a medida que se
incrementa el nivel de progesterona en el dia de la HCG. La principal recomendacion
que los autores derivan de la conclusién de este estudio es que la elevacion de la
progesterona final, especialmente si es superior a 1,5 ng/mL, constituye un factor de
riesgo para el fallo de fecundacion, y podria afectar desfavorablemente al resultado de

ciclo por mecanismos adicionales al trastorno endometrial (78).

Un nuevo concepto, surgido de los datos de una publicacién de Santos-Ribeiro, propone
la hipbtesis de que la exposicion endometrial a bajas concentraciones de progesterona
durante la estimulacién podria tener un efecto adverso sobre el resultado gestacional del
ciclo similar al producido por la situacion contraria, es decir, por la EPP (79). El analisis
de una cohorte retrospectiva de 2373 ciclos que finalizaron con transferencia embrionaria
se realizé por estratos de progesterona sérica en el dia de la HCG (amplitud de 0,25
ng/mL; rango entre 0 y >1,5 ng/mL). La frecuencia de nacido vivo fue significativamente
inferior en las pacientes con progesteronas mas elevadas (>1,5 ng/mL) pero también
mas bajas (<0,5 ng/mL). Para depurar el posible efecto confusor de la respuesta ovarica,
se aplicé anadlisis multivariado mediante regresion logistica, que evidencié que la
asociacion permanecia significativa tanto para el estrato con progesterona mas elevada
como mas baja tras ajustar por edad, numero de ovocitos, estradiol final, dosis total de
actividad FSH administrada, nimero de embriones transferidos y dia de la transferencia.
Los autores discuten el significado de este hallazgo, proponiendo que la baja sintesis
folicular de progesterona puede ser en si misma la explicacién del descenso de la
frecuencia de nacido vivo, o ser la expresion de un factor causal comun no identificado
capaz de producir tanto una sintesis progestacional insuficiente como un descenso en la

frecuencia de gestacion (79).

5.1.1. Factores relacionados con la EPP durante la estimulacion ovarica y con

su efecto sobre el resultado de la FIV-TE

Edad

La posibilidad de que ciertos factores prondsticos relevantes —como la edad de la mujer-
puedan modular el efecto de la EPP sobre la probabilidad de implantacion, gestacion y
nacido vivo ha sido evaluada recientemente por el estudio de Venetis sobre una amplia
cohorte retrospectiva de pacientes procedentes de un unico centro, que recibieron casi
3300 ciclos de tratamiento a lo largo de los 12 afios del periodo de observacién. Sin bien

el analisis univariado no hallé6 asociacion entre la EPP —definiendo ésta como >1,5
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ng/mL- y la probabilidad de nacido vivo (OR: 0,78; IC 95%: 0,56; 1,09), estos autores
concluyen la existencia de un efecto confusor ejercido por la edad de la paciente y por
numero de ovocitos, cuyo ajuste por medio de andlisis multivariado pone de manifiesto el
efecto real de la EPP. La inclusion de la edad de la mujer en el modelo de regresion
determind un incremento del 11,4 % de la OR de EPP en relacion con la obtencion de
nacido vivo. Los autores concluyen que, la edad de la mujer podria ejercer confusion
ocultando el efecto real de la EPP sobre el resultado de ciclo, que quedaria de manifiesto

al realizar un ajuste por el efecto de la misma, contrario al de la EPP (80).

En el referido estudio de Hill sobre el posible efecto compensador que los factores de
pronostico favorable podrian ejercer minimizando la influencia negativa de la EPP sobre
el resultado gestacional de la FIV-TE, no se detecto interaccion de la edad —ni del resto
de las covariables analizadas— sobre el efecto de la EPP sobre la frecuencia de
gestacion y de nacido vivo, es decir, la magtinud del efecto negativo de la EPP fue

similar en las pacientes de menor edad y en las de edad avanzada (76).

LH endégena

Los primeros estudios sobre el efecto potencial de la concentracién basal de LH —o de su
incremento gradual durante la estimulaciéon— sobre la EPP no constataron claramente

dicha asociacion (6, 56, 81).

El concepto de la EPP como consecuencia fisiologica de la luteinizacién prematura fue
mas extensamente analizado por Hughes en el primero de una serie de estudios
centrados en la relacion de la actividad LH con la EPP (82). Este autor analizo una
cohorte retrospectiva de 708 ciclos de estimulacién ovarica para FIV realizados en un
unico centro, con el objetivo primario de evaluar el efecto del tipo de protocolo de
analogo GnRH utilizado durante la estimulacion ovarica para FIV sobre la probabilidad
de EPP. Como objetivo secundario, los autores pretendieron analizar la asociacion entre
los niveles enddgenos de LH durante la estimulacion y la EPP. Para asegurar el origen
endogeno de toda la actividad LH detectable, los ciclos estimulados con preparados
gonadotrépicos con actividad LH no fueron incluidos en el estudio. Como era previsible,
las concentraciones de LH en dia 1° y 6° de estimulacion fueron significativamente
inferiores en los ciclos bajo protocolo largo de agonista, en comparacion con los de
antagonista. Por otro lado, las concentraciones séricas de progesterona, similares a lo
largo de la estimulacién, difirieron en dia de la administracion de la HCG, ya que la
media de la progesterona de los ciclos con antagonista fue significativamente inferior a la

observada en los ciclos con protocolo largo de agonista (0,84 vs 0,91 ng/mL; p<0,05).
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Con respecto a la asociacion entre niveles de LH endégena y EPP, el area bajo la curva
de la concentraciéon sérica de LH durante la estimulacion no mostré correlacién
significativa con el nivel de progesterona en el dia de la HCG en ciclos de agonista ni de
antagonista. Los niveles de LH en 6° dia de estimulacion se correlacionaron con la
progesterona al término de la estimulacion sélo en protocolos de agonista (R2=0,14;
p<0,05). Finalmente, los niveles de LH y de progesterona en el dia de la administracion
de HCG mostraron correlacion significativa aunque discreta tanto en ciclos de agonista
(R2=0,18; p<0,05) como de antagonista (R2=0,16; p<0,05). Aplicando analisis
multivariado al estudio de correlacion, y ajustando por variables potencialmente
confusoras actividad de FSH administrada, nimero de foliculos mayores de 11 mm y
estradiol en el dia de la HCG, los autores concluyeron que la correlacion entre los niveles
séricos de LH y de progesterona en el dia de la administracion de HCG sdlo se
mantenia para los ciclos de agonista (R2= 0,12; p<0,05), y resultaba por otra parte

discreta.

Los autores concluyen que los niveles de LH enddégena, bien a lo largo de la
estimulacion o al final de la misma, pueden contribuir a la EPP, pero no parecen
desempefiar un papel causal nuclear respecto a la misma cuando se ajusta su efecto por
las variables que suelen actuar como confusoras. Entre éstas, se destacaria la
intensidad de la estimulacion, estimada por medio de la dosis de FSH administrada, y
principal responsable de la elevada esteroidogénesis en la granulosa. El efecto de la
elevacién de LH enddgena en la fase final de la estimulacion puede ser considerado por
tanto real pero de escasa magnitud. (82). En conclusion, la mayor parte de la diferencia
en la progesterona al término de la estimulacion observada al comparar ciclos de
agonista y de antagonista seria achacable a la menor actividad esteoidogénica asociada
generalmente a éste Ultimo protocolo, y s6lo en segundo término a las diferencias de LH

endogena.
Progesterona basal

La elevacion de progesterona sérica con caracter previo al inicio de la estimulacion ha
sido objeto de varios estudios, que han tratado de evaluar su efecto sobre la probabilidad
de gestacion clinica, y, mas recientemente, su capacidad predictiva en relaciéon con la

EPP al término de la estimulacion.

Kolibianakis realiz6 un estudio de cohortes prospectivo para evaluar el impacto de la
elevacién de progesterona en el segundo dia del ciclo sobre la probabilidad de gestacion
en pacientes tratadas con FIV-TE bajo protocolo de antagonistas GnRH (83). El inicio de

la estimulacién ovarica se llevd a cabo en segundo dia del ciclo en aquellas pacientes
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con niveles de progesterona normales (<1,6 ng/mL) (n =390), mientras que se postpuso
en las que presentaban niveles basales elevados (n=20) hasta comprobar su
normalizacion tras uno o dos dias. Todas las pacientes recibieron estimulacion ovarica
con FSHr y administracion de antagonista GnRH a partir del 6° dia de tratamiento
gonadotrépico. La exposicion global durante a progesterona y a estradiol durante la
estimulacion fue estimada calculando el area bajo la curva a partir de las
determinaciones séricas basales y en dia 6° y 8° de estimulaciéon. Las pacientes con
progesterona basal normal presentaron un &rea bajo la curva de progesterona
significativamente menor, y bajo la curva de estradiol significativamente mayor respecto
al grupo con progesterona basal elevada (4,7 vs 8,4 ng/mL-dia ; p=0,001; 2954 vs 1439
pg/mL-dia; p=0,001). Con respecto a los resultados gestacionales, las pacientes con
progesterona basal elevada presentaron menor frecuencia de gestacion por ciclo inicio
iniciado (5% vs 31,8%; p=0,01) y por transferencia embrionaria (6,3% vs 36,9%; p=0,01),
asi como menor probabilidad de implantacion (3,6% vs 21,1%; p=0,01).

Con este mismo objetivo, Blockeel (84) realizé un estudio de cohortes prospectivo en el
que las pacientes con niveles basales menores de 1,5 pg/mL de progesterona iniciaron
la estimulaciéon ovarica, mientras que las que superaban este umbral de progesterona
recibieron tres dias de tratamiento previo con antagonista de la GnRH, que logré la
reduccidon de la progesterona basal en todos los casos. No se observd diferencia
significativa en la frecuencia de gestacion al comparar los dos grupos. La conclusion de
este estudio es que el pretratamiento con antagonistas GnRH es eficaz en la reduccién
de la progesterona basal elevada, no perjudica el rendimiento de la estimulacién ovarica,
y podria prevenir eficazmente el posible efecto nocivo de la exposicion endometrial

precoz a progesterona.

Otro estudio de casos y controles anidado acerca del efecto de la progesterona basal
sobre la probabilidad de gestacion evolutiva ha sido publicado por Hamdine en 2014
(85). Con este objeto, estos autores analizaron 158 pacientes procedentes de un estudio
prospectivo aleatorizado y multicéntrico destinado a evaluar el efecto del dia de inicio del
antagonista GnRH sobre la frecuencia de gestacién (dia 2 frente a dia 6 de
estimulacién). Se consider6 como caso a las pacientes que presentaron una
progesterona al inicio de la estimulacién superior a 1,5 ng/mL, y controles a las que
presentaban progesteronas séricas por debajo de este umbral. Los resultados
gestacionales fueron ademas analizados considerando separadamente los ciclos que
habian recibido antagonista desde el segundo dia de estimulacion y las que lo recibian
desde el sexto dia. Este estudio no detecto la existencia de diferencias significativas en
frecuencia de gestacion clinica entre el grupo de casos y el de controles (27% vs 19%;
p=0,6).
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En esta misma publicacion, los autores aportan adicionalmente un metaanalisis de dos
de los estudios previamente descritos (83, 84), que aunque destinados a otros objetivos
principales, evaluan secundariamente la influencia del nivel basal de progesterona sobre
la frecuencia de gestacion evolutiva. El metaanalisis concluye la existencia de asociacion
significativa entre los niveles elevados de progesterona basal y la frecuencia de
gestacion evolutiva, y estima la reducciéon del procentaje de gestacién clinica en un
15%(DAR: -0,15; IC 95%: -0,23; -0,07; p<0,003). Los autores recomiendan dar un valor
limitado a estas conclusiones, considerando que se trata de un metaanalisis basado en
dos estudios, que analizan estrategias de intervencion diferentes y sélo abordan como

objetivo colateral el analisis sobre el efecto de la progesterona basal (85).

La relevancia del nivel de progesterona basal como factor predictivo de elevacion del
progesterona sérica en dia de HCG fue analizada por el estudio de Papaleo, en el
contexto de un estudio de cohortes retrospectivo destinado a identificar factores
prondsticos asociados a la elevacion precoz de progesterona durante la estimulacion
para FIV-TE (86). Analizando una cohorte de 303 pacientes, no se hallé asociacion
significativa entre la concentracion sérica de progesterona en el dia de la HCG y la
probabilidad de gestacion clinica tras transferencia embrionaria en dia +3 de desarrollo
embrionario (AUC: 0,58; IC 95%: 0, 51; 0,66, p = 0,02). Considerando solo la parte de la
muestra con valores de progesterona final por encima de la media (0,9 ng/mL), se
identific6 un umbral de progesterona al final de la estimulacion (1,35 ng/mL) con efecto
negativo en la probabilidad de gestacion clinica (OR: 2,24, 1C95%: 1,05; 4,80). En este
estudio, la edad de la paciente, asi como los niveles basales de FSH, LH, AMH vy
recuento de foliculos antrales no mostraron asociacion con la EPP. Por el contrario, el
nivel de progesterona basal, la dosis total de FSHr administrada, el estradiol final y la
duraciéon de la estimulacion si se asociaron a la frecuencia de EPP, siendo la

progesterona basal el factor prondstico con mayor OR (OR = 12,21, 95 % CI 1,82-81,7).

En este mismo estudio se aplicd un disefio de casos y controles anidado en la cohorte
para evaluar el efecto de la exposicion a niveles altos de progesterona basal
comparando las pacientes con EPP al término de la estimulacion (>1,35 ng/mL; casos) y
las que no presentaron dicha elevacion (controles), hallandose diferencias significativas
(OR = 2,90; I1C95 %; 1,24-6,78). Aun considerando con cautela los resultados teniendo
en cuenta el escaso tamafio dela muestra y el andlisis parcial de la misma, los autores
concluyen que la progesterona basal es la principal causa de EPP, cuya utilidad reside

en que puede ser detectado antes del inicio de la estimulacion.
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Dosis de actividad FSH

La dosis inicial de actividad FSH adecuada para la estimulacién deberia seleccionarse
con la intencion de obtener un rendimiento idéneo del ciclo, que en términos cuantitativos
podria estimarse en la obtenciéon de entre 8 y 15 ovocitos (Shunkara, 2011). La
estimacioén de la dosis inicial de FSH mas idénea para lograr este objetivo terapéutico
debe tener en cuenta caracteristicas de la paciente como su edad, indice de masa
corporal, antecedentes de respuesta a estimulaciones previas, y predictores de
respuesta como el recuento de foliculos antrales, y las concentraciones séricas de AMH
y FSH, y ftratar de no rebasar los limites de seguridad que expondrian a una

hiperrespuesta y a un incremento del riesgo de EPP (20, 87).

En relacion con el perfil de esteroidogénesis propio de los ciclos estimulados en
protocolo de antagonista, el estudio de Out (88), destinado a comparar la eficacia y
seguridad de la estimulacion diaria con 150 frente a 200 Ul de FSHr observé del
tratamiento con antagonista determin6 una previsible reducciéon de las concentraciones
séricas de LH en los dos brazos, mientras que las de FSH se mantuvieron a expensas
de la aportaciéon exégena. Sin embargo, el grupo que recibié dosis mas altas de FSHr
presenté también niveles séricos de LH, de estradiol y de progesterona

significativamente superiores al grupo de baja dosis de FSHr.

Fuente de actividad FSH

Las diferencias en el perfil de bioactividad descritas entre las diferentes preparaciones
comerciales de gonadotropinas con actividad FSH han generado prolongadas
discusiones en relacion con su posible efecto en la efectividad. La FSH enddgena es en
realidad una superfamilia de productos de sintesis que presentan diferencias en su
fraccion glucidica, que resulta marcadamente heterogénea, aunque reconoce un cierto
patrén de evolucion durante la fase folicular (89). Se han descrito también variaciones
diacronicas en el perfil de glicosilacion de la FSH relacionadas con el periodo de la vida
fértil, lo que podria estar en relacidon con su vida media, su afinidad por los receptores
especificos de la célula gonadotropa y con su actividad molecular sobre los mismos (90).
En cultivos experimentales de complejos cumulo-ovocito, las isoformas con menor
caracter acido producen una acumulacion de AMPc mayor que la observada tras
exposicion a formas mas acidas. La liberacion caracteristicamente intermitente de
isoformas de FSH poco acidicas, dotadas de menor vida media de eliminacion y de
menor afinidad por el receptor, parece suficiente para generar las respuestas fisiolégicas

habituales y para permitir el mantenimiento de una receptividad adecuada a FSH. Este
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patrén, junto con la liberacidon ocasional de pulsos de isoformas mas acidas, parece el
idéneo para producir la maduracion folicular en las fases de este proceso sensibles y
dependientes de gonadotropinas, y de contribuir asi la ovulacién de ovocitos
fecundables. La proporcion relativa de isoformas acidas/poco acidas presentes en los
preparados de actividad FSH de origen urinario y recombinante podria determinar
diferencias sutiles en sus acciones biolégicas, que podrian no tener expresiéon en
parametros de efecividad relacionados con respuesta ovarica, pero si ser capaces de
producir efectos diferenciales sobre la modificacion de la esteroidogénesis folicular
durante la estimulaciéon ovérica. Se ha propuesto que esta heterogeneidad en los
patrones de actividad podria asociarse a la produccion de progesterona como respuesta
a la accion farmacologica de los preparados de FSH (2), aunque no se dispone de

estudios disefiados especificamente a contrastar esta hipotesis.

Adicion de actividad LH

Como se ha senalado com anterioridad, la adecuada comprension del efecto de la
accion fisolégica de LH —y de la esperable en el contexto del ciclo estimulado con adicion
de actividad LH- requiere considerar por separado sus acciones sobre teca y granulosa.
Por un lado, la LH interactia de forma toénica los receptores de las células tecales,
estimulando a actividad CYP17 del complejo CitP450, responsable de la conversion de
progesterona (por la via A4) y pregnenolona (por la via A5) en sus respectivos derivados
hidroxilados. El resultado de esta accién es el consumo de parte de la progesterona
sintetizada en la teca. Por otro lado, la LH estimula también la actividad 3p3-HSD, que
estimula la conversion de pregnenolona en progesterona. Em consecuencia, la accién
global de la LH sobre la produccién tecal de progesterona depende del balance entre
estas dos atividades enzimaticas (57). También se ha referido que la accion de LH sobre
la granulosa depende de la adquisicion por parte de sus células de receptividad a la
misma, lo que ocurre a partir de la fase folicular avanzada. Se ha demostrado la
existencia de un sinergismo entre FSH y LH en la estimulacion de la produccién de
progesterona em la granulosa, y que la potencia relativa de LH en la induccion de la

esteroidogénesis es mayor que la de FSH (42).

La complejidad y evolutividad de las acciones de LH sobre teca y granulosa permiten
comprender la controversia que rodea el uso de preparados gonadotrdpicos con accién
LH sobre el riesgo de EPP es motivo de discusién actual (57). Las discrepancias entre
los estudios publicados al respecto podrian explicarse en virtud de su heterogenidad, y
mas especificamente en la diferente pauta de inicio en la administracion de LH (desde el
comienzo de la estimulacion o a partir del 5°-6° dia), en razéon de la mencionada

evolutividad de la receptividad a LH de las células granulosas. Otra fuente de
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heterogeneidad, que limita la comparabilidad de los estudios, es el tipo de actividades
FSH y LH utilizadas, que fue de origen recombinante en algunas publicaciones y de

origen extractivo en otras (24).

El estudio MERIT, ensayo clinico pragmatico y multicéntrico destinado a comparar la
eficacia y seguridad de HMG frente a FSHr en la estimulacion ovarica para FIV-TE bajo
protocolo largo de agonistas, incluyé entre sus objetivos secundarios evaluar la
produccién de progesterona al término de la estimulacion (91). El efecto de la EPP sobre
la frecuencia de gestacion pudo ser analizada con potencia estadistica adecuada gracias
su gran tamafo muestral utilizado, dado su caracter multicéntrico (92). Las
concentraciones de progesterona en sangre periférica y en liquido folicular fueron
significativamente superiores en las pacientes tratadas con 225 Ul de FSHr en
comparacién con las que recibieron la misma dosis de HMG ultrapurificada, incluso
ajustando por numero de ovocitos obtenido. Por tanto, este hallazgo no podria explicarse
s6lo en virtud de la mayor respuesta ovarica a la accion de la FSHr, que se tradujo en
una media de ovocitos significativamente superior (2 ovocitos). Contrariamente, las
concentraciones de androgenos y estrogenos en liquido folicular (androstenediona,
testosterona, fraccion libre de andrégenos, y ratios  estradiol/androstenediona,
estradiol/testosterona total and estradiol:progesteronefueron mas elevadas en el grupo
tratado con HMG. Ademas, en las pacientes estimuladas con FSHr se detecté una
correlacion significativa entre el volumen de masa celular granulosa (estimada a través
del numero y diametro de los foliculos en crecimiento) y la cantidad de progesterona
circulante (91). Un analisis conjunto de los dos grupos de este estudio reveld asociacion
entre niveles elevados de progesterona sérica en el dia de la HCG (> 4nmol/L) y mayor
respuesta ovarica. Estos hallazgos resultan consistentes con los obtenidos en el andlisis
primario de los reultados del ensayo, en el que el grupo tratado con FSHr se caracterizé
por mayor respuesta a la estimulacion y un perfil endocrinolégico que sugiere menor
conversion de progesterona a androgenos, hipotéticamente asociado a la ausencia de
actividad LH/HCG en los preparados de FSHr. La limitacion mas importante de las
conclusiones del estudio es que la administracién de HCG se realiz6 con tamafios
foliculares significativamente mayores en el brazo tratado con FSHr, lo que podria

constituir una fuente de sesgo (2).

El otro gran estudio destinado sobre efectividad y seguridad de HMG ultrapurificada
frente a FSHr, conocido como MEGASET, comparé aleatorizadamente el resultado de la
administracion de 150 Ul/dia de HMG frente a la misma dosis de FSHr, en pacientes con
perfil de normorrespuesta y bajo protocolo de antagonista GnRH (93). Este estudio no
detecté diferencias significativas en los niveles de progesterona en el dia de la HCG, a

pesar de que si observo diferencias en el nimero de ovocitos obtenidos, que fue mayor
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en el brazo tratado con FSHr. Por tanto, la hipétesis de que la exposicion farmacoldgica
a la actividad LH desde el inicio de la estimulacion puede prevenir la EPP no puede

considerarse confirmada.

La contribucién mas extensa al conocimiento del efecto de la adicion de actividad LH al
régimen de estimulacién ovarica sobre la EPP lo constituye una revisidon sistematica no
metaanalitica publicada en 2012 por Hugues (57), elaborada a partir de 21 estudios
primarios que comparaban la efectividad y seguridad de HMG o HMG ultrapurificada
frente a FSH de origen urinario o recombinante, de otros 6 en los que comparé el efecto
de FSH aislada frente a la combinacién FSH+LHr, y de siete mas que compararon FSH
frente a FS+HCG. Todos los estudios primarios fueron prospectivos, y una amplia
mayoria aleatorizados; en todos ellos se registraron los datos relativos a la concentracion
final de progesterona al término de la estimulacion de forma también prospectiva. Los
autores consideran, a pesar de la considerable heterogeneidad de los estudios en lo
relativo a dosis, tratamientos adicionales e intervenciones asociadas, que es posible
concluir en la inexistencia de impacto significativo de la adicién de actividad LH sobre la
elevacién de progesterona en la mayoria de los estudios. Sin embargo, en cuatro
estudios —tres con HMG y uno con LHr, en los que la actividad LH fue administrada
desde el inicio de la estimulacion — los valores de progesterona en el dia de la HCG
fueron significativamente inferiores en el grupo que recibié tratamiento con actividad LH.
Por el contrario, en dos de los estudios en los que la actividad LH fue administrada al
final de la estimulacién, las concentraciones séricas de progesterona fueron
significativamente mayores en el grupo con actividad LH (57). El analisis sobre posibles
efectos confusores, aunque limitado, sugiri6 que la intensidad de la respuesta a la
estimulacion podria explicar las diferencias observadas en la progesterona final, ya que
los estudios en los que se observd un descenso de la misma en el grupo que recibié LH
fueron también los que registraron menor respuesta a la estimulacion. A pesar de ello,
Hugues propone interpretar el efecto diferencial de la LH sobre la produccién de
progesterona en funcién del momento de inicio de la adiciéon de LH a través de hipotesis
con base fisiolégica: en la teca, la LH ejerce un efecto dual sobre la producciéon de
progesterona, mientras que la granulosa es un potente estimulador de su sintesis sélo a
partir de la fase final de la estimulacién. La incorporacion precoz de LH a la estimulacion
estimularia la conversién de progesterona tecal, y por tanto reduciria su liberacion a la
circulacion periférica, mientras que el inicio tardio del tratamiento con LH incidiria sobre
una granulosa sensibilizada a su accion, y se saldaria con un notable incremento de la

produccion, que determinaria su ingreso en la circulacion una vez difundida a la teca.

Un estudio danés analiza los efectos de distintas dosis de HCG administradas desde el

primer dia de estimulacion con 150 Ul/dia de FSHr y bajo protocolo largo de agonista
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(94). A través de un disefio de ensayo clinico de busqueda de dosis, administraron entre
0, 50, 100 y 150 Ul/dia de HCG a 62 pacientes distribuidas aleatoriamente en cuatro
grupos. Segun las observaciones de este estudio, la concentracion sérica de
progesterona y de 17-hidroxiprogesterona se incrementd progresivamente a lo largo de
la estimulacion en los cuatro grupos de dosis de HCG, y la magnitud de dicho incremento
resulté dependiente de la dosis de HCG administrada, ascendiendo desde el 49% (IC
95%: 18%; 90%) en el grupo sin adicion de HCG hasta 160 % (IC 95%: 95%: 247%) en
el grupo tratado con 150 Ul/dia de HCG. En consecuencia, la exposiciéon precoz a la
actividad LH aportada por la HCG es capaz de incrementar, incluso a dosis bajas, la

sintesis de progesterona, y por lo tanto, el riesgo de EPP.

Este mismo grupo ha publicado posteriormente nuevas observaciones acerca de la
dinamica de produccién de estos esteroides en ciclos de estimulacion ovarica,
concluyendo que, en la fase final de la estimulacion, los niveles de 17-
hidroxiprogesterona son mucho mas elevados de los de progesterona (95).
Considerando que la 17-hidroxiprogesterona es capaz de interactuar con el receptor de
progesterona, estos autores proponen que podria ser un marcador mas preciso de
exposicién progestagénica precoz del endometrio con mas utilidad que la propia
progesterona. Asi la relacion progesterona/17-hidroxiprogesterona en fases folicular y
lutea representa, para estos autores, un prometedor estimador dinamico de actividad
progestacional. En la fase preovulatoria de un ciclo espontaneo, esta relaciéon suele ser
4:1, mientras que el mencionado estudio de Thuesen ha observado concentraciones
séricas de 17-hidroxiprogesterona superiores a las de progesterona. Esta alteracion de
la relacion podria deberse a la conversion folicular de progesterona a su derivado 17-

hidroxilado por la via A4, que difundiria la circulacion general y seria detectable.

El grupo de Thuesen ha elaborado un tercer estudio orientado a conocer la influencia de
la accion LH aportada por la HCG en el medio esteroideo intrafolicular, y su traduccion
en el perfil endocrinoldgico del ciclo estimulado (96). En la misma serie de 62 pacientes,
estos autores relacionan las concentraciones de esteroides en liquido folicular con dosis
de HCG recibida, tamario folicular y calidad embrionaria. La suplementacién con HCG
produjo un incremento significativo de estradiol, androstendiona y testosterona de entre 3
y 5 veces. La ratio estradiol/testosterona decayd con la cantidad de HCG administrada, y
los foliculos cuyos ovocitos generaron embriones de buena calidad presentaron mayor
tamaino, niveles intrafoliculares de estradiol y progesterona y ratios
estradiol/testosterona, estradiol/androstendiona y progesterona/estradiol
significativamente superiores, en comparacion con los foliculos de los que se derivaron
embriones de menor calidad. Segun estos datos, la suplementaciéon con actividad LH

aportada por la HCG incrementaria de forma muy notable la producciéon de andrégenos y
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de estrégenos, sin merma de la produccién de progesterona en los foliculos

funcionalmente mas aptos.

Un estudio de cohortes prospectivo publicado en 2014 por Requena fue disefiado con el
objetivo primario de comparar el perfil endocrinolégico asociado a la estimulaciéon con
FSHr+LHr frente al obtenido con HMG+FSHu en un grupo de 100 donantes de ovocitos.
El uso de la combinacion de gonadotropinas recombinantes se asocié a mayor numero
de ovocitos obtenidos (16,5 vs 11,9; p=0,049), aunque con menor frecuencia de madurez
ovocitaria (71,2% vs 80,6%; p=0,003). Las concentraciones séricas de esteroides —
incluyendo progesterona— en 6° dia de estimulaciéon y en dia de HCG no mostraron
diferencias significativas, que tampoco fueron detectadas en los liquidos foliculares
aspirados. En términos de resultados clinicos, las frecuencias de gestacion obtenidas

con los dos regimenes de estimulacién fueron comparables (97).

El estudio de Nayak acerca el efecto de la concentracién de progesterona sérica en el
dia de la puncion folicular sobre la probabilidad de gestacion clinica y nacido vivo plante6
como obijetivo secundario un analisis de subgrupos para determinar la posible asociacién
de la adicion de LH para la estimulacion ovarica, con la EPP vy el resultado gestacional
de ciclo. Analizando por separado ambos tipos de pacientes, la asociacion negativa entre
la EPP y probabilidad de gestacién mantuvo la significacion estadistica en el grupo de
pacientes tratado sélo con FSHr (n=138) —incluso ajustando por edad, numero de
ovocitos obtenidos, dosis total de FSH administrada y estradiol final- pero no entre las
que recibieron tratamientos que contenian ademas actividad LH (n=38). Los autores
argumentan que esta modificacién de la asociacion detectada en el analisis bivariado

puede estar en relacion con su escaso tamafio muestral (77).

Considerando los estudios de la revision de Hugues y del estudio MERIT en relacion con
la relacion entre la exposicion a actividad LH y el menor incremento de la progesterona al
final de la estimulacién, Werner analizé una cohorte retrospectiva de mas de 10000
ciclos con el objeto de evaluar si la proporcion de actividad LH y FSH aportada por el
tratamiento de estimulacion determinaba el aumento de la progesterona final, partiendo
de la hipétesis de un posible efecto protector de la exposicion a LH, y realizando tanto un
analisis global como por subgrupos segun la respuesta ovarica obtenida (98). Se
incluyeron en el andlisis primeros ciclos de FIV/ICSI desarrollados bajo protocolo de
agonistas o antagonistas, definiendo la exposicion como la ratio LH/FSH alta. Se
consideré como variable de resultado la obtencion de progesterona sérica final igual o
mayor de 1,5 ng/mL (que determind la vitrificacion electiva de los embriones). Las
covariables consideradas fueron el numero de foliculos obtenido, el numero de ovocitos

—estratificado por tipo de respuesta—, la edad, el diagnéstico, el protocolo de analogo
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agonista y el estradiol final. Los ciclos sin adicién de actividad LH el mayor riesgo de
incremento de progesterona sérica (RR: 2,0; IC 95%: 1,8; 2,2), mientras que los ciclos
con menor riesgo de EPP fueron los estimulados con ratios LH/FSH comprendidos entre
0,3 y 0,6 (RR: 1; categoria basal). Los ciclos tratados con ratio LH/FSH menor de 0,3 se
caracterizaron por incremento significativo de la EPP aunque menor (RR: 1,6; IC 95%:
1,5; 1,7), mientras que los que recibieron ratios LH/FSH mayores de 0,6 presentaron un
incremento de la EPP que comprendi6 el limite de la significacion (RR: 1,1: 1C 95%: 1,0;
1,3). El efecto de la ratio LH/FSH sobre la EPP persistié tras el ajuste por nimero de
foliculos > 14 mm, estradiol final, diagnostico de SOP y tipo de estimulacion (OR
ajustado: 0,42; IC 95%: 0,38; 0,47). La frecuencia de EPP estuvo en relacion directa y
lineal con el grado de respuesta a la estimulacion, ya que se observo en el 11% de los
ciclos con baja respuesta (<5 ovocitos) en el 22% de las respuestas normales (5-19
ovocitos) y en el 37% de los ciclos con hiperrespuesta (= 20 ovocitos) (p<0,001). Dentro
de los estratos de normo e hiperrespuesta, los ciclos estimulados soélo con FSH
presentaron frecuencias de EPP mas elevadas (32% y 57% respectivamente), y la de los
segundos fue significativamente superior a la de los primeros. A partir de este analisis,
autores concluyen que la adicion de actividad LH en la proporcion idénea protege frente
a la EPP, por lo que la exclusion de la LH de la estimulacién ovarica es una medida
antifisiolégica que puede producir una disregulacion yatrogénica de la receptividad
endometrial. Ademas, segun los resultados, el efecto protector de la actividad LH se
produce en todos los estratos de respuesta a la estimulacion, y la proporcion LH/FSH de
1:3 a 2:3, facil de mantener en los esquemas terapéuticos, es la que se se asocia a

menor riesgo de EPP.

Protocolo de analogo GnRH

Asumiendo las diferencias en el perfil evolutivo las gonadotropinas endégenas y en la
respuesta a la estimulacion segun el tipo de analogo de la GnRH aplicado, se consideré
la hipdtesis de asociacion entre éste y el nivel de progesterona. Sin embargo, los
resultados de los estudios que han analizado esta cuestion como objetivo primario o
secundario no han proporcionado resultados consistentes respecto a la diferencia en la

magnitud del efecto de la EPP en funcién del tipo de analogo GnRH. (2, 24)

Hugues realizé un analisis sobre la influencia de los niveles endégenos de LH tras la
administracion de analogos de la GnRH sobre la frecuencia de EPP en el dia de la HCG
siguiendo un disefio de estudio retrospectivo de cohortes sobre una muestra de 708
ciclos de FIV/ICSI (82). Los niveles séricos de progesterona al final de la estimulacion
fueron significativamente menores en el grupo de pacientes tratadas con antagonista

GnRH en comparacion con las que recibieron protocolo largo de agonista. En el grupo
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tratado con agonista se identificd una correlacién positiva entre la progesterona final y el
nivel de LH en 6° dia de la estimulacion, asi como con el area bajo la curva de LH. En
ambos grupos —ciclos con agonista y con antagonista— se detectd correlacién entre los
niveles de progesterona y de LH en el dia de la HCG. Por medio del analisis
multivariado, se detectd asociacion entre la progesterona final y los niveles séricos de
estradiol en el dia de la HCG, y entre aquélla y la dosis total de FSH administrada;
dichas asociaciones resultaron significativas tanto en pacientes tratadas con agonistas
como con antagonistas. La asociacion entre progesterona y LH en el dia de la HCG sdlo
se mantuvo significativa en el analisis multivariado del grupo tratado con agonista. La
mayor frecuencia de EPP observada en el grupo de agonistas podria ser explicada,

segun los autores, por la mayor actividad esteroidogénica de las células granulosas.

La influencia del tipo de analogo de GnRH empleado en la estimulacion ovarica sobre la
prevalencia de EPP fue abordada analisis por subgrupos especifico en el estudio de
Venetis de 2013, que objetivd una tendencia a la disminucién de la EPP con el uso de
antagonistas de la GnRH en comparacién con los agonistas, si bien ésta no alcanzo
significacion estadistica (Coeficiente de correlacién= -0.53, IC 95%: -1,10; 0,03) (63).

El relevante estudio de cohortes retrospectivo publicado por Bosch en 2010 observdé que
la EPP era mayor en las pacientes tratadas con agonistas de la GnRH, respecto a
aquellas que reciben tratamiento con protocolo de antagonistas (0,84 + 0,67 vs 0,75t
0,66ng/ml, p= 0,0003). Al tratarse de un estudio no aleatorizado el grado de

heterogeneidad podria introducir factores de confusion (16).

Otro estudio de interés al este respecto es el publicado por Papanikolau en 2012. Se
trata de un ensayo clinico controlado aleatorizado sobre 94 pacientes bajo tratamiento
con protocolo largo de agonistas, y 96 pacientes con protocolo de antagonistas fijo, y
disefiado con otro objetivo. La incidencia de EPP, definida con progesterona sérica en el
dia de la hCG >1.5ng/ml, fue similar en ambos grupos (23% con antagonistas vs 24.1%
bajo agonista) Los resultados reproductivos en ambos grupos fueron similares, y se
objetivo un descenso en la frecuencia de gestacion en presencia de EPP (9.5% vs 31.8%

en el grupo de agonistas, y 14.3 %vs 34.3% en el grupo de antagonista) (99).

En relacién con la influencia del inicio del tratamiento con antagonista, se ha referido ya
el subandlisis realizado por Hamdine a partir de los datos de un ensayo clinico sobre el
efecto de la introduccion precoz (2° dia de estimulacion) o tardia (6° dia) de la primera
dosis del antagonista de la GnRH en ciclos de estimulacion con dosis de FSH propias de
paciente normorrespondedora (150-225 Ul/dia) (85). La frecuencia global de elevacion

de progesterona (< 1,5 ng/mL) fue 13,3%. La aparicion de EPP se asoci6 reduccion de
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la frecuencia de gestacion (19,0% vs 27,0%; p =0,6), y no se apreci6é efecto del dia de

inicio del antagonista sobre la frecuencia de EPP ni sobre la de gestacion.

Respuesta a la estimulaciéon

Diversas publicaciones han sugerido que el riesgo de elevaciéon de progesterona esta en
relacién con el grado de respuesta a la actividad FSH durante la estimulacién ovarica. De
hecho, la elevacién de la progesterona en el dia de la HCG esta fuertemente
correlacionada con el estradiol sérico al término de la estimulacién y con el numero de
ovocitos obtenidos (16, 33, 87). Este hecho es explicable desde la hipdtesis del
incremento de la masa de células granulosas productoras de progesterona, por efecto
directo de la estimulacién ovarica. Diversos autores han propuesto la existencia de una
correlacion lineal entre respuesta ovarica y sintesis de progesterona previa a la
administracion de HCG, que permitiria identificar puntos de corte predictores de EPP (9,5
foliculos > 11 mmy 1790,5 pg/mL de estradiol) (33)

En una serie de estudios relevantes para entender el mecanismo que asocia el
desarrollo folicular multiple inducido por la estimulacion ovarica y la EPP, Kyrou describio
la ausencia de asociacion entre la concentracién de estradiol en el dia de la
administracion de HCG y la frecuencia de gestacion clinica, por medio de un disefio de
cohorte prospectiva compuesta por 207 pacientes (100). Posteriormente, la misma
autora detectd una relacién entre el incremento del estradiol al término de la
estimulacioén, el numero de foliculos en desarrollo y la elevacidon de progesterona (33).
Segun los resultados del segundo estudio, la elevacion del estradiol por encima de
1790,5 pg/mL y la presencia de mas de 9,5 foliculos con diametro = 11 mm se asocian
con un aumento significativo de elevaciones de progesterona superiores a 1,5 ng/mL al
término de la estimulacién. A partir de estos datos, este mismo grupo desarrollé un
modelo de prediccidn del riesgo de EPP basado en la concentracién de estradiol y en el
numero de foliculos que permitiria adoptar decisiones preventivas, como adelantar la

administracion de HCG, de eficacia aun por evaluar (2, 101).

Otra evidencia acerca de la correlacién entre la produccién de progesterona en fase
folicular y la intensidad de la respuesta a la estimulacién procede de estudio de Bosch
sobre el efecto de la EPP en la frecuencia de gestacion, que concluyé que la obtencion
de mejor respuesta a la estimulacion es un factor prondstico favorable para la gestacion

so6lo en caso de que no se incremente la progesterona sérica (16).

Asi, Kolibianakis en su metanalisis de 2012 relaciona la presencia de EPP con el nivel de

estradiol sérico y el numero de ovocitos recuperados (65). En el metanalisis posterior de
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Venetis et al. 2013 (63) se aportan subanalisis de la capacidad predictiva de la EPP
sobre el resultado gestacional en funcién del tipo de respuesta a la estimulacion. Las
conclusiones al respecto son que en las pacientes con perfil SOP y/o con hiperrespuesta
a la estimulacion ovarica, la EPP solo se asocia a una reduccion significativa de la
frecuencia de gestacion clinica, gestacion clinica evolutiva y/o nacido vivo cuando dicha
elevacién es extrema (rango de 1,9 a 3 ng/mL). Por el contrario, en las pacientes con
baja respuesta se observod la reduccién de la probabilidad de gestacion en todos los

rangos de puntos de corte empleados para definir EPP (63).

La influencia del patrén de respuesta ovarica a la estimulacion gonadotrépica fue
analizado también por el estudio de Xu (102). Estos autores estudiaron
retrospectivamente una cohorte de 11.055 pacientes tratadas con protocolo largo de
agonistas, y observaron una asociacion inversa entre la progesterona al final de la
estimulacion, y la probabilidad de gestacién en todos los estratos de respuesta ovarica.
Sin embargo, el punto de corte mas adecuado para discriminar el resultado del ciclo si
estuvo en dependencia del nivel de respuesta, ya fue de 1,5 ng/mL para las bajas
respondedoras (< 5 ovocitos) 1,75 ng/mL para las normorrespondedoras (5-19 ovocitos),

y 2,25 ng/mL para las hiperrespondedoras.

El metanalisis de Venetis publicado en 2013 tenia como objetivo secundario evaluar el
efecto de la EPP considerando diferentes variables con capacidad tedrica de
modificacion de aquél. Este estudio no observd relacion de la EPP con el tipo de
respuesta a la estimulacion (baja, normal o alta), duracién de la estimulacién ovarica, ni
estadio de desarrollo embrionario en la transferencia. Por el contrario, la EPP si se
asocié en algunos estratos de punto de corte de P con la dosis de actividad FSH

empleada, con el nimero de ovocitos obtenidos y estradiol sérico el dia de la hCG (63).

Como se ha mencionado, Griesinger analizé la modificacion de efecto de la exposicion a
EPP en funcion del nimero de ovocitos obtenido. La frecuencia de gestacion clinica fue
del 29,9% en el grupo de baja respuesta, y de 39,2% en las pacientes
hiperrespondedoras. En el grupo de bajas respondedoras, las pacientes con EPP
presentaron una frecuencia de gestacién evolutiva del 18,2% frente al 29,8% observado
en las que no presentaron EPP. Por el contrario, las pacientes con hiperrespuesta y EPP
gestaron en un 43,2 % de los casos, frente al 39,2 % registrado entre pacientes con
hiperrespuesta sin EPP. La conclusion fue que el incremento de la progesterona durante
la estimulacion se asocia a disminucion significativa de la frecuencia de gestacion en
pacientes con respuesta baja y normal, pero no en el estrato de pacientes de las que se
obtuvieron 18 o mas ovocitos (OR: 1,18; IC 96%: 0,60: 2,29). A pesar de tratarse de un

metanalisis de datos, este estudio cuenta entre sus limitaciones el tamafio reducido de la
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muestra, que se hace mas patente en los extremos de las distribuciones de numero de
ovocitos, y la falta de ajuste por parametros fundamentales como edad, y diagnéstico
(75). Aunque estos resultados requieren confirmacion por medio de estudios adicionales,
parecen sugerir que el efecto adverso de la EPP podria verse compensado por un

hipotético aumento de la calidad de los ovocitos disponibles.

Las conclusiones de este estudio han suscitado una reciente controversia sobre la
capacidad del mismo para concluir en relacion con el analisis de subgrupos, y en
concreto sobre el de hiperrespondedoras, considerando su escasa presencia en los
ensayos clinicos valorados como fuentes primarias de informacion (103). Los autores del
estudio afirman, en sintonia con el Ultimo metanalisis publicado, que la explicacién de la
discordancia de resultados en el grupo de las hiperrespondedoras entre su estudio y
alguno de los precedentes (103) radica en la necesidad de considerar diferentes

umbrales para la definicién de la EPP en funcién del tipo de respuesta (63).

El estudio de Bu, orientado también a determinar la influencia de la EPP sobre la
probabilidad de nacido por estrato de respuesta ovarica, analizé retrospectivamente un
total de 4651 pacientes sometidas a su primer ciclo de FIV-TE. La concentracion umbral
de progesterona que determiné diferencias significativas en la probabilidad de nacido
vivo fue especifica por tipo de respuesta: 1,6 ng/mL para respuestas menores de 6
ovocitos, 2,14 ng/mL para respuestas de 6 a 19 ovocitos, y 2,5 para ciclos que
produjeron 20 o mas ovocitos. La frecuencia acumulada de gestacion por ciclo con
puncion se asocio inversamente con la concentracién de progesterona. Tambifien se
detect6 asociacion entre la elevacion de progesterona con mayor nimero de ovocitos,
menor proporcidon de embriones de buena calidad, y menor probabilidad acumulada de
nacido vivo. Por medio de regresion logistica uni y bivariada, se identificé asociacion
inversa entre la EPP y la probabilidad acumulada de gestacién, que resulté

independiente de la respuesta ovarica (104).

El analisis multivariado incluido en estudio de Venetis de 2015 analizd la posible
modificacién de efecto de la respuesta ovarica a la estimulacion —estimado por el nimero
de ovocitos obtenido— en relacién con la asociacién de EPP y probabilidad de nacido
vivo. El numero de ovocitos fue identificado como el principal factor confusor de esta
relacién, de modo que la OR cruda de EPP en funcién del resultado del ciclo fue de 0,79
(IC 95%: 0,56; 1,09), mientras que el ajuste por numero de ovocitos redujo en un 29,4 %
el valor de la OR, que fras el ajuste dejo de comprender el valor neutro y revelo la

asociacion significativa (80).
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Mas recientemente, Fatemi ha analizado la relacidon entre el grado de respuesta a la
estimulacién ovarica y la elevacion de progesterona en ciclos estimulados con
corifolitropina-a y FSHr, como objetivo secundario del estudio ENGAGE, ensayo clinico
destinado primariamente a la evaluacion de eficacia y seguridad de corifolitropina-a. Este
estudio detectdé asociacion entre la elevacion de progesterona sérica por encima de 1,5
ng/mL y el descenso significativo de la frecuencia de gestacion en ambos brazos de
tratamiento. También observé que elevacion de la progesterona sérica por encima de
1de este umbral fue mas frecuente entre las hiperrespondedoras (>18 ovocitos) en los
dos brazos de tratamiento, que fueron, por otra parte, las pacientes con mayor
frecuencia de gestacion (41,9% con corifolitropina-a y 43,4% con FSHr). A pesar de ello,
la hiperrespuesta se asocié a un incremento de la probabilidad de gestacion, incluso
ajustando el efecto por el resto de covariables analizadas, que incluian la elevacion de
progesterona (OR: 1,87; IC 95%: 1,34; 2,59) (105). Estos datos, junto con los
procedentes del estudio de Gresinger, que no hallé6 asociacién entre el EPP y la
frecuencia de gestacioén clinica en hiperrespondedoras pero si en bajas respondedoras
(75), han inducido la formulacién de una hipotesis sobre el posible efecto diferencial de la
EPP en funcion del tamafio de la cohorte folicular productora de progesterona. Segun la
misma, el incremento de progesterona como consecuencia del crecimiento de un
elevado numero de foliculos —como ocurre en las hiperrespondedoras— seria efecto de la
sumacion de multiples ‘sintesis normales individuales de progesterona’ en cada uno de
los foliculos en crecimiento, que ejercerian en conjunto el efecto disregulador clasico
sobre el endometrio. En contraposicion, cuando el incremento de progesterona se
produce a expensas de una sintesis muy elevada en una cohorte pequefia de foliculos
en desarrollo, escenario mas frecuente en el contexto de una baja respuesta, los efectos
endometriales tendrian lugar igualmente, pero a ellos se afiadiria el detrimento de la
calidad ovocitaria y embrionaria resultante de una foliculogénesis mas defectuosa. No
obstante, el posible efecto covariante que factores como la edad, asociada a la
intensidad de la respuesta, pudieran ejercer sobre la probabilidad final de gestacion

queda fuera de la explicacion sugerida por esta hipotesis (106).

En un estudio de cohorte prospectivo destinado a comparar la asociacién de la
progesterona sérica y del cociente estradiol/progesterona con la frecuencia de gestacion
clinica, los autores identificaron asociacion significativa definiendo puntos de corte
diferenciados para la asociacion de la EPP con la gestaciéon en funcion del tipo de
respuesta: el umbral de EPP para las normorrespondedoras (5-19 ovocitos) fue 1,075
ng/mL, mientras que para las hiperrespondedoras (= 20 ovocitos) fue mas elevado (1,275
ng/mL) (107).
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Otro estudio de cohortes retrospectivo de interés para conocer la posible modificacién de
efecto producida por la respuesta ovéarica en la asociacién entre EPP y resultado
gestacional ha sido publicado por Li en 2015 (108). Los autores dividieron la cohorte de
3841 ciclos analizada en subgrupos de respuesta ovarica (< 5, 5-19 y > 20 ovocitos). De
forma analoga al estudio anterior, los umbrales de progesterona en el dia de la HCG que
determinaron diferencias significativas en la frecuencia de gestacion (2,5 ng/mL para
pacientes hiperrespondedoras, 2,25 ng/mL en el grupo de respuesta normal y 1,5 ng/mL
en el grupo de baja respuesta). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas

en la frecuencia de fecundacion, division embrionaria y calidad embrionaria.

La posible influencia de caracteristicas de la paciente o de la respuesta a la estimulacion
sobre el efecto de la EPP sobre la obtenciéon de gestacion y nacido vivo ha sido
estudiada también por Tsai, por medio de un estudio de cohortes retrospectivo realizado
sobre 1508 ciclos de FIV. La exposicion a progesterona fue estratificada en baja,
intermedia y elevada por medio de dos puntos de corte (1,1 ng/mL y 1,5 ng/mL). La
edad de la paciente, asi como el dia de la transferencia embrionaria, el nimero de
embriones transferidos, el numero de embriones de calidad transferidos y la
concentracion de progesterona en el dia de HCG se asociaron a la frecuencia de
gestacion y de nacido vivo. Sin embargo, al excluir del analisis los ciclos con elevacion
extrema de la progesterona (>1,94 ng/mL), sélo la edad, el dia de la transferencia, y el
numero y calidad de los embriones transferidos mantuvieron la asociacion significativa
con la probabilidad de gestacion y nacido vivo.

La hipétesis dominante en la actualidad es por tanto que la frecuencia de EPP es
superior en pacientes con alta respuesta a la estimulacién ovarica, como consecuencia
del desarrollo de una mayor ‘masa celular’ granulosa y de un incremento en la capacidad
de produccion de progesterona en este compartimento funcional folicular. Sin embargo,
la EPP puede detectarse también en ciclos que cursan con baja respuesta a la
estimulacion, lo que quiza tendria su origen en las elevadas dosis de actividad FSH
frecuentemente utilizadas en estas pacientes (24). De hecho, algunos autores han
propuesto la EPP durante la estimulacion ovarica como una posible manifestacion
precoz de fallo ovarico oculto, aunque el defecto en la esteroidogénesis ovarica que
podria explicarla permanece sin aclarar (109).

Duracion de la EPP

Un interrogante adicional es si la EPP actuaria sélo como fendmeno critico, es decir,
cuando la progesterona plasmatica alcanza sus niveles mas elevados, o si la accion

negativa de la P podria deberse también a una elevacién discreta pero mantenida.
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Aunque no existen datos suficientes para dilucidar esta cuestién, dos estudios han
hallado asociacion entre la exposicion prolongada a elevaciones no extremas de
progesterona a lo largo de la estimulacion ovarica con una reduccion significativa de la

probabilidad de gestacion clinica.

Kyrou estudié prospectivamente una serie de pacientes menores de 39 afos tratadas
con protocolo antagonista con inicio fijo. Mediante un disefio de casos y controles,
observé que las pacientes que no gestaron tras el ciclo de FIV-TE presentaron una
concentracién media de progesterona sérica durante la estimulacion significativamente
mayor que las pacientes con gestacion (4,20 ng/mL vs 2,54 ng/mL; p=0,004). La
capacidad predictiva de gestacion de la media de las progesteronas durante la
estimulacion (AUC: 0,63; p=0,031) resultdé mayor que la de la progesterona en dia de la
HCG (AUC: 0,44; p=0,33). Ademas, el uUnico modelo predictivo asociado
significativamente con la probabilidad de gestaciéon fue el que contenia el nimero de

ovocitos obtenido mas el AUC de la elevacion de progesterona (110).

Huang ha publicado un estudio de cohortes retrospectivo destinado a evaluar el efecto
de la duracion de la EPP sobre la probabilidad de gestacion. Tras analizar una muestra
de 1784 ciclos de FIV e ICSI, este autor concluyé que el ndmero de dias con
progesterona sérica superior a 1 ng/mL condicionaba la probabilidad de gestacion clinica
(OR = 0,77, IC 95%: 0,66; 0,89, p < 0,001), incluso ajustando el analisis por covariables
potencialmente confusoras. Por el contrario, la concentracion de progesterona en el dia
de la HCG se asoci6 significativamente en el analisis crudo (OR = 0,65, IC 95%: 0,54;
0,79, p <0,01), pero no en el ajustado (OR = 0,73, IC 95%: 0,53; 1,006, p= 0,054) (111).

La accién endometrial de la EPP como via patogénica de alteracion de la receptividad
ha sido estudiada por Lee en una publicacién reciente, que ha analiza el efecto de la
EPP sobre la probabilidad de gestacion clinica evolutiva en 619 ciclos naturales de
criotransferencia de embriones en 2° y 3er dia de desarrollo. La EPP (> 1,5 ng/mL) se
observé en el 28,4 % de los ciclos de CT, y su presencia en el dia del pico de LH no
determiné diferencias en la frecuencia de gestacioén clinica (39% vs 37,3%) ni evolutiva
(32,5% vs 31,7%). Sin embargo, la EPP previa al pico de LH de dos o mas dias de
duracién (que representd el 16,8% de los ciclos con EPP) se asocié a una reduccién
significativa y muy relevante de la frecuencia de gestacion clinica (39,4% vs 20,7%). La
frecuencia de EPP fue significativamente superior en pacientes que en las que se habia
observado durante el ciclo de estimulacion ovarica (40,5 % vs 20,0%; p <0,001). Los
resultados del analisis multivariado mostraron que la edad de la paciente, la EPP durante
mas de dos dias y la calidad embrionaria se comportaban determinantes independientes

de la probabilidad de gestacion clinica. (112)
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La relevancia de la duracion de la EPP ha sido estudiada por Dai en relacion con el perfil
de respuesta a la estimulacién ovarica. Este autor ha realizado un estudio de cohortes
retrospectivo sobre un total de 8575 ciclos estimulados bajo protocolo largo de agonista
GnRH y destinados a tratamiento con ICSI, en los que tuvo lugar la transferencia
embrionaria (113). Las pacientes fueron clasificadas en funcion del numero de ovocitos
obtenidos tras estimulacion en bajas respondedoras (menos de cinco ovocitos),
normorrespondedoras (5 a 15 ovocitos) e hiperrespondedoras (mas de 15 ovocitos). La
elevacién de progesterona en el dia de la HCG no se asoci6 a la frecuencia de gestacién
en el grupo de bajas respondedoras, aunque si en las pacientes con respuesta normal o
excesiva. Los niveles umbrales de progesteroan sérica a partir de los cuales se observé
disminuciéon de la frecuencia de gestacién fueron especificos para normo e
hiperrespondedoras (1 ng/mL y 1,75 ng/mL respectivamente). El analisis multivariado
revelé que el efecto de la EPP dejaba de ser significativo una vez ajustado por resto de
covariables estudiadas, mientras que el de la duracién de la EPP si resultaba asociado

como factor independiente en los tres estratos de respuesta a la estimulacion (113).

Los datos precitados pueden apoyar la hipotesis de que que la exposicidén prolongada a
concentraciones leves-moderadas de progesterona sérica podria tener un efecto
endometrial acumulado similar —o superior- al ejercido por elevaciones criticas. La
consecuencia practica de esta hipdtesis seria que una determinaciéon Uunica de
progesterona realizada en el dia de la administracion de HCG podria no ser un estimador
adecuado de la exposicion endometrial a este efecto, y que la determinaciéon de un
parametro mas cercano al ‘area bajo la curva’ de progesterona sérica podria mejorar la

capacidad predictiva sobre gestacién y/o nacido vivo.

Cronologia de la administracion de HCG

Los datos del ensayo de Kyrou sobre el efecto de la administracion precoz de HCG en
ciclos bajo protocolo con antagonista sefialan que realizar la descarga ovulatoria a partir
de la existencia de tres o mas foliculos de 16 mm o mas, en comparacién con efectuarla
un dia después, no tiene efectos negativos sobre la frecuencia de gestacion evolutiva
(34,4% vs 40,7%) pero si determina una reduccion signficativa de las concentraciones de
estradiol (1388 vs 2014 pg/mL; p<0,05) y de progesterona (0,8 vs 1,1 ng/mL; p< 0,05) al

término de la estimulacion (114).

En una reciente revision sistematica, Chen ha analizado el efecto de la cronologia de la

administracion de la descarga ovulatoria con HCG sobre la eficacia dela FIV-TE. El
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metaandlisis de los seis ensayos clinicos seleccionados, que representa el analisis
acumulado de intervenciones sobre 1295 pacientes, observé diferencias en los niveles
de estradiol y progesterona al término de la estimulacion al comparar los ciclos en los
que se administrd6 precozmente la descarga de HCG y aquéllos en los que la
administracion fue tardia, que se caracterizaron por concentraciones de estradiol y
progesterona significativamente mas elevadas. No obstante, el metaanalisis no detect6
efectos desfavorables de la administracién diferida de la HCG respecto a la probabilidad

de gestacion (115).

Dia de transferencia

Un estudio de cohorte prospectiva obtenido del subanalisis de los resultados de un
estudio aleatorizado (116), y otro de cohortes puro (117) —ambos con tamafio muestral
reducido— han concluido que la EPP reduce la frecuencia gestacion si la transferencia
embrionaria se realiza en dia +3, mientras que no la afecta en ciclos con transferencia

de blastocistos en dia +5 de desarrollo.

El estudio de cohortes retrospectivo publicado por Ochsenkiinn sobre una muestra de
2555 transferencias realizadas en dia +5 observd una reduccion significativa de la
frecuencia implantacion y de nacido en los ciclos estimulados bajo protocolo de
agonistas en presencia de niveles de progesterona sérica final superiores a 2 ng/mL
(17,4% de nacido vivo), en comparacién con los que presentaron niveles de
progesterona comprendidos entre 1,5y 1,99 ng/dL (26,7%) y con las que no alcanzaron
la concentracién de 1,5 ng/mL (24,6%). En contraposicion, el efecto de la EPP sobre la
frecuencia de gestacion en ciclos bajo protocolo de antagonista no resulté significativo
(118).

La posibilidad de soslayar el efecto de la EPP mediante la transferencia embrionaria
tardia también ha sido explorada por el estudio de Corti publicado en 2013, que consistio
en el andlisis retrospectivo de una cohorte de 204 pacientes infértiles tratadas mediante
ICSI y en las que se program¢ la transferencia de blastocistos en dia +5. Las pacientes
consideradas expuestas fueron las que presentaron concentraciones séricas de
progesterona superiores a 1,5 ng/mL. Los grupos de expuestas y no expuestas
resultaron comparables respecto a edad, IMC, recuento de foliculos antrales, niveles de
AMH y de FSH séricas, duracién de la estimulacién, frecuencia de uso de agonistas y
antagonistas GnRH y consumo total de actividad FSH. El estradiol final y el nimero de
ovocitos obtenidos fue significativamente mas elevado en las pacientes expuestas a

EPP. La frecuencia de fecundacion, el porcentaje de embriones de alta calidad y el
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numero de blastocistos transferidos tampoco fue similar. La frecuencia de gestacion
clinica fue superior en el grupo de pacientes sin EPP (50,0% vs 33,3%; OR: 2,0; IC 95%:
1,07; 3,75). En consecuencia, el efecto de la EPP se mantiene en pacientes que reciben
la transferencia de blastocistos, por lo que esta estrategia podria no ser eficaz en la
prevencion del efecto negativo sobre la receptividad endometrial derivado de la EPP. No
osbtante, el estudio no cuenta con el disefio adecuado para evaluar la eficacia de la

intervencion, como sefalan sus propios autores (119).

El unico ensayo clinico de prueba de concepto que analiza la asociacion el momento de
la transferencia embrionaria y la frecuencia de gestacion en ciclos con EPP ha sido
publicado en 2015 por Yang (120). Este autor aleatorizé a un total de 123 pacientes en
tres grupos de intervencion: transferencia de blastocistos (38 pacientes), vitrificacion y
transferencia diferida (42 pacientes) y transferencia en fresco en fase de moérula (43
pacientes). Las caracteristicas basales fueron comparables entre los tres grupos. La
frecuencia de gestacion fue mas elevada en el grupo de criotransferencia (38,1%),
intermedia en el grupo de transferencia de blastocistos (31,6%) y significativamente
menor a ambas en el grupo de transferencia precoz (13,9%; p=0,0037). La frecuencia
de implantacion del grupo de transferencia en fresco precoz fue muy inferior a las de los
dos restantes grupos (6,7% vs 21,9% y 19,8%; p=0,016). Finalmente, la frecuencia de
nacido vivo no mostré diferencias estadisticamente significativas, a pesar de la magnitud
observada en la muestra (11,6% vs 18,4 y 31,0%; p=0,08). La recomendacion final de
los autores, con las cautelas propias del tamafio muestral estudiado, es preferir la
criotransferencia en ciclo posterior a las otras opciones como medio de prevencién del

perjuicio que la EPP produce sobre el rendimiento gestacional de la FIV-TE.

5.2. Estimadores complementarios o alternativos de EPP

Relacidn estradiol/progesterona

Younis ya sefalé que la elevacidon precoz de progesterona era mas frecuente en
pacientes con reserva folicular elevada, y sugirié que su produccion debia ser entendida
como fruto de la actividad del conjunto de foliculos en fase de crecimiento terminal (109).
A partir de esta idea, estudios posteriores han evaluado la hipétesis de que la ratio
estradiol/progesterona permitiria diferenciar las EPP debidas predominantemente a la
sintesis de los foliculos maduros en crecimiento de aquéllas mas dependientes de la

produccién de progesterona por parte de foliculos pequefnos e intermedios que no han
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completado una foliculogénesis idonea al final de la estimulacion ovarica (121). La
primera situacion seria mas propia de pacientes con una reserva folicular conservada,
mientras que la segunda podria ser una expresioén precoz de la reduccién sustancial de
la reserva ovarica. Partiendo de esta hipotesis, Cetinkaya analizd retrospectivamente
una cohorte de 129 pacientes normorrespondedoras tratadas con protocolo de
antagonista, con el fin de determinar la capacidad predictiva del cociente E./P respecto
de la probabilidad de gestacion clinica. La curva ROC obtenida present6 un area bajo la
curva de 0,67 (IC 95%: 0,56; 0,77; p< 0,001) y el punto de corte de cociente E,/P mas
adecuado para la prediccion de probabilidad de gestacion clinica fue 0,48 ng/mL.
Utilizando este nivel como umbral de discriminacién, se obtuvo una sensibilidad del
69%, una especificidad del 61%, un valor predictivo positivo del 78 % y negativo del
50%, lo que determind valores modestos de razén de probabilidades positiva (1,76) y
negativa (0,51), asi como un porcentaje de concordancia diagnostica del 67 %. Este
estudio concluye que, a partir de sus datos, la ratio E,/P carece de capacidad predictiva
suficiente como para ser incorporada como instrumento de valor en el manejo de los

ciclos de estimulacion ovarica para FIV-TE (121).

La utilidad predictiva de la concentracién de progesterona ajustada por la concentracion
de estradiol en la prediccion dela gestacion ciclos de FIV-TE ha sido evaluada también
por un estudio de Singh de muy reciente aparicion (107). Este grupo ha realizado un
estudio retrospectivo sobre una cohorte de 544 pacientes tratadas en un uUnico centro
con 539 ciclos, considerando como variables explicativas la progesterona y el cociente
progesterona/estradiol, y como covariable principal el niumero de ovocitos obtenidos. El
analisis global de la cohorte puso de manifiesto una asociacion negativa de ambas
variables —concentracion sérica de progesterona en el dia de HCG vy cociente
progesteronal/estradiol- y la frecuencia de gestacion clinica, sin afectacion de la
frecuencia de fecundacién ni de divisibn embrionaria. La concentracion de estradiol no se
asocié per se a la frecuencia de gestacion. Los umbrales a partir de los cuales se
identificé esta asociacion significativa fueron 1,075 ng/mL para la progesterona y 0,35
para la ratio progesterona/estradiol. Los autores de este estudio identificaron puntos de
corte diferenciados para la asociacion de la EPP con la gestacion en funcién del tipo de
respuesta: el umbral de EPP para las normorrespondedoras (5-19 ovocitos) fue 1,075
ng/mL, mientras que para las hiperrespondedoras (= 20 ovocitos) fue mas elevado (1,275
ng/mL). Los valores de sensibilidad y especificidad resultantes de estas
dicotomizaciones fueron 56% para la primera y 62% para la segunda. El area bajo la
curva ROC de andlisis de capacidad predictiva de la progesterona sobre la gestacién
obtenida por este estudio fue significativa pero baja (0,58; IC 95%: 0,53; 0,63; p=0,006).
En el subgrupo de bajas respondedoras no se aprecié asociacion significativa. A pesar

de la limitacidon que representa en bajo tamafio muestra y la consiguiente amplitud de los
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intervalos de confianza, los resultados de este estudio reconocen el valor de la ratio
progesterona estradiol y se alinean con los estudios que han descrito asociacion entre la
EPP vy la pérdida de oportunidad de gestacion en pacientes normo e

hiperrespondedoras, pero no en ciclos con baja respuesta.

Progesterona en dia de HCG u en dia HCG+1

El valor prondstico respecto de la progesterona sérica en de la administracion de la HCG
ha sido comparado con el de la progesterona del dia previo en un estudio reciente de
Lee (122), que ha realizado un analisis retrospectivo de una cohorte de 1457 ciclos
consecutivos que alcanzaron la transferencia embrionaria. Los niveles de progesterona
en el dia posterior a la administracion de HCG se incrementaron mas de 5 veces
respecto al dia previo. La frecuencia de implantacion embrionaria fue superior en las
pacientes con progesterona no elevada en el dia de la HCG (35,2% vs 26,6%; p<0,05).
La elevacién de progesterona sérica por encima del umbral definido para el dia HCG+1
se asocio a diferencias significativas en la frecuencia de implantacion (35,3% vs 25,7%;
p<0,05) y de gestacion clinica (49,1% vs 39,3%; p<0,05) respecto a las pacientes que
presentaron niveles normales Mediante regresion logistica, se determiné que las tres
variables asociadas de forma independiente a la probabilidad de gestacion clinica fueron
la edad de la paciente, el nimero de embriones de buena calidad transferidos, y la suma
de los niveles de progesterona del dia de la HCG y del dia previo, que presentaba mejor
asociacion con la probabilidad de embarazo que la concentracion sérica en el dia de la
HCG. Esta autora describe ademas una asociacion entre la probabilidad de implantacion
y los diferentes patrones de evolucidon de la progesterona sérica en la fase previa y
posterior a la administracion de la HCG, considerando el percentii 90 de las
distribuciones como el umbral para definir la EPP (1,7 ng/mL en dia de HCG y 9,5 ng/mL
en dia HCG+1). En el grupo de pacientes que presentaron progesteronas no elevadas
en ambas determinaciones, la frecuencia de implantacion fue del 36%. En caso de que
ambas concentraciones fuesen elevadas, la implantacion descendié al 22%. Los datos
de este estudio apoyan que la utilizacion conjunta de los niveles de progesterona en el
dia de la HCG y en el dia siguiente podria mejorar la capacidad predictiva del primer
valor aislado, y resultar mas utiles para la toma de decisiones en relaciéon con la

transferencia embrionaria o la vitrificacion electiva

Ratio progesterona sérica/nimero de foliculos

Algunos autores han propuesto la hipoétesis de que la EPP resultaria tanto mas nociva

para la receptividad endometrial a la implantacion embrionaria cuanto mas antifisioloégica
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resulte la dinamica de la sintesis folicular de progesterona (123). De este modo, la EPP
que resultaria de una produccion normal de progesterona por un numero elevado de
foliculos tendria menor efecto de disregulacion endometrial que la EEP fruto de una
produccion folicular excesiva. Para estos autores, la EPP no deberia ser interpretada
por tanto a través de la concentracion final de progesterona sérica, sino por medio de la
relacion entre este parametro y los que expresan respuesta cuantitativa a la estimulacion
(123). Con el fin de evaluar la influencia de la respuesta ovarica en el efecto de la EPP
sobre la probabilidad de gestacion en FIV, Shufaro ha evaluado la capacidad predictiva
de la ratios progesterona final/n® de foliculos = 14 mm (Progesterone-to-follicle index,
PFI) como estimador del efecto de la EPP. Su estudio analiza una cohorte retrospectiva
de 8649 ciclos de FIV convencional e ICSI realizados en un mismo centro a lo largo de
nueve afos, considerando como poblacion de estudio las pacientes
normorrespondedoras —que presentaban entre 3 y 15 foliculos de 15 0 mas mm de
diametro en el dia de administracion de hCG-, y que recibieron transferencia
embrionaria en fresco. Se observd un descenso significativo de la probabilidad de
gestacion solo a partir del percentil 93 de la distribucién de progesterona sérica (4,2
nmol/L), de forma que pacientes con progesteronas séricas por encima de este umbral
presentaron frecuencias de gestacion mas bajas (OR inversa: 1,11; IC 95%: 1,07; 1,16).
La utilizacion del cociente progesterona/numero de foliculos para analizar las diferencias
en frecuencia de gestacion estimé mayor efecto de la elevacién de progesterona y con
mas precision (OR inversa: 4,1, IC 95%: 3,18; 5,28), y ademas se relaciond de forma
inversa y lineal con la frecuencia de gestacién analizada por deciles de PFI. Los autores
concluyen a favor de la hipétesis del caracter adverso de la EPP sélo cuando es fruto de
un incremento de la produccién de progesterona por foliculo, y no cuando resulta de un

simple reclutamiento folicular elevado.

Algunos autores han propuesto la hipétesis de que la EPP resultaria tanto mas nociva
para la receptividad endometrial a la implantacion embrionaria cuanto mas antifisiolégica
resulte la dinamica de la sintesis folicular de progesterona (123). Asi, la ratio
progesterona /numero de foliculos permitiria diferenciar dos situaciones de EPP con
distinta fisiopatologia y significado prondstico. Una de los escenarios seria la EPP fruto
de una hiperproduccion de progesterona por un numero normal —o bajo— de foliculos en
crecimiento como respuesta a la estimulacién gonadotrépica. El otro estaria
representado por la EPP que resultaria de la sintesis de cantidades normales de
progesterona en el seno de un numero elevado de foliculos (123). Un estudio reciente ha
contrastado esta hipétesis comparando la asociacidon del valor absoluto de la elevacion
de progesterona y del cociente progesterona/nimero de foliculos en crecimiento
(Progesterone-to-follicle index, PFI) con la probabilidad de gestacién clinica {Shufaro,

2015 #283 . Segun esta hipotesis, la primera situacion constituiria en mucha mayor
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medida un factor de riesgo para la desregulacién de la receptividad endometrial, en
comparacion con la segunda. Los autores realizaron un analisis retrospectivo de una
cohorte de 8649 ciclos de FIV-TE aplicados en un Unico centro a pacientes con perfil de
normorrespuesta bajo protocolo de agonista o de antagonista de la GnRH. Tanto la
progesterona absoluta en el final de la estimulacion como la relacion
progesterona/foliculos = 14 mm en dia de HCG se asociaron significativamente con la
probabilidad de gestacién clinica. Mediante analisis de intervalos, se determiné que la
probabilidad de gestacion decrecié de forma significativa y no lineal a partir de valores
superiores al percentil 93 de la distribucién de progesteronas en dia de HCG, mientras
que el indice progesterona/n® foliculos también se asocié de manera significativa, lineal e
inversa a la probabilidad de gestacion clinica. La edad de la paciente, el numero de
ciclos fracasados previos y el numero de ovocitos obtenidos determinaron
significativamente la frecuencia de gestacién, mientras que el estradiol final y el numero
de embriones transferidos no mostraron asociacion. La frecuencia de gestacion fue
significativamente superior en las pacientes con progesterona inferior al percentil 93 de
la distribucion, en comparacion con los ciclos en los que la progesterona superé este
umbral (RR estimado por OR inverso: 1,11; IC 95%: 1,07; 1,65). La utilizacion del
cociente progesterona/numero de foliculos para analizar las diferencias en frecuencia de
gestacion estimo mayor efecto de la elevacion de progesterona y con mas precision (OR
inversa: 4,1, IC 95%: 3,18; 5,28). Esta asociacidon se mantuvo tras ajustar por edad de la
paciente y tipo de protocolo de supresion hipofisaria (Progesterona final: RR estimado
por OR inverso: 1,11; IC 95%: 1,07; Progesterona/n® foliculos: RR estimado por OR
inverso: 2,98; IC 95%: 2,3; 3,8).

5.3. Justificacion de estudio:

El conocimiento acumulado hasta la actualidad con respecto al efecto de la EPP sobre
la posibilidad de gestacion, que no puede calificarse de escaso, sugiere claramente una
asociacion negativa entre ambas, que permitiria considerar, la EPP como factor de
riesgo para la implantacion embrionaria y la gestacion subsiguiente. Sin embargo, a
pesar de la abundancia de estudios primarios y metaanaliticos, hay varias cuestiones
relevantes sin esclarecer en relaciéon con esta asociacion. Muchos de estos interrogantes
son de interés netamente clinico, puesto que afectan al modo en que podria traducirse la
deteccion de la EPP, en una modificacion operativa de la conducta clinica en el ciclo en

Curso.
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El umbral critico en la concentracién sérica de progesterona adecuado predecir un
resultado gestacional adverso en ciclos de FIV-TE, y aun la propia posibilidad de
definirlo, son aun materia de controversia. Existen ademas dudas sobre si ese umbral
critico podria ser unico, o deberia ajustarse en relacién con el perfil de la propia paciente,

y en especial, con su capacidad de respuesta a la estimulacion ovarica.

Se ha sefalado reiteradamente que una parte sustancial de la heterogeneidad de los
resultados y de la limitada comparabilidad de los estudios, es la dificultad para la propia
definicion conceptual de la EPP. Una consecuencia de esta heterogeneidad en los
criterios de definicion es la marcada discrepancia en la frecuencia de EPP estimada por
distintos estudios. Muchos de los estudios iniciales parten de una definiciéon arbitraria de
la concentracion umbral de progesterona utilizada para definir la EPP, que fue adoptada
generalmente por criterios de analogia. Son menos los autores, que han escogido el
punto de corte en la distribucién por procedimientos objetivos, como analisis por

intervalos, curva ROC o dicotomizacion por la mediana.

Otra fuente de variabilidad que limita la validez externa de los umbrales de EPP, baja
reproducibilidad y consistencia de los procedimientos de cuantificacion analitica
utilizados en una buena parte de los estudios disponibles. La mayor parte de los estudios
no informa ademas de esta dimension de la validez de la prueba, ni en relacion con la
repetibilidad, ni tampoco con la reproducibilidad o con la robustez. Esta limitacion podria

resolverse mediante la determinacion del nivel critico en cada centro.

A pesar de todo, gracias a la acumulacion de observaciones, a la seleccion de puntos de
corte objetivos para la definicion de EPP y a la progresiva mejora de la reproducibilidad
de las técnicas de cuantificacion, los estudios mas recientes convergen hacia la
definicion de un umbral de progesterona sérica entorno a 1,3-1,6 ng/mL como umbral
critico asociado a la frecuencia de gestacion. Sin embargo la seleccion de un punto de
corte para definir un umbral de exposicidén en una variable continua como la elevacion de
progesterona entrafia la asuncion de linealidad en la asociacion de esta con la
probabilidad de gestacion. Esta hipétesis de asociacion lineal entre la progesterona
sérica al término de la estimulacién y la frecuencia de gestacién no ha sido constatada

en diferentes estudios al respecto.

Otra fuente de discrepancia es la modificacion del efecto que la EPP que podrian ejercer
variables como la edad de la mujer, el tipo de analogo GnRH utilizado, la magnitud de la
respuesta a la estimulacion ovarica o el nimero y calidad de los embriones transferidos.

La posibilidad de que la edad de la mujer, por si misma o a través de su asociacion con
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el numero de ovocitos obtenidos y de embriones de calidad disponibles, pudiera
contrarrestar parcialmente el efecto nocivo de la EPP sobre la receptividad endometrial
ha sido propuesta como hipétesis explicativa de la ausencia de efecto de la EPP sobre
los ciclos con hiperrespuesta, constatada en varios estudios, pero no confirmada por
otros {Fatemi, 2015 #286}.

Por otro lado, diversos estudios recientes proponen reformular el concepto de EPP, y
entenderla como la exposicién acumulativa a elevaciones discretas y mantenidas de
progesterona a lo largo de la mayor parte de la estimulacién, en contraposicion con el
concepto clasico de EPP, mas cercano a un incremento critico y final. Hasta la
actualidad, solo dos estudios de cohortes han analizado el efecto de la EPP asi definida,
y ambos han constatado asociaciéon significativa entre la exposiciéon y la menor
probabilidad de gestacién (110, 111).

La EPP se ha asociado en la mayoria de los estudios disponibles a ciertos perfiles de
paciente, de tratamientos de estimulacién y de respuestas a la misma. Se ha observado
mayor frecuencia de EPP a mayor nimero de ovocitos obtenidos, mayor concentracion
de estradiol sérico en dia de HCG, mayor consumo de actividad gonadotropica y con el
uso de FSHr como fuente de estimulacion. Como se ha argumentado previamente,
cuanto mayor sea la produccién suprafisioldgica de estradiol, mayor porcentaje de éste
se desviara hacia la sintesis de progesterona. Por tanto, de confirmarse el efecto sobre
la EPP de ciertas variables relacionadas con la estimulaciéon ovarica que son fruto de
decisiones del clinico, podrian proponerse algunos métodos de prevencion, si quiera

parcial, de la EPP.

Los estudios sobre EPP que han considerado como variable principal de resultado la
probabilidad de nacido vivo son desafortunadamente los menos numerosos, ya que la
mayoria contemplan como resultado la gestacion clinica o evolutiva. No se ha
identificado asociacion de la EPP con el mayor riesgo de pérdida gestacional, por lo que
no parece probable una reduccién subsiguiente de la frecuencia de nacido vivo. No
obstante, las observaciones directas para determinar esta relacion representan una

propocion notablemente reducida entre de los estudios disponibles.

Por ultimo, y como sefiala Venetis en su metanalisis de 2013, conviene recordar que la
gran mayoria de los estudios disponibles son de caracter retrospectivo, y se caracterizan
ademas por un grado variable del control de sesgos. Ademas, en la propia seleccion de
estudios primaria de este metanalisis, la proporcion de estudios basados en estimulacion
ovarica bajo protocolo de agonistas frente a antagonistas es 4:1 (63). A pesar de que el

subanalisis correspondiente no hall6é diferencias en capacidad predictiva en funcién del
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protocolo de analogo aplicado, quedaria por resolver el interrogante de si la luteolisis

precoz del ciclo previo inducida por los protocolos largos de agonista podria representar

un factor de proteccion frente a la EPP.

Considerando las lagunas de conocimiento existentes, y la gran sensibilidad que ha

suscitado la informacion disponible sobre la EPP como factor de riesgo para la

implantacion embrionaria, nuestro trabajo pretende realizar aportaciones adicionales por

medio de una aproximacion con las siguientes caracteristicas:

a)

d)

Partir de una definicion de la variable de exposicion (EPP) no necesariamente
dicotdomica, asumiendo la posibilidad de una asociaciéon no lineal entre ésta y la
probabilidad de gestacion y de nacido vivo. Con este objeto, analizaremos la
asociacion de la variable por medio de técnicas que permitan evaluar su capacidad
predictiva conservando el caracter de variable continua.

En orden a su versatilidad, evaluar asimismo la capacidad predictiva de la EPP
dicotomizada, pero aplicando procedimientos de estandarizacion de los valores, por
medio de estratificacion percentilar o por multiplos de la mediana.

Considerar la probabilidad de recién nacido vivo como variable primaria de resultado,
por ser la mas relevante clinicamente. El resto de las variables de resultado seran la
frecuencia de gestacion clinica, la de gestacion clinica evolutiva y la de aborto
espontaneo.

Abordar el analisis de causalidad por medio de un estudio de cohorte retrospectiva
sobre una muestra de oportunidad de mayor tamafo, destinada a evaluar la
asociacion, a realizar analisis bivariado de confusion e interaccion con respecto a
covariables relevantes, y a establecer un modelo de regresién logistica con finalidad
predictiva, destinado a evaluar la pérdida de probabilidad de gestacidon asociada a
EPP en cada perfil de paciente. El nimero de observaciones de esta serie
proporcionara presumiblemente un poder estadistico adecuado para el analisis
multivariado.

Reducir al minimo el riesgo de sesos, consdierando como covariables todas las que
pudieran tener efectos relevantes sobre las variables de exposicion y efecto (edad
de la mujer, IMC, diagnéstico, tipo de analogo agonista utilizado, fuente de actividad
gonadotrépica, consumo de gonadotropinas, numero de ovocitos obtenidos, numero
y calidad de embriones disponibles, dia de la transferencia, nimero y calidad de
embriones transferidos, entre otras), partiendo de un andlisis exploratorio de

asociacion entre estas variables, la de exposicion y las de resultado.
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5. OBJETIVOS

5.1. General

Evaluar el efecto de la elevacion precoz de la progesterona durante la hiperestimulacion
ovarica controlada sobre el resultado gestacional en pacientes tratadas con fecundacion

in vitro.

5.2. Especificos

5.2.1. Principal

Analizar con intencion predictiva la asociacion entre la elevacion precoz de progesterona,
estimada por medio de su concentracién al término de la estimulaciéon ovarica, y la
probabilidad de nacido vivo en pacientes de la poblacion general tratada con FIV-TE,

ajustando por otros factores pronésticos de gestacion.

5.2.2. Secundarios

a) Estimar la frecuencia de la EPP con arreglo a criterios de estratificacion obtenidos de
la distribucién cruda y estandarizada de los valores observados.

b) Evaluar la existencia de interaccion o confusién ejercida por factores pronésticos de
resultado gestacional sobre el efecto de la EPP en la frecuencia de gestacion y
nacido vivo.

c) Estimar el numero de exposiciones necesario para producir dafio (number needed to
hard; NNH) para la cohorte completa, y por subgrupos de prondstico basados en
edad, dosis total de gonadotropinas administradas, respuesta a la estimulacion y

numero y calidad de embriones disponibles y transferidos.

6. HIPOTESIS
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Hipétesis conceptual:

La exposicion a niveles elevados de progesterona durante la hiperestimulacién ovarica
controlada para el desarrollo folicular multiple en tratamientos de fecundacion in vitro
reduce por si misma la probabilidad de nacido vivo, y este efecto tiene lugar con
independencia de la edad, del tipo de respuesta a la estimulacion y de la calidad de los

embriones obtenidos y transferidos.

Hipétesis operativa:

Hipdtesis alternativa (H,):

La elevacion de progesterona sérica, considerada como concentracion unica en el dia de

la administracién de HCG, reduce por si misma y en al menos un 10% la probabilidad la

probabilidad nacido vivo en pacientes tratadas con estimulacion ovarica para

fecundacion in vitro

Hipdtesis nula (Hy):

La elevacion de progesterona sérica, considerada como concentracion unica en el dia de
la administracion de HCG, no causa de forma independiente a una reduccion de al
menos un 10% de la probabilidad nacido vivo en pacientes tratadas con estimulacién

ovarica para fecundacion in vitro
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7. METODOLOGIA

7.1. DISENO

Estudios de cohortes prospectivo y retrospectivo.

7.2. AMBITO Y FUENTES DE INFORMACION

La fuente de informacion del estudio han sido los datos clinicos y de laboratorio
generados por la intervencion terapéutica en una muestra de la poblacion estudiada, y
registrados en la historia clinica. El estudio ha desarrollado en en el ambito de Clinica

Tambre de Madrid, centro especializado en medicina reproductiva.

7.3. POBLACION DE INTERES

Pacientes con esterilidad primaria o secundaria, con indicacién de tratamiento mediante

fecundacion in vitro destinadas a transferencia embrionaria en el ciclo de estimulacion.

7.4. POBLACION DE ESTUDIO: CRITERIOS DE SELECCION

e Criterios de inclusion:

- Tratamiento mediante FIV/ICSI realizado con indicacién basada en la practica clinica
habitual y tras exclusién de contraindicaciones.
- Ciclos de tratamiento realizados durante el periodo de estudio con posibilidad de

determinar la exposicion y la respuesta en los términos definidos por el estudio.

e Criterios de exclusion:

- Ciclos de tratamiento con imposibilidad de determinar la exposicion y la respuesta en

los términos definidos por el estudio.
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7.5. DEFINICION DE LAS VARIABLES DEL ESTUDIO

Variables independientes (explicativas):

Concentracion sérica de progesterona en el dia de la administracion de HCG al

término de la estimulacion ovarica (progesterona final)

Variables dependientes (de respuesta):

Principal: Frecuencia de nacido vivo tras ciclo de FIV-TE iniciado.

Secundarias:

= Frecuencia de implantacién embrionaria por transferencia
» Frecuencia de gestacion clinica por transferencia

= Frecuencia de aborto por transferencia

Covariables:

Edad

indice de masa corporal

Consumo de tabaco

Numero de cigarrillos consumidos al dia

Recuento basal de foliculos antrales

FSH basal

Caracter primario o secundario de la esterilidad

Duracion de la esterilidad

Indicacion principal del tratamiento con FIV (factores causales de la esterilidad)
Numero de ciclos previos de FIV-TE

Numero de ciclos previos de criotransferencia

Progesterona basal

Protocolo de analogo de GhnRH

Cotratamientos previos o concurrentes con la estimulacién ovarica
Tipo de FSH administrada

Uso y tipo de actividad LH

Dosis inicial de actividad FSH

Dosis inicial de actividad LH

Consumo total de actividad FSH

Consumo total de actividad LH
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- Dia de inicio del tratamiento con antagonista

- Duracién del tratamiento con antagonista

- Duracién de la estimulacion ovarica

- Estradiol sérico en dia de administracion de HCG

- Numero foliculos mayores de 10, de 15 y de 17 mm en dia de administracién de
HCG

- Numero de ovocitos totales

- Numero de ovocitos en metafase Il

- Tipo de respuesta a la estimulacién

- Origen de los espermatozoides

- Recuento de espermatozoides moviles progresivos

- Técnica de fecundacién

- Frecuencia de fecundacion normal de ovocitos maduros.

- Numero de embriones evolutivos en dia +2

- Numero de embriones evolutivos en el dia de la transferencia

- Numero de embriones de calidad A-B disponibles en el dia de la transferencia

- Numero de embriones transferidos

- Numero de embriones A-B transferidos

- Dia de transferencia embrionaria

- Dificultad para la transferencia

- Cripreservacion embrionaria

7.6. DEFINICION Y DESCRIPCION DE LOS METODOS DE OBSERVACION Y
MEDIDA

7.6.1. Criterios diagnésticos y unidades de medida:

- Progesterona final: concentracion sérica de progesterona en el dia de la
administracion de HCG (ng/mL)

- Edad: medida en afios completos.

- indice de masa corporal: cociente entre el peso corporal en kg y la talla en metros
(kg/m?)

- Consumo de tabaco: variable dicotémica.

- Numero de cigarrillos consumidos al dia: recuento referido por la paciente

- Recuento basal de foliculos antrales: recuento de imagenes sonolucentes
intarovaricas con caracteristicas morfolégicas compatibles con foliculos ovaricos

antrales visibles mediante ecografia transvaginal de alta resolucién en fase folicular
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precoz (dias 2° a 4° del ciclo). En pacientes sin menstruacion clinica, se considerara

valido dicho recuento en cualquier exploracion.

FSH basal: concentraciéon en suero de FSH en dia 2°-3° de un ciclo espontaneo

(UIL).

Caracter primario o secundario de la esterilidad:

= Esterilidad primaria: incapacidad para obtener gestacién tras 12 meses de
relaciones sexuales con finalidad conceptiva y frecuencia normal en una pareja
que no ha logrado gestacién previa (124, 125).

= Esterilidad primaria: incapacidad para obtener gestacién tras 12 meses de
relaciones sexuales con finalidad conceptiva y frecuencia normal en una pareja
que ha logrado gestacion previa, con independencia de su resultado (124, 125).

Duracion de la esterilidad: medida en afios completos

Indicacion principal (factores causales de esterilidad):

= Factor masculino: existencia de patologia seminal diagnosticada con arreglo al
los criterios enunciados en el Manual de Estudio del Semen Humano de la
Organizacion Mundial de la Salud (126)

= Anovulaciéon cronica: existencia de criterios diagnésticos de anovulacion
secundaria a sindrome de ovario poliquistico, segun el Consenso Diagnostico del
Sindrome de Ovario Poliquistico de la Sociedad para el Estudio de los
Hiperandrogenismos (127).

= Endometriosis: Diagnéstico histopatolégico o ecografico de endometrioisis
ovarica

= Factor tubarico: antecedentes clinicos (salpinguectomia bilateral) o resultados de
pruebas de imagen compatibles con la existencia de factor tubarico
determinante.

= Factor etario: edad superior a 38 afos.

= Baja reserva ovarica: existencia de criterios diagndsticos de baja respuesta a la
estimulacion para FIV-TE segun el Consenso de la Sociedad Europea de
Reproducciéon Humana y Embriologia (128).

» Esterilidad de causa desconocida con fracaso de tratamiento convencional
previo.

Numero de ciclos previos de FIV-TE: ciclos de tratamiento con FIV-TE realizados

antes del ciclo de observacion, con independencia de su resultado.

Numero de ciclos previos de criotransferencia: ciclos de transferencia de embriones

criopreservados realizados antes del ciclo de observacion, con independencia de su

resultado.

Progesterona basal: concentracion sérica de progesterona en el dia de inicio de la

estimulacion ovarica, en determinacion previa a ésta (ng/mL).
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Protocolo de analogo GnRH: uso de agonista o antagonista de la GnRH en
asociacioén a la estimulacion ovarica.

Otros cotratamientos previos o concurrentes con la estimulaciéon ovarica: uso de
anticonceptivos combinados, agentes androgenizantes directos (testosterona,
DHEA) o indirectos (letrozol, LH).

Tipo de actividad FSH utilizada: preparados co actividad FSH utilizados durante la
estimulacién (FSH urinaria, FSH urinaria ultrapurificada, FSH recombinante, HMG,
HMG ultrapurificada).

Tipo de actividad LH utilizada: preparados con actividad FSH utilizados durante la
estimulacion (LH recombinante, HMG, HMG ultrapurificada).

Dosis inicial de actividad FSH: cantidad de actividad FSH administrada por dia (Ul).
Dosis inicial de actividad LH: cantidad de actividad LH administrada por dia (Ul)..
Consumo total de actividad FSH: cantidad total de actividad FSH administrada a lo
largo el tratamiento (UI).

Consumo total de actividad LH: cantidad total de actividad LH administrada a lo largo
el tratamiento (Ul).

Dia de inicio de antagonista: dia de estimulacion en el que se inicia la administracion
diaria de antagonista GnRH.

Duracién del tratamiento con antagonista: medido en dias.

Duracion de la estimulacion ovarica: dias de tratamiento con gonadotropinas.
Estradiol sérico en dia de administracion de HCG: concentracion sérica de estadiol
(pg/mL).

Numero de foliculos mayores de 10, 15 y 17 mm: recuento de imagenes
sonolucentes intarovaricas con caracteristicas morfolégicas compatibles con foliculos
en desarrollo bajo estimulacion gonadotrépica y diametro folicular medio superior a
10,15y 17 mm.

Numero de ovocitos totales: recuento de ovocitos obtenidos.

Numero de ovocitos en metafase Il: recuento de ovocitos decumulados con extrusion
del primer corpusculo polar.

Tipo de respuesta a la estimulacion ovarica: baja (menos de 5 ovocitos), normal
(entre 5y 18 ovocitos) y elevada (mas de 18 ovocitos).

Origen de los espermatozoides: procedencia de los espermatozoides utilizados en el
tratamiento (eyaculado, testiculares, epididimarios, deferenciales o muestra seminal
criopreservada)

Técnica de fecundacion: fecundacién in vitro convencional, microinyeccion
espermatica o técnica mixta.

Frecuencia de fecundacion normal de ovocitos maduros: nimero de embriones con

dos pronucleos dividido por nimero de ovocitos en metafase Il integros.
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Numero de embriones evolutivos en segundo dia de desarrollo: recuento de
embriones con signos de division activa (al menos tres blastémeras).
Numero de embriones evolutivos en dia de la transferencia: recuento de embriones
con signos de divisién activa en el dia de la transferencia:

= Con al menos tres blastomeras en transferencias en dia +2.

= Con al menos seis blastdbmeras en transferencias en dia +3.
Numero de embriones A-B en dia de la transferencia: recuento de embriones de
categorias A y B, segun los criterios de valoracion morfolégica de valoracion
morfolégica de ovocitos, embriones tempranos y blastocistos de la Asociacion
Espafiola para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion (129).
Numero de embriones transferidos: recuento de embriones depositados en la
cavidad uterina por medio de transferencia embrionaria.
Numero de embriones A-B transferidos: recuento de embriones de categorias Ay B
segun la mencionada clasificacién (129) depositados en la cavidad uterina por medio
de transferencia embrionaria.
Dia de transferencia: segundo o tercer dia de desarrollo embrionario.
Dificultad para la transferencia: definida por la necesidad de aplicar catéteres o
vainas de transferencia de rigidez superior a la convencional.
Numero de embriones criopreservados
Numero de sacos gestacionales: recuento del numero vesicula gestacional
intrauterina con estructuras embrionarias definidas, segun criterios de la Sociedad
Europea de Reproduccion Humana y Embriologia (130).
Frecuencia de implantacion embrionaria: numero de sacos gestacionales
intrauterinosvisibles mediante ecografia transvaginal cuatro semanas después de la
transferencia embrionaria, dividido por nimero de embriones transferidos.
Frecuencia de gestacion clinica: numero de gestaciones clinicas dividido por niumero
de ciclos. Se define gestacion clinica como visualizacibn mediante ecografia
transvaginal de vesicula gestacional intrauterina con estructuras embrionarias
definidas, segun criterios de la Sociedad Europea de Reproduccién Humana y
Embriologia (130).
Frecuencia de aborto: nimero de gestaciones clinicas no evolutivas dividido por
numero total de gestaciones.
Frecuencia de nacido vivo: nimero de partos con nacimiento de al menos un feto

vivo dividido por numero de ciclos iniciados.

7.6.2. Métodos de cuantificacion especificos:

Cuantificacion analitica de parametros séricos:
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Progesterona: Determinacion cuantitativa automatizada mediante inmunoensayo
de electroquimioluminiscencia (ECLIA) comercial en suero (Vidas®
Progesterone; bioMérieux, Estados Unidos), con intervalo de medicion

comprendido entre el limite inferior de deteccion (0,1 ng/mL) y el maximo de la

curva master (100 ng/mL), con coeficientes de variacion maximos de

repetibilidad del 5% y de precisién intermedia de 8,1%.

Estradiol: Determinacién cuantitativa automatizada mediante inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia (ECLIA) comercial en suero (Vidas® Estradiol II;
bioMérieux, Estados Unidos), con intervalo de medicién comprendido entre el

limite inferior de deteccion (9 ng/mL) y el maximo de la curva master

(3000 ng/mL), con coeficientes de variacion maximos de repetibilidad del 6% y

de precision intermedia de 11%.

FSH: Determinacion cuantitativa automatizada mediante inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia (ECLIA) comercial en suero (Vidas® FSH,;
bioMérieux, Estados Unidos), con intervalo de medicion comprendido entre el

limite inferior de deteccion (0,1 mUI/mL) y el maximo de la curva master

(100 mUI/mL), con coeficientes de variacion maximos de repetibilidad del 4,1% y

de precision intermedia de 7,7%.

LH: Determinacién cuantitativa automatizada mediante inmunoensayo de

electroquimioluminiscencia (ECLIA) comercial en suero (Vidas® LH; bioMérieux,

Estados Unidos), con intervalo de medicién comprendido entre el limite inferior

de deteccion (0,1 mUI/mL) y el maximo de la curva master (100 mUI/mL), con
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coeficientes de variacion maximos de repetibilidad del 4,6% y de precision
intermedia de 7,2%.

— Cuantificacion de parametros seminales: analisis de concentraciéon y motilidad
mediante autoanalizador espermatico; analisis de morfologia espermatica mediante
tincién de Papanicolau modificada y con arreglo a los criterios estrictos de Kruger
asumidos por el la ultima edicién del Manual de Estudio del Semen Humano y de la
Interaccion Moco-Semen de la Organizaciéon Mundial de la Salud (126)

— Diagnéstico por imagen ultrasonografico: ecografia endovaginal con sonda

multifrecuencia de alta resolucion (6,5-12,5 MHz).

7.7. PROCEDIMIENTO TERAPEUTICO

Fase de tratamiento:

— Administracion de dosis diaria de preparado de agonista GhRH de vida media corta
por la via apropiada (subcutanea o pernasal) desde la fase litea media del ciclo
previo a la estimulacién, en ciclos bajo tratamiento con protocolo largo de analogos
agonistas de la GnRH.

— Determinaciéon analitica basal de estradiol y progesterona basales, Con caracter
previo al inicio de la estimulacion.

— Estimulacién ovarica con actividad FSH a dosis ajustada por edad, reserva funcional
ovarica, peso corporal y/o resultado de tratamientos previos a partir del 2°-3° dia de
la menstruacion iniciada espontaneamente o tras el cese de contraceptivo oral u
otros cotratamientos previos. Se procedié al ajuste sucesivo de dosis segun
respuesta a partir del 5°-6° dia de estimulacion.

— Determinaciones analiticas sucesivas de estradiol en cada uno de los dias de
control de respuesta a la estimulacion (cada 48 horas tras el control inicial en 5°-6°
dia).

— Administracion de dosis diaria de 0,25 mg de ganirelix o cetrorelix con criterio fijo (a
partir del 5°-6° dia de estimulacion) o flexible (existencia de al menos dos foliculos de
14 mm de diametro y/o de estradiol sérico superior a 400-500 pg/mL) en ciclos bajo
tratamiento con analogo antagonista de la GnRH. Dicha dosis se mantuvo hasta el
dia de la administracion de HCG (gonadotropina coriénica humana de origen
recombinante).

— Induccién de la maduracioén folicular final mediante administracion de 250 mg de

HCGr al constatar la existencia de al menos tres foliculos ovaricos con diametro
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folicular medio superior a 17 mm y una concentracién plasmatica de estradiol
superior a 750 pg/mL.

Extraccion de ovocitos mediante puncion folicular transvaginal ecoguiada a las 36
horas de la administracion de HCG.

Aislamiento, lavado y procesamiento de los complejos cumulo-corona-ovocito con
fines fecundantes.

Evaluacion, fraccionamiento seminal y seleccidn de espermatozoides moéviles
progresivos mediante swim-up o centrifugacion en gradientes de densidad en caso
de eyaculados o muestras seminales criopreservadas de calidad suficiente. En caso
de muestras criopreservadas con muy baja concentracion espermatica, se procedid
a lavado simple.

Fecundacion in vitro/microinyeccion espermatica segun indicaciones clinicas y
caracteristicas seminales.

Incubacion de los ovocitos, evaluacion de los signos de fecundacién (extrusion de
segundo corpusculo polar y condensacion de pronucleos) a las 17-20 horas del inicio
del procedimiento.

Evaluacion del desarrollo embrionario in vitro, y clasificacién de los embriones con
arreglo a sus caracteristicas morfolégicas y de cinética divisional, segun los Criterios
del Grupo de Calidad Embrionaria de la Asociacion Espafola para el Estudio de la
Biologia de la Reproduccion (129).

Transferencia embrionaria transcervical ecoguiada con arreglo a criterios clinicos
preestablecidos en relacién con el niumero de embriones, considerando edad de la
paciente y calidad de los embriones disponibles.

Soporte farmacolégico de fase lutea mediante administracion de de progesterona
natural micronizada (200 mg/6-8 horas) por via oral y/o vaginal, iniciada el dia de la
puncién folicular

Diagnéstico analitico de gestacion bioquimica a los 14 dias de la transferencia
embrionaria, mediante determinacién de B-HCG sérica.

Confirmacion de la gestaciéon clinica mediante ecografia transvaginal a los 28-35

dias de la transferencia embrionaria.

7.8. PERIODO DE ACUMULACION DE OBSERVACIONES

La cohorte analizada esta constituida por una muestra de oportunidad constituida por los

ciclos de tratamiento realizados a pacientes que cumplian los criterios de seleccién y que

fueron tratadas durante el periodo comprendido entre 2006 y 2013. Se estima que las

observaciones acumuladas durante este periodo completaran, incluyendo la correccion
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por pérdidas, el tamafo muestral necesario para concluir sobre la hipdtesis nula

relacionada con el objetivo principal con la potencia adecuada.

Con el objeto del registro de las variables de interés, la observacion retrospectiva de las
pacientes tratadas se inicié a partir de la primera dosis del primer farmaco relacionado
con la estimulacion ovarica, y finalizd con el parto, en casos de gestacion con nacido
vivo, y con la constatacion de la interrupcion de la gestacion en caso de embarazos no

evolutivos.

7.9. DETERMINACION DEL TAMANO MUESTRAL

La evaluacion de la inferioridad de la frecuencia de nacido vivo en pacientes expuestas
(p1) respecto a las no expuestas (p2) se ha realizado mediante un contraste de la
hipétesis nula p1=p2 mediante una prueba x? unilateral para dos muestras
independientes. Asumiendo un nivel de confianza minimo del 95%, una frecuencia en no
expuestas del 25%, una frecuencia en expuestas del 15%, y una frecuencia estimada de
elevacion de progesterona del 5 % requeria observaciones sobre 150 expuestas y 2850
no expuestas, por lo que resultaba necesario incluir al menos 3000 ciclos para obtener
una potencia del 80% que permita concluir respecto al objetivo principal. Estimando un
porcentaje de pérdidas del 5 % por observaciones incompletas, se precisaba la inclusion

de un total de 3150 ciclos de tratamiento

Este tamafio muestral proporcionara una potencia del 80 % para el contraste unilateral
de la hipotesis de inferioridad del porcentaje de nacido vivo, asumiendo un 10% como
diferencia de proporciones clinicamente relevante. La eleccién del contraste unilateral
esta determinada por la hipotesis conceptual y por los objetivos del estudio. Por otra
parte, dicha muestra es mayor a la necesaria para conseguir una precision de 0,25
unidades en la estimacidon, mediante un intervalo de confianza asintético al 95%
unilateral, de un riesgo relativo esperado del 0,6, lo que asegura el logro de dicha

estimacion.

7.10. METODOS ESTADISTICOS
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7.10.1. Descripcion de las variables

Se ha estudiado la normalidad de la distribucion de las variables cuantitativas,
analizando su media, mediana y desviacion tipica, asi como su histograma. En caso de
duda, se hna aplicado pruebas de contraste de normalidad. Las variables cuantitativas
en las que asumio la distribucién normal se describen por medio de su media y
desviacion estandar, y aquéllas con distribucion de tendencia no normal a través de su
mediana y su rango intercuartilico: Las variables cualitativas se describen mediante su

distribucion de frecuencias.

7.10.2. Analisis de asociacion:
Se ha evaluado la asociacion entre la progesterona y las variables de resultado, entre las
covariables consideradas y las variables de resultado, y finalmente entre covariables y
progesterona sérica. Los contrastes se han realizado con pruebas estadisticas
apropiadas a la naturaleza de las variables:

— Los contrastes de diferencias de medias se han efectuado por medio de la prueba t
de Student o mediante ANOVA —con contrastes post hoc en caso necesario— en
caso de variables con distribucidon normal. Para el contraste de la diferencia de
distribuciones de variables no normales se han aplicado pruebas no paramétricas
como la U de Mann-Whitney, la prueba de la mediana o la de Kruskal-Wallis.

— Las diferencias de proporciones se han analizado por medio de la prueba Chi?,
aplicando la correccion de Yates o el test exacto de Fischer en caso necesario. Si no
podia asumirse la normalidad de las variables explicativas o de las covariables, se
han aplicado pruebas de comparacion de proporciones bajo supuestos no
paramétricos.

— Para los analisis de correlacion se han estimado los coeficientes de correlacion de

Pearson en caso de variables normales, y de Spearman para no normales.
7.10.3. Analisis de magnitud de efecto :
7.10.3.1. Analisis univariado
Las variables categoricas y continuas han sido dicotomizadas mediante punto de corte

oportunos, seleccionado segun la morfologia de las distribuciones o con criterios de

relevancia clinica. Tras la elaboracion de las correspondientes tablas de contingencia, se
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ha calculado del efecto estimando el riesgo relativo (RR) con su correspondiente

intervalo de confianza al 95 %.

7.10.3.2. Analisis bivariado

La influencia de las variables modificadoras de efecto se ha estudiado aplicando en
primer lugar la pruebas de interaccion de Breslow-Day. En caso de detectarse ésta, la
magnitud del efecto se expresa por medio del RR por estrato. Si no se detectd
interaccién, se ha evaluado la existencia de confusién. Las covariables se han
considerado confusoras cuando la diferencia entre el RR crudo y el ajustado por la

covariable ha resultado superior al 10 % del valor del RR crudo.

7.10.3.3. Analisis multivariado

Se han elaborado modelo de regresién logistica binaria con finalidad explicativa, que
resultard de la elaboracidon sucesiva de modelos con la variable explicativa principal,
modelo completo sin interacciones. A partir de todos ellos, se eliminaran las variables
sucesiva y selectivamente, para escoger el mejor modelo explicativo, seleccionado
mediante el criterio de informacion de Akiake, asi como el modelo predictivo que
proporcione mejores valores de sensibilidad y especificidad predichas para la frecuencia
global del evento en modelos logisticos y de la probabilidad de nacido vivo en modelos

no binarios.

Para los contrastes de las hipétesis nulas de igualdad se asumira un nivel de confianza
del 95 %. Los analisis estadisticos han realizado con el paquete informatico IBM SPSS
Statistics versiéon 21 para Windows (licencia corporativa del Hospital General

Universitario Gregorio Marafion).

5. ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

5.1. Autorizacion del estudio

El presente estudio fue abordado su autorizacion, en fase de proyecto, por el Comité
Etico de Investigacién Clinica de Hospital General Universitario Gregorio Marafién. El
mismo CEIC aprobdé la ampliacion de centros a peticion de los investigadores
pertenecientes a la Clinica Tambre, de donde proceden los registros clinicos a partir de

los cuales se han generado las observaciones del estudio.
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5.2. Confidencialidad

El tratamiento de los datos clinicos se ha realizado manteniendo los maximos niveles de
confidencialidad y de rigor en el secreto médico, y cumpliendo estrictamente la normativa
legal en materia de proteccion de datos de caracter personal y clinico, y en particular lo
establecido por la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de

Caracter Personal.
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6. RESULTADOS

6.1. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES DEL ESTUDIO

El estudio se ha realizado sobre un total de 3741 ciclos de FIV-TE con ovocitos propios y

transferencia embrionaria, que constituyeron la totalidad de los ciclos realizados durante

el periodo de estudio que satisfacian los criterios de inclusion. Los tratamientos fueron

aplicados a un total de 2469 pacientes durante el periodo comprendido entre febrero de

2004 y enero de 2013. La distribucion cronoldgica de los ciclos a lo largo del periodo de

observacion se muestra en la figura 1.
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Figura 1: Distribucién cronolégica de los ciclos de tratamiento durante el periodo de estudio

6.1.1. Caracteristicas basales de las pacientes

6.1.1.1. Edad

La tabla 1 muestra las caracteristicas basales de las pacientes. Su edad estuvo

comprendida entre 22 y 47 afos, con una media fue 35,9 afios y una DE de 3,4 afios.

El 25% de las pacientes presentaron edades superiores a 39 anos en el momento del

tratamiento.

Tabla 1:

Caracteristicas basales de las pacientes y antecedentes del proceso de esterilidad

Media

DE Minimo

Percentiles

Maximo 25 50 75
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Edad (afios) 35,9 3,8 22 47 33 36 39

IMC (kg/m2) 22,5 34 15,0 50,1 20 21 24
Consumo tabaco (cig/dia) 10 6,9 1 40 5 10 15
Recuento de foliculos antrales 10,8 5,1 1 32 7 10 14
FSH basal (UI/L) 7.7 2,9 0,1 31 6 7 9
Duracién de la esterilidad (meses) 26,7 20,9 0 240 12 24 36

La estratificacién de la edad por las categorias descriptivas utilizadas en los registros
internacionales de efectividad queda representada en la figura en la figura 2. El 43,7%
de los ciclos fueron aplicados a pacientes con edades comprendidas en el estrato
intermedio (35 a 39 afos), mientras que el 19,3% de los tratamientos se realizaron a

pacientes con 40 0 mas afios.
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Edad por estratos estandar
Figura 2: Distribucion de la edad de las pacientes segun estratos estandar para registros de efectividad

6.1.1.2. indice de masa corporal

El indice de Quetelet varié entre 15 y 50,1 kg/mz, aunque el 50 % de las pacientes
presentaba IMC entre 20 y 24 kg/m2 (tabla 1). La distribucién por intervalos ponderales
de la OMS se resume en la figura 3. El 79% de las pacientes se hallaban en el estrato de
normalidad ponderal en el momento del tratamiento, mientras que un 12,9% presentaba
sobrepeso. Las frecuencias de bajo peso para la talla y de obesidad resultaron

ligeramente superiores al 4%.
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Figura 3: Distribucion del IMC por estratos pondrales de la OMS

6.1.1.3. Consumo de tabaco
El 21% de las pacientes refiri6 consumo habitual de tabaco. Entre las pacientes
fumadoras, | numero medio de cigarrillos diarios consumidos fue de 10 (DE: 6,9). El

intervalo intercuartil estuvo comprendido entre 5 y 15 cigarrillos/dia.

6.1.1.4. Recuento de foliculos antrales

En las pacientes el recuento basal de foliculos antrales se distribuyd seguin un patrén
cuasinormal, con una media de 10,8 foliculos (DE: 5,1) y una mediana de 10 (tabla 1).
Un 25 % de las pacientes presentaron recuentos foliculares menores de 5, y otro 25%,

en la cola opuesta de la distribucién, contaban con recuentos de mas de 15 foliculos.
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Figura 4: Distribucion del recuento basal de foliculos antrales

6.1.1.5. Nivel basal de FSH sérica

La concentracion sérica de FSH promedio fue de 7,7 UI/L (DE: 2,9 UI/L). El 50% central
de las observaciones quedd comprendido entre 6 y 9 UI/L (tabla 1;figura 5). Las
pacientes con concentraciones de FSH en fase folicular precoz superiores a 10 Ul/L

representaron el 14,6 % del total.
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Figura 5: Distribucion de la concentracién sérica basal de FSH
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6.1.1.6. Duracién de la esterilidad

La duracién media de la esterilidad de las pacientes en el momento del tratamiento fue
de 26,7 meses (DE: 20,9 meses). La minima duracion observada fue de 0 meses, que
correspondié a pacientes con causas absolutas de esterilidad previamente conocidas, y
que consultaron directamente sin busqueda gestacional previa. La esterilidad mas

prolongada tuvo una duracion de 240 meses.

El 85,2% de las pacientes padecian esterilidades de duraciéon no superior a 36 meses en

el momento del tratamiento (figura 6).
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Figura 6: Afios de duracion de la esterilidad

6.1.1.7. Tipo de esterilidad
Mas del 80 % de las pacientes estaban afectadas por esterilidad primaria (tabla 1).

6.1.1.8. Factores causales de esterilidad
Las causas principales de esterilidad mas frecuentes resultaron el factor masculino
(33,6%) y la baja reserva ovarica (14,2%). En el 22,3% de los casos se identificé mas de

factor causal principal (figura 4).

La esterilidad de origen desconocido, la endometriosis, el factor tuboperitoneal y el factor
etario femenino presentaron frecuencias inferiores al 10%. Los ciclos indicados por
causas cromosomicas, genéticas o abortos de repeticion representaron tan solo el 0,4%

de la serie (tabla1; figura 7).
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Figura 7: Frecuencia de factores causales de esterilidad

6.1.1.9. Tratamientos previos

Los antecedentes de ciclos previos de tratamiento con FIV-TE o transferencia de

embriones descongelados se resumen en la figura 8.
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Figura 8 : Distribucion de ciclos previos de tratamiento con FIV-TE y criotransferencia

El 52,1% de las pacientes tratadas de la cohorte no habian recibido tratamiento con

ciclos previos de FIV-TE, mientras que el 26,8% presentaban antecedente de un ciclo
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previo. Sélo el 8,9% de las pacientes habia sido sometida a tres o mas ciclos de FIV con

anterioridad al que fue objeto de observacion.

Con respecto las criotransferencias, el 87,2% de las pacientes no habia sido sometido a

este tratamiento con caracter previo a los ciclos objeto de observacion.

6.1.2. Caracteristicas del ciclo de tratamiento

6.1.2.1. Progesterona sérica basal al inicio del ciclo

Las determinaciones de progesterona en el dia de inicio de la estimulacion ovérica
generaron una distribucion que se ilustra en la figura 9. El valor medio resulté 0,47 ng/mL
(DE: 0,43 ng/mL) y la mediana 0,41 ng/mL( IIC: 0,27-0,6 ng/mL). La mediana de la
distribucion fue 0,41 ng/mL y el percentil 75 correspondié a 0,6 ng/dL.
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Figura 9 : Distribucion de niveles basales de progesterona sérica

Sdlo seis de los 3741 ciclos (0,2%) mostraron concentraciones basales de progesterona
sérica superiores a 2 ng/mL, en los que se registraron valores comprendidos entre 2 y
12,2 ng/mL.

6.1.2.2. Protocolo de analogo GnRH
Para el control de la funcién hipofisaria, se indicé tratamiento con protocolo largo de
agonista en el 14,9% de los ciclos (561), mientras que se aplico protocolo se antagonista

en el 84,5% casos (3161 ciclos). El 0,6% restante de los ciclos correspondio a protocolos
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de antagonista flexible que no llegaron a iniciarse por desarrollo folicular acelerado antes
de la primera dosis (12 ciclos), y a un caso de protocolo largo de agonista que no obtuvo

frenacion hipofisaria, por lo que fue reconvertido a protocolo de antagonista (figura 10).

O Agonista Largo
[ Antagonista flexible
M ctros

Figura 10: Distribucion de ciclos por protocolo de analogo GhnRH empleado.

6.1.2.3. Tratamiento previo con anovulatorios orales
El uso de anovulatorios orales con caracter previo al inicio de la estimulacién ovarica se
registr6 en 1867 ciclos (49,9%), de los cuales 1508 se realizaron bajo protocolo de

antagonista.

6.1.2.4. Tipos de gonadotropina

En relacion con el régimen de estimulacién gonadotrépica, se utilizé6 actividad FSH
exclusiva en el 27,3% de los ciclos, y combinada con actividad LH en el 72,3% restante.
La principal fuente de actividad FSH la de origen recombinante (97,9% de los ciclos),
seguida de los preparados de FSH urinaria (0,2%), HMG (1,7%) y pautas combinadas
(0,1%).

Respecto a la actividad LH, se administré en forma de LH recombinante en el 72,6% y a
través de HMG en el 27,4% restante.
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6.1.2.5. Dosis inicial de actividad FSH
La dosis inicial promedio de actividad FSH fue 276,6 Ul/dia (DE: 100,7 Ul/dia); las dosis

minimas y maximas administradas fueron 37,5 y 675 Ul/dia respectivamente. El 50 % de

las pacientes recibieron dosis de mas de 300 Ul/dia (tabla 2).

Tabla 2:

Caracteristicas de la estimulacion ovarica

Percentiles
Media DE Minimo  Méximo 25 50 75
Dosis inicial actividad FSH (Ul) 276,6 100,7 37,5 675 200 300 325
Dosis inicial actividad LH (Ul) 106,9 50,0 15 450 75 75 150
Consumo de actividad FSH (Ul) 2335 1076 375 7525 1150 2100 3000
Consumo de actividad LH (Ul) 885,3 556,2 75 6187 525 750 1200
Duracion de la estimulacion 8,3 17 4 27 7 8 9

Las dosis iniciales de actividad FSH mas frecuentes estuvieron comprendidas entre 150

y 249 Uldia (37,2%), seguida por dosis iniciales mas elevadas, comprendidas entre 300

y 349 Ul/dia, que fue admistrada a casi un tercio de las pacientes (29,4%)
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Figura 11: Distribucion de ciclos por dosis inicial de actividad FSH (Ul/dia)
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6.1.2.6. Dosis inicial de actividad LH
Las pacientes tratadas con actividad LH recibieron una dosis media de 77,6 Ul/dia
(rango: 15-450 Ul/dia).
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Figura 12: Distribucion de ciclos por dosis inicial de actividad LH

La dosis de actividad LH mas frecuentemente administrada fue menor o igual a 75
Ul/dia, que fue la recibida por casi dos tercios de las pacientes tratadas con esta

actividad hormonal (figura 12).

6.1.2.7. Consumo de actividad FSH
La cantidad total de FSH administrada a lo largo de la estimulacién varié entre 375 y
7525 Ul, con una media de 2335 Ul y una DE de 1076 UlI.

El 59,5 % de las estimulaciones requiri6 dosis acumuladas de actividad FSH

comprendidas entre 1000 y 2999 Ul (figura 13). En el 25 % de los ciclos, el consumo
total de actividad FSH super6 las 3000 UlI.
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Figura 13: Distribucion de ciclos por consumo de actividad FSH

6.1.2.8. Consumo de actividad LH
El consumo total de actividad LH estuvo comprendido entre 75 y 6187 Ul, con una media
de 885,3 Ul (DE: 556,2) y una mediana de 750 Ul (IIC: 525 Ul; 1200 Ul) (tabla 2).

6.1.2.9. Dia de inicio de antagonista GnRH
En la totalidad de los ciclos bajo protocolo de antagonista GnRH, la primera dosis de
administré6 con criterio flexible, es decir, en funcidon de la respuesta ovarica a la

estimulacién (figura 14).

En el 52% de los ciclos se detectaron criterios para la administracion de la primera dosis
de antagonista en el 5° dia de estimulacién, mientras que se el uso de antagonista se
inicio en 6° dia en el 20% de las estimulaciones. Los ciclos que precisaron administracion
del antagonista antes del 5° dia o después del 6° fueron, respectivamente, el 7% vy el
21% del total.
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Figura 14: Distribucién de ciclos por protocolo de analogo GnRH empleado

6.1.2.10. Duracion del tratamiento con antagonista GnRH
La duraciéon promedio del tratamiento con antagonistas fue de 3,6 dias (DE: 1,9 dias).
Como se aprecia en la figura 12, el nimero de ciclos que recibieron antagonista durante
4 dias (percentil 50) + 1 dia fue del 74,4% (figura 15).
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Figura 15: Distribucion de ciclos por duracion del tratamiento con antagonista GnRH
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6.1.2.11. Duracion de la estimulacion ovarica
La estimulacién tuvo duraciones comprendidas entre 4 y 27 dias, con un valor promedio
de 8,3 dias (DE: 1,7) y una mediana de 8 dias (lIC: 7; 9). Sélo un 11,2% de las

estimulaciones se prolongaron durante mas de 10 dias (figura 16).
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Figura 16: Distribucion de ciclos por duracion de la estimulacién ovarica

6.1.2.12. Estradiol sérico al final de la estimulacion
La concentracion media de estradiol sérico en el dia de la HCG fue de 1849,9 pg/mL
(DE: 1008,3 pg/mL), y su mediana de 1623 pg/mL (lIC: 1120; 2342 pg/mL) (tabla 3).

Tabla 3:
Resultados de la estimulacion ovarica y de la técnica de fecundacién

Percentiles

Media DE Minimo Maximo 25 50 75
Estradiol sérico final (pg/mL) 1849,9  1008,3 216 7184 1120 1623 2342
Progesterona sérica final (ng/mL)* 0,76 0,66 0,03 27,2 0,48 0,7 0,94
Foliculos > 10 mm 9,2 4,2 1 32 6 9 12
Foliculos > 15 mm 6,6 3,1 0 20 4 6 9
Foliculos > 17 mm 4.5 2,3 0 16 3 4 6
Ovocitos totales 7.1 4,5 1 29 4 6 10
Ovocitos metafase Il 51 3,3 1 21 3 4 7
REM seminal (millones esp) 27,6 29,7 0 855 6 22 42,7
Embriones evolutivos en dia +2 4,3 2,9 1 23 2 4 6
Embriones evolutivos en dia de TE 4,2 2,9 1 23 2 3 6
Embriones A-B en dia de TE 2,7 2,3 0 16 1 2 4
Embriones criopreservados 0.8 1,7 0 13 0 0 1
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Casi la mitad de las pacientes recibié la accion HCG con niveles de estradiol sérico
comprendidos entre 1000 y 2000 pg/mL. En el 12,6% de los ciclos el estradiol sérico final

superd los 3000 pg/mL (figura 17).
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Figura 17: Distribucién de ciclos por concentracién sérica de estradiol en dia de HCG

6.1.2.13. Progesterona sérica al final de la estimulacién
La media de la progesterona sérica en el dia de la HCG fue 0,76 ng/mL (DE: 0,66
ng/mL), préxima a su mediana (0,7 ng/mL; lIC: 0,48; 0,94 ng/mL) (tabla 3).

La distribuciéon de valores de la progesterona sérica final se resume en la figura 18. Los
valores comprendidos entre 0 y 1 ng/mL representaron el 77,4% de los ciclos. Entre 1y 2
ng/mL de progesterona sérica final qued6é comprendido otro 21,2% de las observaciones,
de forma que el 98,6 % de las determinaciones de progesterona presenté valores

inferiores a 2 ng/mL.
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Figura 18: Distribucion de ciclos por concentracion sérica de progesterona en dia de HCG

6.1.2.14. Foliculos ovaricos en crecimiento

Las distribuciones del niumero de foliculos visibles en ambos ovarios en el dia de la HCG
en diferentes estratos de tamafio se resumen en la tabla 3 y en las figuras 19 a 21. El
numero medio de foliculos con diametro superior a 17 mm en el dia de administracion de
HCG fue de 4,4 (DE: 2,3), muy cercano al valor de la mediana (4 foliculos). La
distribucién de foliculos en cada estrato de crecimiento se resume en la figura 19.

El nimero de foliculos mayores de 10, 15 y 17 mm visibles en el dia de HCG se
representa en las figura 19. Los ciclos con numero de foliculos mayores de 15 mm
comprendido ente 5y 12 representaron el 66,3% de los casos analizados. En el 42 % de
los ciclos se objetivé un nimero de foliculos mayores de 17 mm comprendidos entre 5 y
12 mm en el dia de la administracién de HCG. En el 55,5% de los ciclos se disponia de

menos de 5 foliculos mayores de 15 mm en el dia de administracion de HCG.
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Figura 19: Distribucion de ciclos por numero y tamafo de foliculos visibles en dia de HCG
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6.1.2.15. Ovocitos totales obtenidos

La media de ovocitos obtenidos fue 7,1 (DE: 4,5 ovocitos). Solo se extrajeron mas de 20
ovocitos en el 25% de las pacientes (tabla 3). La figura 19 resume la distribucién del
numero de ovocitos obtenidos. En el 51,0% de los ciclos se logré un nuamero total de

ovocitos comprendido entre 5y 15.
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Figura 19: Distribucion de ciclos por numero de ovocitos totales obtenidos

6.1.2.16. Ovocitos maduros obtenidos

El nimero medio de ovocitos obtenidos en MIl, referido solo a los ciclos de ICSI —en los
que se puede constatar adecuadamente su estadio de madurez nuclear— fue de 5,1 (DE:
3,3 ovocitos en metafase Il). En el 50 % de los ciclos se conté con menos de 4 ovocitos
maduros (percentil 50). Los ciclos en los que se recuperaron entre 5 y 15 ovocitos
maduros representaron el 47,7% del total. Sélo un en 1% de los ciclos se obtuvieron mas

de 15 ovocitos maduros (figura 20).
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Figura 20: Distribucion de ciclos por numero de ovocitos maduros obtenidos

6.1.2.17. Origen de los espermatozoides

Los espermatozoides utilizados en el procedimiento de fecundaciéon procedieron del
procesamiento de eyaculados en el 91,8% de los ciclos, de biopsias testiculares en el
0,7% de los casos y en el 7,5% de donante de banco. La frecuencia global de uso de

espermatozoides previamente preservados fue del 12,9%.

6.1.2.18. Recuperacion de espermatozoides moéviles

La recuperacion final de espermatozoides méviles progresivos obtenida mediante el
procesamiento seminal se resume en la tabla 3. El rango de valores varié entre 0 y 855
millones de espermatozoides, con una media de 27,6 (DE: 29,7) y una mediana de 22
millones (lIC: 6; 42,7 millones). El subgrupo de casos en los que la indicacion principal
fue el factor masculino, la REM media fue 17,8 millones (DE: 21,5) y la mediana 9,7
millones (IIC: 2; 27,2).

6.1.2.19. Técnica de fecundacion

El procedimiento de fecundacion aplicado fue la ICSI en el 90,3% de los ciclos. Se utilizd
la FIV convencional en el 2,7% de los ciclos, y procedimiento mixto en el 7% restante
(tabla 3; figura 21).
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Figura 21: Distribucion de ciclos por técnica de fecundacion

6.1.2.20. Frecuencia de fecundacion normal
Se observé fecundacion normal en el 81,3% de los ovocitos maduros microinyectados
en los ciclos de ICSI (tabla 3).

6.1.2.21. Embriones evolutivos en dia +2
El numero medio de embriones evolutivos en dia +2 cultivo fue 4,3 (DE: 2,9 embriones)
(tabla 3). Los percentiles 25, 50 y 75 de la distribucién fueron 2, 4 y 6 embriones

respectivamente (figura 22).
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Figura 22: Numero de embriones en divisién en segundo dia de cultivo
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6.1.2.22, Embriones evolutivos en dia de transferencia embrionaria
La distribucién de ciclos segun el niumero embriones en divisién disponibles en el dia
de la transferencia embrionaria se resume en al tabla 3. La media fue de 4,2
embriones (D: 2,9) y la mediana 3 embriones (IIC: 2; 6). El 75% de las pacientes
dispusieron de 4 o menos embriones evolutivos en el dia de la transferencia (figura
23).
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Figura 23: Numero de embriones evolutivos en el dia de la transferencia

6.1.2.23. Embriones A-B disponibles en dia de transferencia embrionaria
Se dispuso al menos un embridon tipo A-B en el 88,6% de los ciclos (n=3313).
Considerando la totalidad de los ciclos, la media de embriones A-B disponibles fue 2,7
(DE: 2,3 embriones) (tabla 3).

En el 24,3% de los ciclos se contaba con un embrién tipo A-B, en un 23,6% con dos y en

un 13,6% con tres ciclos. En el 27% de los ciclos objeto de estudio se disponia de 4 o

mas embriones tipo A-B (figura 24).
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Figura 24: Numero de embriones de tipo A-B disponibles en el dia de la transferencia

6.1.2.24. Dia de transferencia embrionaria

Los embriones fueron transferidos predominantemente en el tercer dia de desarrollo
(n=2620; 70,0%). El resto de las transferencias embrionarias fueron realizadas en dia +3
(n=1121; 30%).

6.1.2.25. Embriones transferidos

Se transfirid una media de 2 embriones (DE: 0,59 embriones).

Embriones
transferidos

Oz
E3

Figura 25: Distribucion porcentual de ciclos por nimero de embriones transferidos
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La transferencia de un embridén representé un 16,9% de los ciclos (n= 632), la de dos
embriones se realizé en el 62,2% de los casos (n=2441) y la de tres embriones en el
17,9% (n=668) (figura 25). De las 632 transferencias de embrion uUnico realizadas, solo el

7,5% (n=48) tuvieron caracter electivo

6.1.2.26. Embriones A-B transferidos
Se transfirieron embriones tipo A-B en el 87,8% de los ciclos. En mas de la mitad de los

ciclos (52,9%), la paciente recibi6 la transferencia de dos embriones tipo A-B (figura 26).

Embriones A-B
transferidos

12,2% O1

27,6%

52,9%

Figura 26: Distribucién porcentual de ciclos por nimero de embriones A-B transferidos

6.1.2.27. Dificultad para la transferencia embrionaria

La transferencia fue considerada dificultosa en el 3,5% de los ciclos (n=128).
6.1.2.28. Criopreservacion embrionaria
Se realizd criopreservacion de embriones evolutivos restantes en el 26,2% de los

ciclos (n=974). Se preservo una media de 0,8 embriones (DE: 1,7).

Las frecuencias de ciclos con preservacion por nimero de embriones preservados

se representan en la figura 27.
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Figura 27: Frecuencia de ciclos con preservacion embrionaria por nimero de embriones preservados

Se preservo un unico embridn en el 3,9% de los ciclos, dos embriones en el 9,6% y tres

omasenel 12,7%.

6.1.3. Resultados terapéuticos

6.1.3.1. Frecuencia de implantacién embrionaria
La frecuencia global de implantacion embrionaria fue del 21,3% (1600 sacos

intrauterinos/7518 embriones transferidos) (tabla 4).

Tabla 4:
Resultados gestacionales por ciclo iniciado

n %

Implantaciéon embrionaria (sacos intrauterinos/embriones transferidos) 1600/7518 21,3
Gestacion bioguimica (sin saco visible) 223 6,0
Gestacion clinica intrauterina por transferencia 1259 33,7
Nacido vivo por transferencia 906 24,2
Evolucion de la gestacion

Aborto 241 18,7

Gestacion ectopica 26 2,0

Nacido vivo 906 70,5

Desconocida 112 8,7

103



6.1.3.2. Gestacidén bioquimica (sin saco gestacional visible)
La positividad de la prueba analitica de gestacion sin evidencia de gestacién intrauterina

ni ectépica se produjo en el 6% de los ciclos (n=223) (tabla 4)

6.1.3.3. Gestacion clinica

La frecuencia global de gestacion clinica por transferencia fue 33,7% (n=1259) (tabla 4).
El 62,7% de las gestaciones fueron unicas, y el 19,9% gemelares. Las gestaciones
multiples de alto grado totalizaron el 1,2% restante de las gestaciones (17 triples y una
cuadruple) (figura 28).
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Figura 28: Frecuencia de ciclos con preservacion embrionaria por nimero de embriones preservados

6.1.3.4. Nacido vivo
Se obtuvieron 896 nacimientos de recién nacidos vivos, lo que representa una frecuencia
de nacido vivo por ciclo con transferencia fue de 23,9% (896 nacimientos), y el 70,5% de

las gestaciones clinicas obtenidas.

6.1.3.5. Gestacion no evolutiva
El 18,7% de las gestaciones clinicas finalizaron en aborto precoz o tardio (n=241). Se
diagnosticaron 26 gestaciones ectdpicas, que suponen el 2,0% de las gestaciones

clinicas y el 7 %o de los ciclos con resultado conocido (tabla 4).
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6.2. ESTUDIOS DE ASOCIACION

6.2.1. ASOCIACION ENTRE PROGESTERONA SERICA FINAL Y VARIABLES
DE RESULTADO

6.2.1.1. Asociacion entre progesterona sérica final e implantacion embrionaria

Aunque la frecuencia de implantacion es en realidad una variable cuantitativa discreta —
ya que adopta valores de 0,33, 0,5, 0,66 y 1—, su asociacion con la progesterona sérica
final puede ser estudiada mediante el calculo del coeficiente de correlacion de

Spearman, que no muestra una correlacion significativa ( -0,017; p=0,15).

Con el fin de explorar una posible asociacién no lineal, la frecuencia de implantacion por
estratos del nivel de progesterona ha sido estimada estratificando la distribuciéon de
progesterona sérica final con arreglo a tres criterios: division en intervalos con amplitud

de 0,5 ng/mL, por multiplos de la mediana y por deciles (figura 29).
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Figura 29: Frecuencia de implantacion embrionaria segun estratos de progesterona: intervalos de amplitud fija
(A\), estratificada por multiplos de la mediana (B) y por deciles (C). (Barras de error: IC 95%; la linea de puntos

expresa el valor de la mediana))

Los puntos de dicotomizacién de la distribucion de progesterona seleccionados tras el
anadlisis de la frecuencias de implantacion definidas por los distintos criterios de

estratificacion se resumen en la tabla 5.
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Tabla 5:
Asociacion y magnitud de efecto de la progesterona sérica final sobre la frecuencia de implantacion
embrionaria segun diferentes criterios de dicotomizacién

) Valor Implantacion (%)

Origen (ng/mL) N° expuestos Exp No Exp DAR (%) p* IC 95 %
Estratos 0,5 1,0 843 19,3 22,1 -2,8 0.029 -5,3:-0,3
Estratos 0,5 1,5 177 14,4 21,8 -7.4 0.001 -11,8:-3,0
1 MoMs 0,7 1670 20,4 22,2 -1,9 0.078 -4,1;2,0
3 MoMs 2,1 47 9,6 21,6 -12,0 <0.001 -18,5; -5,6
4 MoMs 2,8 22 6,8 21,6 -147 0.001 -22,6; -6,9
Percentil 50 0,7 1670 20,4 222 -1,9 0.078 -4,1;2,0
Percentil 80 0,91 988 19,6 22,1 -2,5 0.032 -5,0; -0,2
Percentil 90 1,26 369 16,0 22,0 -6,0 <0.001 -9,3;-2,7
Percentil 91 1,3 297 16,6 21,8 -5,3 0.005 -9,0; -1,7
Percentil 92 1,31 283 15,7 21,9 -6,2 0.001 -9.9;-2.5
Percentil 93 1,35 258 15,2 21,9 -6.7 0.001 -10.5;-2.8
Percentil 94 1,4 216 14,7 217 -7.1 0.001 -11.2;-3.0
Percentil 95 1,47 186 14 21,8 -7.9 <0.001 -12.1;-3.6
Percentil 96 1,57 148 11,8 21,8 -10,0 0.001 -14.4;-5.7
Percentil 97 1,65 112 9,8 21,8 -12,0 0.001 -16.4;-7.6
Percentil 98 1,80 71 7,7 217 -14,0 0.001 -19.1;-8.8

* Valor p T-test

En la tabla 5 se aprecia claramente una asociacion inversa entre la elevacion de la
progesterona y la tasa de implantacién. En el analisis por estratos observamos que la
diferencia de riesgos es significativa en niveles de progesterona superiores a 1ng/mL. Si
estratificamos por deciles comprobamos que dicotomizando por el percentil 80, es decir

en niveles superiores de 0,91 ng/mL, estas diferencias contintan siendo significativas.

Se comprueba que a medida que se aumentan los niveles de progesterona se
incrementan las diferencias de riesgo, incrementandose los intervalos de confianza
debido al descenso progresivo en el numero de observaciones. Desde un punto de visto
clinico y con el fin de diferenciar el valor de progesterona sérica a partir del cual las
diferencias son estadisticamente significativas y clinicamente relevantes, cuando la
progesterona sérica se dicotmiza en 1,26 ng/mL, la pérdida de la frecuencia de
implantacion es de 6 puntos percentuales con una intervalo de confianza que se aleja del

valor neutro (figura 30).
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Figura 30: Diferencia absoluta de riesgos de la tasa de implantacion segun diferentes puntos de corte en la

distribucién de progesterona sérica final (ng/mL)

6.2.1.2. Asociacion entre progesterona sérica final y gestaciéon clinica

La comparacion no paramétrica de las distribuciones de progesterona sérica final entre

ciclos con y sin gestacion clinica no hallé diferencia significativa (rangos promedio:

1843,8 vs 1875,8; p=0,38). En términos de capacidad predictiva, el area bajo la curva
(0,49; IC 95%: 0,57; 0,51; p=0,38)

ROC fue igualmente no sugestiva de asociacion

(figura 31).
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Figura 31: Curva ROC de evaluacion de progesterona sérica final como predictor de gestacion clinica

La posible existencia de una asociacion no lineal entre la progesterona sérica final y el
resultado gestacional ha sido explorada mediante analisis de intervalos. Con este fin, la
distribuciéon de progesterona sérica final se ha estratificado aplicando tres mencionados

con anterioridad. (figura 32).
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Figura 32: Frecuencia relativa de gestacion clinica por estratos de progesterona: intervalos de amplitud fija (A),

estratificada por mdltiplos de la mediana (B) y por deciles (C).
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La valoracién cualitativa de las frecuencias de gestacién por intervalos ha determinado la

seleccion de posibles puntos de dicotomizacion:

— En la estratificacion por intervalos de 0,5 ng/mL de progesterona se aprecia un
descenso de la frecuencia de gestacion a partir de valores de progesterona sérica 1
y de 2 ng/mL.

— La estratificacién por multiplos de la mediana, caracterizada por fluctuaciones mas
intensas de la frecuencia de gestacion entre estratos, muestra una tendencia al
descenso de la frecuencia de gestacién a partir de 3 multiplos de la mediana (2,1
ng/mL).

— La estratificacion por deciles muestra una reducciéon aparente de la frecuencia de
gestacion a partir de valores de progesterona sérica comprendidos en el décimo
decil (> 1,25 ng/mL). Con el fin de determinar si algin punto de la distribucién de
valores de progesterona comprendido entre el percentil 90 y el 100 discrimina mas
adecuadamente la frecuencia de gestacion, se ha repetido el analisis de frecuencia

por intervalos percentilares dentro del 10° decil (figura 33):
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Figura 33: Frecuencia relativa de gestacion clinica por estratos de progesterona comprendidos entre

percentiles 90 y 100
La frecuencia de gestacion dentro de cada estrato percentilar no muestra una tendencia

evolutiva definida, por lo que se han realizado dicotomizaciones exploratorias utilizando

como puntos de corte los percentiles 91 a 98.
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La tabla 6 resume los resultados de las pruebas estadisticas de comparacién de

proporciones y las estimaciones de riesgo relativo para gestacion clinica determinadas

por las estratificaciones propuestas.

Tabla 6:

Asociacion y magnitud de efecto de la progesterona sérica final sobre la frecuencia de gestacion clinica segun

diferentes criterios de dicotomizacion

) Valor Gestacion (%)

Origen (ng/mL) N° expuestos Exp No Exp DAR (%) p* RR IC 95 %
Estratos 0,5 1,5 177 22,6 34,3 -11,7 0,01 0,65 0,49;0,86
Estratos 0,5 2 47 19,1 34,0 -14,9 0,02 0,56 0,31;1,01
2 MoMs 1,4 216 22,7 34,9 -12,2 <0,001 0,65 0,51;0,84
3 MoMs 2,1 47 19,1 33,9 -14,8 0,02 0,56 0,31;1,01
Percentil 90 1,26 369 25,3 34,7 -9,4 <0,001 0,73 0,61;0,88
Percentil 91 1,30 297 25,9 34,4 -8,5 0,002 0,75 0,61;0,91
Percentil 92 1,31 283 247 34,5 -9,8 <0,001 0,71  0,58;0,88
Percentil 93 1,35 258 23,6 34,5 -10,9 <0,001 0,68 0,54;0,85
Percentil 94 1,4 216 22,7 34,9 -12,2 <0,001 0,65 0,51;0,84
Percentil 95 1,47 186 22,0 344 -12,4 <0,001 0,63 0,48;0,84
Percentil 96 1,57 148 19,6 34,3 -15,3 <0,001 0,57 0,41;0,79
Percentil 97 1,65 112 17,9 34,3 -16,4 <0,001 0,52 0,35;0,77
Percentil 98 1,81 71 14,1 34,1 -20,0 <0,001 0,41  0,23;0,73
*Valor p de la prueba Chi?
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Figura 34: Riesgos relativos de gestacion clinica segun diferentes puntos de corte en la distribucién de

progesterona sérica final (ng/mL)

La figura 34 muestra las estimaciones de riesgo relativo de gestacion obtenidas por

medio de cada valor dicotémico, con sus correspondientes intervalos de confianza.
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Puede apreciarse como los RR obtenidos utilizando como puntos de corte los valores 1,4
ng/mL (percentil 94 y doble de la mediana de la distribucién), 1,47 ng/mL (percentil 95) y
1,5 ng/mL son muy similares, asi como la amplitud de sus intervalos de confianza al
95%.

A pesar de la similitud en la magnitud de efecto y en la precision de la estimacion, la
seleccion como punto de corte de 1,4 determinaria la existencia de 216 expuestos a
elevacién precoz de progesterona (6% de frecuencia), mientras que la eleccion de 1,47 y
1,5 ng/dL para definir este evento generaria 186 y 177 expuestos respectivamente, con

frecuencias de exposicion del 4,7% y del 4,9%.

6.2.1.3. Asociacion entre progesterona sérica final y nacido vivo

Comparando las distribuciones de progesterona sérica final entre los ciclos que
produjeron nacido vivo y los que no, el valor de p de la prueba de rangos es elevado
(rangos promedio: 2711 vs 906; p=0,453), por lo que no se puede rechazar la hipétesis
nula de no asociacion. La curva ROC delimita un area bajo la curva cuyo IC 95%
comprende el valor neutro (0,492; IC 95%: 0,47; 0,51; p=0,453) (figura 35).
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Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

Figura 35: Curva ROC de evaluacion de progesterona sérica final como predictor de nacido vivo
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Para aplicar nuevamente el analisis de intervalos, la distribuciéon de progesterona sérica
final se ha estratificado aplicando los tres criterios mencionados con anterioridad
(division en intervalos con amplitud de 0,5 ng/mL, por multiplos de la mediana y por

deciles), tras lo cual se ha estimado la frecuencia de nacido vivo por estrato (Figura 36).
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Figura 36: Frecuencia relativa de nacido vivo por estratos de progesterona: intervalos de amplitud fija (A),

estratificada por multiplos de la mediana (B) y por deciles (C).

Seleccionamos los diversos puntos de dicotomizacion en funcion de la valoracién

cualitativa de la frecuencia relativa de nacido vivo:

— Por medio de la estratificacion por intervalos de 0,5 ng/mL de progesterona, se
aprecia un descenso de la frecuencia de nacido vivo a partir de valores de
progesterona sérica 1,5y de 2 ng/mL.

— Se aprecia también, sin tener en cuenta los valores extremos de la distribucion de
MoMs, que la frecuencia de nacido se reduce a partir del tercer o del cuatro estrato,
que corresponden a 2, 3 y 4 veces el valor de la mediana.

— La estratificacion por deciles muestra una reduccién de la frecuencia de nacido vivo
a partir de valores de progesterona sérica comprendidos en el décimo decil (> 1,25
ng/mL). De forma analoga a la empleada con la variable ‘gestacién clinica’ se han
estimado las frecuencias de nacido vivo por los estratos comprendidos ente el P90 y
el 100 (figura 37):
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Figura 37: Frecuencia relativa de gestacion clinica por estratos de progesterona comprendidos entre

percentiles 90 y 100

Se aprecia cémo, dentro del 10° decil, la frecuencia de nacido vivo decae a partir del
estrato 8, que corresponde al percentil 97 (1,66 ng/mL). Por tanto, procede contrastar
las proporciones de nacido vivo usando como puntos de corte el P90 (1,26 ng/mL) y el

P97 (1,66 ng/mL) de la distribucion de progesterona.

La tabla 7 resume los resultados de las pruebas estadisticas de comparacion de
proporciones y las estimaciones de riesgo relativo para nacido vivo determinadas por las

estratificaciones propuestas.

Tabla 7:
Asociacion y magnitud de efecto de la progesterona sérica final sobre la frecuencia de nacido vivo segun
diferentes criterios de dicotomizacion

Origen valor N expuestos Nacido (%) hag (o) p* RR  IC95%
(ng/mL) Exp No Exp

Estratos 0,5 15 170 171 254 8,3 0,007 067 047,093
Estratos 0,5 2 46 152 252 10 0079 06  0,3:119
2 MoMs 14 209 177 255 7.8 0,006 069 051093
3 MoMs 2,1 46 152 252 10 007 06 0312
4 MoMs 2,8 22 136 215 115 016 054 0,18;1,55
Percentil 90 1,26 357 193 257 6,4 0,004 075 06094
Percentil 97 1,65 103 117 254 437 0001 046 0,27:0,78

* Valor p de la prueba Chi?
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Figura 38: Riesgos relativos de nacido vivo segun diferentes puntos de corte en la distribuciéon de progesterona

sérica final (ng/mL)

La figura 38 muestra que la magnitud del efecto de la EPP sobre la frecuencia de nacido
vivo es relativamente estable entre valores comprendidos entre 1,26 y 1,5 (RR: 0,67-
0,75), para incrementarse hasta un RR de 0,46 a partir de niveles de progesterona de

1,65 ng/mL, sin incremento sustancial de la amplitud de los intervalos de confianza.

6.2.1.4. Asociacion entre progesterona sérica final y aborto

De igual forma que hemos procedido con las anteriores variables resultado, se ha realiza
una comparacion de distribuciones de progesterona mediante una U de Mann Whitney,
que, segun nuestros datos, no permite descartar la hipétesis nula de no asociacién
(p=0,270). Al determinar la curva ROC, no se aprecia capacidad de prediccion
significativa, ya que su trazado se superpone a la diagonal (0,494; IC 95%: 0,45; 0,54;
p=0,787) (figura 39).
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Figura 39: Curva ROC de evaluacién de progesterona sérica final como predictor de aborto

Siguiendo la metodologia aplicada con otras variables sin asociacion lineal con la
progesterona sérica, hemos estratificado ésta segun los criterios anteriormente
expuestos:

— En la estratificacion por intervalos de 0,5 ng/mL de progesterona, se aprecia un
descenso de la frecuencia de aborto con valores de progesterona sérica por encima
1,5 ng/mL .

— En la estratificacion por multiplos de la mediana, se observa un descenso de la
frecuencia de aborto por encima 3 MoMs, por lo que usaremos este valor (2,1 ng)
para el analisis dicotémico.

— La estratificacion por deciles no muestra tendencia definida respecto a la frecuencia
de aborto a medida que incrementa la concentracion de progesterina. No obstante,
dicotomizamos la progesterona usando como punto de corte el percentil 90 (Figura
40).
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Figura 40: Frecuencia relativa de aborto por estratos de progesterona: intervalos de amplitud fija (A),

estratificada por multiplos de la mediana (B) y por deciles (C).
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Al realizar los contrastes de proporciones dicotomizando por los valores mencionados en
la estratificacion, observamos que las frecuencias de aborto observadas, por cierto en

contra de hipétesis, no alcanzan la significacion estadistica (tabla 8).

Tabla 8:
Asociacion y magnitud de efecto de la progesterona sérica final sobre la frecuencia aborto segun diferentes
criterios de dicotomizacion

Origen valor e expuestos Aborto (%) DAR (%) . RR  IC95%

9 (ng/mL) P Exp No Exp ’ P °
Estratos 0,5 15 33 121 213 9,2 0,144 057 0,23 144
3 MoMs 2.1 8 125 21,1 8.6 0473 059  0.95; 372
Percentil 90 1,26 82 159 214 55 0,146 0,74  0.44; 1,24

* Valor p de la prueba Chi?

6.2.1.5. Asociacion entre progesterona sérica final y gestacion bioquimica.

Para estudiar la asociacioén de la EPP con la detencién precoz de la gestacion, hemos
comenzado por la comparacién de las distribuciones de progesterona sérica entre ciclos
con gestacion subclinica o bioquimica (interrumpida antes de la deteccion ecografica del
saco gestacional) y los ciclos que dieron lugar a una gestacion con saco visible. Este
contraste proporcién un valor p de la prueba de rangos compatible con asociacion

significativa.

La comparacion de distribuciones de progesterona considerando los ciclos con gestacion
bmediante una U de Mann-Whitney el valor p de este contaste result6é bajo (0,009), por lo
que asumimos que las distribuciones son diferentes, y que las progesteronas de los
ciclos con test de gestacién positiva que no progresan hasta gestacién clinica son
significativamente mas elevadas que las de los ciclos en las que si se aprecia finalmente

saco gestacional.

Al realizar una curva ROC, el area bajo la curva (AUC) se asocia a un valor p de 0,009 y
su IC 95% no incluye el valor neutro 0,5. No obstante, a pesar de la asociacion, la
capacidad de prediccion de la progesterona sobre la probabilidad de gestacion
bioquimica es escasa, asumiendo una distribucién lineal (0,56; IC 95%: 0,51; 0,60;
p=0,009) (Figura 41).
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Figura 41: Curva ROC de evaluacién de progesterona sérica final como predictor de gestacion bioquimica

Recurrimos a la estratificaciéon por intervalos de la progesterona para explorar la

asociacién no lineal de esta con la presencia de gestacidn bioquimica.

— En la estratificaciéon por intervalos de 0,5 ng/mL de progesterona, se aprecia un
incremento progresivo de la frecuencia de gestacion bioquimica a medida que se
incrementa la progesterona, siendo mas acusado a partir de los estratos que
corresponden a valores de progesterona por encima 1,5y 2,5 ng/mL.

— En la estratificacion por mdultiplos de la mediana, A partir de valores de progesterona
iguales o superiores a dos y tres veces la mediana (2,1 ng/mL) la frecuencia de
gestacion bioquimica parece incrementarse.

— En la estratificacion por deciles, la observacion del grafico de frecuencias sugiere
que la frecuencia de gestacion bioquimica podria incrementarse a partir del 4° decil
(Por encima del percentil 41), es decir, a un valor de progesterona sérica de 0,61
ng/mL (Figura 42).
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Figura 42: Frecuencia relativa de aborto por estratos de progesterona: intervalos de amplitud fija (A),

estratificada por mdltiplos de la mediana (B) y por deciles (C).
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La tabla 9 resume los resultados de las pruebas estadisticas de comparacion de
proporciones y las estimaciones de riesgo relativo para gestacion bioquimica

determinadas por las estratificaciones realizadas.

Tabla 9:
Asociacién y magnitud de efecto de la progesterona sérica final sobre la frecuencia de gestacion bioquimica
segun diferentes criterios de dicotomizacién

ori Valor N° t Gestadon (%) par (% * RR  IC95%
rigen (ng/mL) expuestos Exp No Exp (%) p o
Estratos 0,5 1 290 18,3 15,4 2,9 0,13 1,18  0,89; 1,57
Estratos 0,5 1,5 48 22,9 15,7 7,2 0,13 1,45 0,85; 2,48
Estratos 0,5 2 12 25,0 15,9 9,1 0,29 1,57 0,28;4,52
Estratos 0,5 2,5 7 429 15,8 271 0,08 2,7 1,14; 6,42
1 MoMs 0,7 614 18,2 14,2 4 0,02 1,28 1,01; 1,63
2 MoMs 1,4 62 25,8 15,5 53 0,029 1,66 1,07; 2,58
3 MoMs 2,1 12 25,0 15,9 9,1 0,29 1,57 0,58; 4,2
Percentil 40 0,61 789 18,3 13,0 53 0,005 1,4 1,09; 1,83
* Valor p de la prueba Chi?
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Figura 42: Riesgos relativos de nacido vivo segun diferentes puntos de corte en la distribucién de progesterona
sérica final (ng/mL)

Segun la estimacion de magnitud de efecto por intervalo de progesterona sérica,

podriamos adoptar como adecuadas dos estratificaciones diferentes (0,61 y 1,4 ng). La

la primera detrermina la clasificacién de 749 ciclos como expuestos, mientras que segun

la segunda serian sblo 62, lo que se traduce en la magnitud de los intervalos de

confianza (Figura 42).
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6.2.2. ASOCIACION ENTRE COVARIABLES Y NACIDO VIVO
Analizaremos la asociacion de las covariables con la variable principal de resultado,
nacido vivo, como paso previo al analisis bi y multivariado. La descripcion de resultados

se ha sistematizado en tres bloques para cada variable de resultado:

— Caracteristicas basales de la paciente y antecedentes del proceso de esterilidad.
— Caracteristicas de la estimulacién ovarica

— Resultados de la estimulacion ovérica y de la técnica de la FIV.

En la tabla 10 se resume los resultados relacionados con las covariables que hacen
referencia a las caracteristicas basales de las pacientes y los antecedentes del proceso

de esterilidad.

La exploraciéon de asociacion con la edad de la paciente muestra frecuencias
persistentes entorno 32%, comenzando a descender por encima de los 35 anos. Al
estratificar en <35 afios, entre 35 y 39 afios y > 39 afios, las frecuencias de nacido son
de 31,4%, 26,4% y 10,4% respectivamente. Se decide dicotomizar en 35, 37 y 40 afios
en base a la distribucién de las frecuencias de la muestra y a criterios clinicos
referenciados en la literatura. Los resultados muestran que por encima de los 35 y los 39
afios la frecuencia de nacido vivo disminuye de forma significativa, pero es en 37 afios
donde el RR muestra mayor magnitud, con el IC mas estrecho (RR: 1,49; 1C95%: 0,42;
0,56; p<0,001).

La frecuencia de nacido por los estadios de Obesidad de la OMS muestra los siguientes
resultados: 25,2% para bajo peso, 24,7% en nomopeso, 20,5% en sobrepeso, 29,9% en
obesidad tipo I, 16,7% en obesidad tipo Il y 25% para obesidad tipo Ill. No se han

encontrado diferencias significativas al estratificar por los diferentes intervalos (tabla 10).

Con respecto al consumo de tabaco no se encuentra asociacion con la frecuencia de
nacido. Tanto si dicotomizamos entre fumar o no fumar, ni tampoco desde un punto de

vista cuantitativo, teniendo en cuenta la cantidad de cigarrillos consumidos (Tabla 10).

El recuento de foliculos antrales (RFA) muestra una relaciéon inversa entre el y la
frecuencia de nacido. El analisis de la distribuciéon ha identificado dos puntos de claro
descenso de la frecuencia de implantacion (menos de 9 y menos de 12 foliculos).
Estratificando el RFA en menos de 9, 9-12 y mas de 12 foliculos, se han observado
frecuencias de nacido de 21,2%, 31,1% y 33,6% respectivamente. Dicotomizando por

ambos valores se observa que la reduccion de la frecuencia de nacido es mas acusada
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por debajo de 9 foliculos con un intervalo de confianza mas estrecho (RR: 0,65; 1C95%:

0,54; 0,79; p<0,001), si bien ambos valores son estadisticamente significativos.

La exploracién de la FSH basal muestra una frecuencia relativamente estable de nacido,
con una tendencia a decaer en estratos con FSH > de 10 y de 12 UI/L. Al dicotomizar
por ambos puntos de corte, encontramos significacion, pero es cuando la FSH > 12
UI/L, cuando la magnitud del efecto es mayor (RR: 0,65; 1C95%: 0,49; 0,86; p=0,001).

Tabla 10:

Asociacion y magnitud de efecto de covariables relacionadas con caracteristicas basales de las pacientes y
antecedentes del proceso de esterilidad sobre nacido vivo

Nacido
Covariable Estratos (%) ?Q'; p* RR IC 95 %
CR CB

Edad (afos) >35 vs <35 19,6 31,4 -11.8 <0,001 0,62 0,55; 0,70
>37 vs <37 15,0 30,7 -15.7 <0,001 0,49 0,42; 0,56

>39 vs <39 7,7 27,5 -19.8 <0,001 0,28 0.20; 0,39

IMC (kg/m2) <18,5vs 218,5 243 25,4 -1,1 0,423 0,95 0,70; 1,31
225 vs <25 22,8 24,8 -2,0 0,183 0,92 0,77; 1,09

230 vs <30 28,2 24,2 4,0 0,167 1,17 0,88; 1,55

235 vs <35 20 24,4 -4,4 0,408 0,82 0,37; 1,80

240 vs <40 25 24,3 0,7 0,616 1,03 0,31; 3,42

Fumadora si vs no 25,7 24,9 0,8 0,335 1,03 0,90; 1,18
Ne Cigarros/dia >10 vs <10 26,2 249 1,3 0,297 1,05 0,89; 1,25
>20 vs <20 23,6 25,1 -1,5 0,371 0,94 0,71; 1,25

RFA <9vs 29 21.2 32.3 -11.1 <0.001 0.65 0.54; 0.79
<12vs 212 25.7 33.6 -7.9 0.002 0.76 0.64; 0.91

FSH basal (UI/L) 212 vs <12 16.9 25.7 -8.8 0.001 0.65 0.49; 0.86
>10 vs <10 20.7 25.8 -5.1 0.006 0.80 0.67; 0.96

Tipo de esterilidad 12 vs 22 25,3 241 1,2 0,284 1,05 0,90; 1,22
Duracion dd?a'r:?os) >2 vs <2 22.8 28.1 53 <0001 081  0.72;0.91
>4 vs <4 16.3 26 -9.7 <0.001 0.62 0.47;0.82

'(re‘g';g/cb'g]r; resorva) si Vs no 16,0 272 112 <0001 059 049071
Ciclos previos FIV >2 vs <2 21,1 25,4 -4,3 0,045 0.83 0,66; 1,03
Ciclos previos CT 22 vs <2 24,6 32,8 -8,2 0,007 0,75 0,61; 0,92
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* Valor p de la prueba Chi?
CR: Condicién de riesgo, CB: Condicion Basal

El tipo de esterilidad (primaria vs secundaria) no present6 asociacion con la frecuencia
de nacido (tabla 10).

La frecuencia de nacido vivo muestra un descenso por encima del segundo afo
evolucién de la esterilidad, nuevamente decae de forma evidente por encima del 4° afo.
Las dicotomizaciones por el 2° y 4° afio proporcionan diferencias de frecuencias de
nacido significativas y clinicamente relevantes (-5,3% y -9,7% respectivamente), si bien
es partir del 4° afio donde el contraste presenta un IC 95% mas amplio (tabla 10), por lo

que asumiremos como punto de corte, el segundo afo.

Con respecto a la indicacion del tratamiento y su asociacién con nacido, la baja

reserva funcional y el factor etario, son las que tienen peor prondstico (tabla 10).

En lo que respecta a los ciclos previos de FIV, solo en aquellos tratamientos con
antecedentes de haberse realizado mas de dos ciclos muestran un descenso de la
frecuencia de nacido vivo, sin embargo a pesar de que el valor es significativo (p<0,005),
el IC incluye la unidad (RR: 0,83 1C95%: 0,66; 1,03; p=0,045). Respecto a los
antecedentes de ciclos previos de criotransferencia la asociacion se da cuando se
han realizado dos o mas tratamientos (RR: 0,75 1C95%: 0,61; 0,92; p=0,007).

Pasaremos a analizar la asociacién y magnitud de efecto de las covariables relacionadas
con la estimulacién ovérica sobre nacido vivo. Dichos resultados se resumen en la tabla
11.

Para explorar la asociacion de progesterona basal con la frecuencia de nacido vivo, se
estratifico la variable en estratos. Solamente en el ultimo estrato progesterona basal >2,0
ng/mL, se aprecié una disminucion aparente de la frecuencia. Al dicotomizar por ese
estrato no se encuentr6 asociacion. La dicotmizacion por otros estratos, como la
mediana, u otros puntos de corte basados en los resultados con otras variables

secundarias, tampoco mostraron asociacion (tabla 11).

El tipo de agonista de la GnRH no se asoci6 con la frecuencia de nacido vivo (RR: 0,94
IC95%: 0,80; 1,10; p=0,227).

Los tratamientos en los que se usé anticonceptivo hormonal previo presentaron una
pérdida de 5,2% menos de posibilidades de embarazo. Dichas diferencias resultaron
estadisticamente significativas (RR: 0,81 1C95%: 0,73; 0,91; p<0,001).
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Las frecuencias de nacido en funcion del tipo de gonadotropina fueron: 25,2% en caso
de usar FSHr, 18,3% corresponde a HMG, 28,6% en caso de gonadotropina urinaria y
33,3% en caso de utilizar un tratamiento combinado de FSHr y HMG. La distribucion de
frecuencias muestra como casi el 98% de los ciclos se realizaron con FSHr, por lo que
en el contraste la unica comparacién posible es con HMG, no encontrando diferencias

estadisticamente significativas (tabla 11).

Los ciclos con actividad LH, existe una pérdida de frecuencia de nacido vivo de 6%,
dicha diferencia resulta estadisticamente significativa (RR: 0,80 1C95%: 0,72; 0,90;
p<0,001).

La dosis inicial de FSH, se estratifico en tres estratos clinicos: < 150 Ul (dosis bajas),
entre 150 y 299 Ul (dosis medias) y 2300 Ul (dosis altas). Las frecuencias de nacido por
estrato se correspondieron con 35,2%, 30,1% y 20,4% respectivamente. Al dicotomizar
por dosis bajas y altas, fue en 300 Ul donde se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con una mayor magnitud de asociacion (RR: 0,63 1C95%: 0,54; 0,74;
p<0,001).

La dosis de inicio de LH, se dicotomizé en 75 Ul, debido a que la mayor parte de los
ciclos en los que se administrd6 LH se pautaron dosis de inicio de 75Ul (63,4%) o de
150U1 (32,8%). En el analisis de asociacién se objetivd que en aquellos tratamientos con
dosis inicial de LH mayor de 75 Ul la frecuencia de nacido vivo disminuyé un 10,5%,
siendo diferencia que resulta estadisticamente significativa (RR: 0,63 1C95%: 0,54; 0,73;
p<0,001).

En la exploraciéon de la asociacion con el consumo de actividad FSH total, ésta se
estratifico en estratos de 500 pg/mL. Las frecuencias asociadas mostraron un descenso
que se hace mas acusada a partir de 2500 pg/mL. Se exploran otros puntos de corte
como la mediana (2100 Ul) y 1500Ul, en base a los resultados de la distribucion. El
punto de corte donde se establece una asociaciéon mayor es 2500Ul, con una reduccion
de 10,4% en la frecuencia de nacido vivo (RR: 0,64 1C95%: 0,56; 0,73; p<0,001). Los
otros contrastes realizados (1500Ul y 2100 Ul) mostraron también las diferencias

resultaron significativas (tabla 11).

Con respecto al consumo de LH, de cara a la exploracion de la asociacion, se estratifico
en estratos de 500 Ul. La frecuencia de nacido presenta una caida destacable, en el
primer estrato (>500 Ul) seguida de un descenso mantenido hasta el 5° estrato (>2000

Ul). La dicotomizacién por la mediana, 750 Ul, y por 500Ul en base a los resultados de la
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muestra, nos sugieren 500Ul como el punto de corte mas adecuado (RR: 0,63 1C95%:
0,54; 0,73; p<0,001).

Tabla 11:

Asociacion y magnitud de efecto de covariables relacionadas con la estimulacion ovarica
sobre nacido vivo

Nacido DAR
Covariable Estratos (%) (%) p* RR IC 95 %
CR CcB
Progesterona Basal >2 vs <2 20,4 26,6 62 0599 075  0,13;4,34
(ng/mL)
>1,6 vs <1,6 41,7 26,5 152 0,192 157 0,80;3,08
Analogo GnRH Agonista vs 23,7 25,3 16 0,227 0,94  0,80; 1,10
antagonista
Uso de AHO previo Sivs No 22,5 27,7 52 <0,001 081  0,73;0,91
Tipo FSH HMG vs 18,3 25,2 6,9 0,143 073 043125
FSHr
Uso actividad LH sivs no 224 28,4 6,0  <0,001 080  0,72;0,90
Dosis inicial FSH (Ul) 2300 vs <300 17.5 276 4101 <0.001 063  0.54;0.74
2150 vs <150 24.1 29.1 5 0.004 083 072,095
Dosis inicial LH (Ul) <75 vs >75 17,5 278 10,3 <0,001 063  054:073
Consumo FSH (Ul) Zig%%a’s 18.4 288 104 <0001 064 056073
22100 vs _
22100 21 29.7 87  <0,001 071 0.63;0.79
21500 vs .
<1500 233 315 82  <0,001 074 065 0.84
Consumo LH (UI) 2500 vs <500 19,2 30,8 11,6 <0,001 063  054:073
>750 vs <750 18,0 28,9 10,9 <0,001 063 0,55 0,71
Dia inicio >5 vs <5 20.8 28.3 75 <0001 073 062 0,87
antagonista
>6 vs <6 218 26.4 4,6 0,028 082  0,68; 1,01
>8 vs <8 14.3 255 112 0,034 056  0,29:1,07
Dias antagonista >5 vs <5 20,7 25,4 4,7 0,123 082  057:1,13
Dias estimulacién >8 vs <8 233 28.8 55  <0,001 081  0,72;0,91
>9 vs <9 22 272 52  <0,001 081  0,72;0,91
Estradiol final <500 vs 500 9,4 25,4 A5 <0001 037  019;0,72
(pg/mL)
Foliculos > 10 mm <9 vs 29 20,0 29.0 9 <0,001 069  0,57;0,84
Foliculos > 15 mm <6 vs 26 21,8 29,7 7.9  <0,001 073 062087
Foliculos > 17 mm <5vs 25 22,8 29,2 6,4 0,002 078  0,69;0,91
Ovocitos totales <5vs 25 17,2 27,5 10,3 <0,001 062 053073
>15 vs <15 29,4 24,8 4.6 0,080 1,19 0,95; 1,47
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>18 vs <18 24,4 25,1 -0,7 0,504 0,97 0,65; 1,44

Ovocitos metafase Il <5vs 25 18,5 28,6 -10,1 <0,001 0,65 0,57; 0,74
>15vs <15 24,2 25,1 -0,9 0,459 0,96 0,70; 1,33
>18 vs <18 35,3 25,0 10,0 0,237 1,41 0,74; 2,69

*Valor p de la prueba Chi?
CR: Condicion de riesgo, CB: Condicién Basal

La distribucion de frecuencias con respecto al dia de inicio del antagonista muestra
unas cifras de nacido, estables entre el 4° y el 5° dia cercanas al 28%. Disminuye hasta
un 21% entre el 6° y el 8° dia y aproximandose al 14% entre 9°y 10° dia. Se dicotomiz6
por el 5°, 8°y del 6°; este ultimo con sentido clinico, La dicotomizacion por encima del 5°
dia tiene el mayor equilibrio entre el mayor riesgo relativo con el intervalo mas estrecho
(RR: 0,73I1C95%: 0,62; 0,87; p<0,001). En lo que respecta la cantidad de antagonista
administrada, no se dio asociacion (tabla 11).

La exploracion de la asociacion del nimero de dias de estimulacion sobre la variable
resultado, deja ver un descenso de la frecuencia de nacido entre el 7° y el 10° dia de
estimulacién, mostrandose irregular por encima del 10° dia. Al dicotomizar en 7, 8 y 9
dias, se aprecian diferencias significativas, en frecuencia de nacido vivo (-5,2% ) en los
ciclos con mas de 8 dias de estimulacion (RR: 0,81 1C95%: 0,72; 0,91; p<0,001),
resultando también significativas, y con una magnitud similar, a partir del 9° dia (tabla
11).

Con el fin de buscar la asociacién entre el estradiol al final del ciclo y la frecuencia de
nacido vivo, se estratifica éste en estratos de 500 pg/mL. La frecuencia de nacido
muestra un descenso evidente por debajo de 500 pg/mL. La estratificacion en éste valor
muestra que en aquellos tratamientos con el estradiol < 500 pg/mL, existe una pérdida
de un 15% de frecuencia de nacido vivo (RR: 0,37 IC95% 0,19; 0,72; p<0,001).

A continuacion se explora la asociacién entre el nimero de foliculos el dia de laHCG y la
frecuencia de nacido. En lo que respecta al nimero de foliculos mayores de 10 mm la
disistribucion de frecuencias muestra como por debajo de 9 foliculos existe un descenso
evidente en la frecuencia de nacido vivo. La dicotomizacion mostré diferencias
estadisticamente significativas en aquellos tratamientos con menos de 9 foliculos (RR:
0,69 1C95% 0,57; 0,84; p<0,001). Con respecto a los foliculos mayores de 15 mm, la
mediana 6 es el valor que presenta una mayor magnitud de asociacién, con una
diferencia de riesgos de -7,9% en aquellos ciclos con menos de 6 foliculos (RR: 0,73
IC95% 0,62; 0,87; p<0,001). El analisis de asociacién del namero foliculos mayores

de 17 mm muestra el punto de corte en menos de 5 foliculos, con una pérdida de
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frecuencia de nacido de 6,7%, con respecto a los ciclos con 5 0 mas (RR: 0,78 1C95%
0,69; 0,91; p=0,002).

Con respecto al numero de ovocitos, tanto e nimero de ovocitos totales, como el
numero de ovocitos metafase Il mostraron asociacion con la variable nacido. En ambos

casos el punto de corte mas apropiado se consideré en cuatro ovocitos (tabla 11).

En ambos casos, se analizé la posible influencia sobre nacido, del nimero de ovocitos
en estratos superiores, 15 y 18 como puntos de corte referenciados e la literatura, no

encontrando diferencias estadisticamente significativas (tabla 11).

En la tabla 12 se resume la asociacion y magnitud de efecto de las covariables

relacionadas con la fecundacion y la transferencia embrionaria sobre nacido vivo.

Todos los parametros seminales analizados no mostraron asociacion con la variable
resultado (Tabla12).

La frecuencia de nacido vivo en funcion de la técnica de fecundacién empleada fue:
25,3% en caso de FIV, 30,3% para la técnica mixta (FIV/ICSI) y 24,6% en caso de ICSI.
Los tratamientos con FIV mixta presentaron diferencias significativas pero la magnitud

del efecto fue débil ya que el limite del IC se aproxima al valor neutro (tabla 12).

Para explorar la asociacion de la frecuencia de fecundacién normal con Nacido vivo,
se ha dicotomiz6 la variable por la mediana 85,6% y por 80%, con un sentido clinico. En

ninguno de los casos se asocio con la variable resultado (tabla 18).

Tabla 12:

Asociacion y magnitud de efecto de covariables relacionadas con la fecundacién y la transferencia embrionaria
sobre nacido vivo

Nacido

Covariable Estratos (%) E(){,ZI)Q p* RR IC 95 %
CR cB

Origen . Congelado 23,2 25,3 21 0,165 0,92 0,77; 1,09

espermatozoides
TESE 22,6 25,1 25 0468 0,89 0,45; 1,80
Donante 26,5 24.9 16 0308 1,06 0,86; 1,31
REM (millones) REM < 1 mill 236 25,1 15 0284 094 0,77;1,14
Técnica FIV ICSI vs Resto 24,6 28,9 -43 0048 0,85 0,72; 1,02
FIV vs Resto 253 25,0 03 0,521 1,01 0,71; 1,43
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Mixta vs

v 30,3 247 56 0003 123 1,01: 1,50
esto
E,Z‘)’““dac'on normal <80 vs 280 23,7 26,0 23 0066 091  081;1,03
<85 vs 285 24.9 254 05 0377 098 088 1,10
Embriones evolutivos <3vs 23 17,3 29.0 11,3 <0,001 060  0,52;0,69
(dia +2)
<5vs 25 213 31,2 99 <0001 068 061,076
<9vs 29 24 34 10,0 <0,001 0,71 0,61: 0,83
Embriones evolutivos <3vs 23 175 29 415 <0001 060  0,53;069
(dia de TE)
<5vs 25 213 315 102 <0001 068 061076
Embriones A-B .
i doTE) <1vs 21 12,8 267 139 <0001 045 037,062
<2vs 22 178 292 414  <0,001 0,61 0,53 0,69
<3vs>3 204 31,9 415 <0001 064 057,072
Embriones transferidos 1vs 2-3 13,7 27,5 -13,8  <0,001 0,48 0,39; 0,60
3vs 1-2 242 252 40 0316 096 083 1,12
2vs 3 248 242 06 0019 117 1,01: 1,36
Embriones A-B <1 vs 21 12,9 267  -13,8 <0,001 0,48 0,38; 0,62
transferidos
Dia de la TE dia 2 vs dia 3 236 285 49 0001 08 074093
Dificultad TE si vs no 10,0 255 155 <0001 039  0,22;0,69
Embriones si vs no 35,6 214 142 <0001 1,67 1,49; 1,87
CrlOpreSerVadOS

* Valor p de la prueba Chi?
CR: Condicién de riesgo, CB: Condicion Basal

Con respecto al numero de embriones evolutivos en dia 2, la exploracién de la
muestra, sugiere que por debajo de 9, 5 (mediana) y 3 embriones la tasa de nacido vivo
se reduce. Al dicotomizar por estos valores, en los ciclos con menos de tres embriones la
frecuencia de nacido vivo se redujo en 11,3% (RR: 0,71 I1C95% 0,61; 0,83; p<0,001)
(tabla 12).

Con respecto al nimero de embriones evolutivos el dia de la transferencia, aquellos
con menos de tres embriones disponibles mostraron un 11,5% menos de frecuencia de
nacido vivo (RR: 0,60 1C95% 0,53; 0,69; p<0,001). Al estratificar en 5 embriones, las

diferencias riesgo también fueron significativas (tabla 12).

Con respecto a la calidad de los embriones AB disponibles el dia de la transferencia,

existe una pérdida de 13,9% de nacido cuando no disponemos de embriones de calidad
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comparado cuando disponemos de al menos 1 (RR: 0,45 1C95% 0,37; 0,62; p<0,001).
Como muestra la tabla 12, la diferencia de riesgos cuando comparamos disponer de al
menos 1 embrién de calidad con 2 y mas y cuando disponemos de 2 embriones de
calidad comparado con mas de 2, esta proxima al 11,4% en ambos casos, diferencias

que resultan estadisticamente significativas para ambos contrastes.

La frecuencia de nacido vivo en funcién del niumero de embriones transferidos fue de
13,3 cuando se transfirié un embrion, 28,4% cuando se transfirieron 2 y 24,2% cuando
se transfirieron 3 embriones. La transferencia de 1 embrién, comparado con lade 2 6 3
embriones muestra una pérdida frecuencia de nacido vivo de 13,8%, diferencia que
resulté estadisticamente significativa. Paradojicamente Ila transferencia de tres
embriones no incremento la frecuencia de nacido cuando se compardé con el resto de las

transferencias, ni cuando se comparoé con la transferencia de dos embriones (tabla 12).

6.2.2.1. Asociacion entre covariables y progesterona

Con el fin de determinar la necesidad de analisis de interaccion y confusion, se analiza la
asociacion de las covariables con la variable de exposiciéon. La tabla 13 resume los
resultados de la asociacion de las covariables relacionadas con las caracteristicas
basales de las pacientes y antecedentes del proceso de esterilidad con la progesterona

final.

La edad de las paciente presenta una asociacion estadisticamente significativa con la
variable explicativa (Rho: -0,12; p<0,001). La progesterona muestra una asociacion
inversa con la edad. Al estratificar la variable edad en los estratos clinicos habituales (<
35 afios, entre 35y 39 afios y > 39 afos) se aprecia un descenso de los medianas; 0,73
ng/mL en <35 afios, 0,68 ng/mL entre los 35 y los 39 afos y 0,59 ng/mL en > de 39 afios.
Al dicotomizar en 37 afos, nos da el punto de corte con la mayor diferencia de riesgos
(tabla 13).

Con respecto al consumo de tabaco, la progesterona muestra una asociacion
significativa (Rho: 0,11; p<0,001). En la exploracion estratificada del numero de
cigarrillos se objetiva que a partide 15 cigarrillos dia el consumo de progesterona se
incrementa de forma llamativa. Al dicotomizar por 10, 15 y 20 cigarrillos/dia, el punto de
corte con una mayor diferencia de medias, con un intervalo mas estrecho se revela en 20
cigarrillos /dia. Existen también asociacion entre el habito tabaquico y la progesterona
sérica (0,84 vs 0,75ng/mL; p=0,001) (tabla 13).
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Con respecto a las covariables relacionadas con la reserva ovarica basal, el recuento de
foliculos antrales (RFA), muestra correlacion (Rho: 0,083; p=0,001). Al estratificar en
estratos clinicos, RFA < 8, RFA entre 9 y 19 y RFA> 20, las progesteronas medias,
muestran un descenso por debajo de 9 foliculos antrales, 0,63, 0,70 y 0,71 ng/mL. Al
dicotomizar en 9 foliculos las diferencias resultan estadisticamente significativas (0,63 vs
0,70 ng/mL; p<0,001).

La duracién de la esterilidad muestra una asociacion significativa con la progesterona
sérica si bien la magnitud parece escasa(Rho: 0,068; p<0,001). En la estratificacion por
afios de esterilidad, se objetiva un descenso en los niveles medios de progesterona
sérica que corresponde al primer afio. Al estratificar en el primer afo el contraste
muestra una diferencia de medias estadisticamente significativa comparado con el grupo

de mas de 1 afio de evolucién (0,79 vs 0,71; p<0,001).

La FSH basal se analiz6 dicotomizando por FSH >12 y > 10 UI/L, valores que se
consideran clinicamente relevante y que refleja sospecha de baja reserva ovarica. La
diferencia de medias fue estadisticamente significativa (0,67 vs 0,78; p=0,012) para FSH
>12 Ul/L y para FSH >10 UI/L (0,70 vs 0,78 ng/mL; p=0,017), seleccionando el punto de

corte en FSH > 12 UI/L, por tener una diferencia mayor de medias con IC mas estrecho.

El andlisis de la indicacion dicotomizando en baja reserva y edad, apunta en la
direccion de los contrastes de las covariables relacionadas con la baja reserva, es decir
en aquelas pacientes con indicacion de edad y baja reserva, la progesterona se
encuentra reducida (0,64 vs 0,78; p<0,001).

Los ciclos previos de FIV, se asocian de forma significativa con la progesterona (Rho: -
0,053; p<0,001), en la exploracion de la muestra aquellos tratamientos con mas de dos
ciclos previos, la progesterona tiende al descenso. Sin embargo en el contraste las
diferencias de medias que se encuentran no resultan significativas. Al repetir las pruebas
de asociacion por otros puntos de corte; =21, >1 ciclo o >4, las diferencias encontradas no
tampoco alcanzaron significacion (tabla 13). En lo que respecta a los ciclos previos de

criotransferencia no se encuentra asociacién (Rho: -0,26; p=0,117).
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999Tabla 13:

Asociacion y magnitud de efecto de covariables relacionadas con caracteristicas basales de las pacientes y
antecedentes del proceso de esterilidad sobre progesterona final

progesterona i .
Covariable Estratos (ng/mL) Diferencia p* IC 95 %
medias
CR CB
Edad (afos) >37 vs <37 0,67 0,79 -0,12 <0,001 -0,18; -0,07
Fumadora si vs no 0,84 0,75 0.09 0,001 0,04; 1,39
N° Cigarros/dia >20 vs <20 0,99 0,76 0,24 <0,001 0,14; 0,34
RFA <9vs 29 0,63 0,70 -0,07 <0,001 -0,11; -0,03
FSH basal (UI/L) 212 vs <12 0,67 0,78 -0,10 0,012 -0,15; -0,06
>10vs <10 0,70 0,78 -0,07 0,017 -0,13; -0,01
Duracion de la >5 vs <5 0,79 0,71 0,08  <0,001 0,04; 0,12
esterilidad (afios)
Indicacién
(edad/baja si vs no 0,64 0,78 -0,16 <0,001 -0,20; -0,12
reserva)
gl'\‘j'os previos 22 vs <2 0,69 0,77 -0,08 0,198 -0,19; 0,04

* Valor p de la prueba T-Student
CR: Condicion de riesgo, CB: Condicion Basal

La tabla 14 resume los resultados de la asociacion entre las covariables relacionas con

la estimulacién ovarica y la progesterona.

Existe una correlaciéon entre la progesterona basal y la final (Rho: 0,473 p<0,001). El
analisis de las frecuencias de nacido vivo en la distribucion sugiere una asociacién con
tendencia lineal. Al dicotomizar la progesterona final en aquellos valores que han
demostrado asociacion con las variables resultado analizadas (implantacion, gestacion
clinica y nacido vivo) por sus puntos de corte de 1,26, 1,5 y 1,66 ng/mL
respectivamente. El area bajo la curva ROC fue 0,75 (IC95%: 0,71; 0,78; p<0,001) en
1,26 ng/mL (implantacién), 0,74 (IC95%: 0,69; 0,78; p<0,001) en el caso de 1,5 ng/mL
(gestacion clinica) y 0,74 (IC95%: 0,69; 0,79; p<0,001) en 1,66 ng/mL (nacido vivo), .

Con respecto a las covariables asociadas con el tipo de tratamiento realizado la tabla 14

muestra los principales resultados de la asociaciéon con progesterona.

Con respecto al analogo de la GnRH, el uso de agonista se asoci6 con una
progesterona media significativamente mas elevada que los antagonistas. (0,82 vs 0,75;
p=0,03). Mientras que la actividad de actividad LH, tanto recombinante como urinaria,

se asoci6 con una progesterona media mas baja (0,70 vs 0,84; p<0,001).
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La dosis inicial de actividad FSH se correlacioné con la elevacién de la progesterona
(Rho: 0,205 p<0,001). Las progesteronas medias de la estratificacion en < 150 Ul, 150-
299 Ul y =300 Ul fueron 0,67 ng/mL, 0,71 ng/mL y 0,82 ng/mL, respectivamente. La
dicotomizacion en 300 Ul muestra una diferencia de medias de 0,11 mg/mL, en las
pacientes tratadas con 300 o mas Ul de FSH. Dicha diferencia result6 estadisiticamente
significativa (0,82 vs 0,71 ng/mL; p<0,001).

El consumo total de FSH también se asocié con la progesterona final (Rho: 0,24
p<0,001). La estratificacion efectuada sefala el posible punto de corte en 1500Ul. La
dicotomizacion y el posterior contraste muestra una diferencia de medias de 0,21 mg/mL,

a favor del grupo con mas de 1500 Ul FSH consumidas (0,81 vs 0,60 ng/mL; p<0,001).

Para el analisis de asociacion con el consumo de LH, la exploracion mostré que a partir
de 2000 Ul de LH consumidas, se incrementaban las progesteronas medias. La

dicotomizacién en este punto encontré diferencias significativas (0,97 vs 0,74; p= 0,029).

La duracion de la estimulacion se asocié de forma significativa con la progesterona
final (Rho: 0,146 p<0,001). En la exploracion de la distribucion, aquellos ciclos con mas 8
dias de estimulacion mostraron progesteronas medias significativamente mas elevadas
(0,81 vs 0,67 ng/mL; p<0,001). El dia de inicio del antagonista no se asocié con la
elevacioén de la progesterona, pero si el numero de dias que se administro el antagonista
(Rho: 0,198; p<0,001). En la exploracion de la distribucion se objetiva un incremento de
la progesterona hasta el dia 3° de administracién, permaneciendo posteriormente con
niveles estables. La dicotomizacion por este valor muestra diferencias estadisticamente
significativas (0,78 vs 0,67 ng/mL; p<0,001).

El estradiol final también se asocia con la progesterona el dia de la HCG, existe una
correlaciéon entre ambas variable (Rho: 0,435; p<0,001). En la exploracion de la muestra
la tendencia sugiere una relacion lineal. La dicotomizaciéon por la mediana, encuentra

diferencias estadisticamente significativas (0,92 vs 0,62 ng/mL; p<0,001).

Tabla 14:

Asociacion y magnitud de efecto de covariables relacionadas con la estimulacion ovarica
sobre progesterona

progesterona Dif .
Covariable Estratos (ng/mL) tierencia p* IC 95 %
medias
CR CB
Analogo GnRH agonista vs 0,82 0,75 0,07 0,030 0,01; 0,12

antagonista
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Uso actividad LH si vs no 0,70 0,84 -0,14 <0,001 -0,18;-0,09

Dosis inicial FSH

o >300 vs <300 0,82 0,71 011 <0,001 0,07; 0,15
Consumo FSH (Ul) Zlﬁ%%gs 0,81 0,60 021  <0,001 0,16; 0,26
Consumo LH (Ul) Zig%%a’s 0,97 0,74 0,23 0,029 0,02; 0,43
Dias antagonista 24 vs <4 0,83 0,67 0,16 <0,001 0,11; 0,21
Dias estimulaciéon <9vs 29 0,81 0,67 0,14 <0,001 0,10; 0,18
st fnat e 0,92 0,62 030  <0,001 0,25, 0,34
Foliculos > 10 mm 29 vs <9 0,79 0,68 011 <0,001 0,06;0,17
Foliculos > 15 mm >7 vs <7 0,77 0,66 011 <0,001 0,06; 0,15
Foliculos > 17 mm >4 vs <4 0,78 0,67 011 <0,001 0,07; 0,14
Ovocitos totales <5vs 25 0,59 0,82 -0,24 <0,001 -0,27; -0,20
218 vs <18 1,06 0,76 030  <0,001 0,18; 0,42
I(Ij"°°”°s metafase <7 vs 27 0,61 0,91 022 <0,001 -0,27;-0,18
213 vs <13 0,98 0,76 022  <0,001 0,13; 0,31

* Valor p de la prueba T-Student
CR: Condicién de riesgo, CB: Condicién Basal

Con respecto al numero de foliculos, se asociaron con la progesterona final los foliculos
mayores de 10 mm (Rho: 0,302 p<0,001), el niumero de El nimero de foliculos
mayores de 15 mm (Rho: 0,292 p<0,001) y el niumero de foliculos mayores de 17
mm. (Rho: 0,292 p<0,001). La exploracion de la distribucion de frecuencias, en todos los
tamanios foliculares, muestra una tendencia lineal al aumento de progesterona con el
incremento de los foliculos. En base a que no hay un punto de corte claro en la
distribucién, se han seleccionado los diferentes puntos de corte dicotomizando por la
mediana (= 9 foliculos mayores de 10 mm, 27 foliculos mayores de 15 mm, = 5 foliculos
mayores de 17 mm), siendo las diferencias estadisticamente significativas en las tres

variables analizadas (tabla 14).

Existe una asociacion entre el nUmero de ovocitos y la progesterona final (Rho: 0,32;
p<0,001). Las progesteronas medias finales en funcion de la estratificacion por respuesta
ovarica (baja respuesta < 5 ovocitos, normo respuesta entre 6 y 17 ovocitos y alta
respuesta = 18 ovocitos obtenidos) fueron de 0,62 ng/mL para las pacientes con baja
respuesta, 0,83 ng/mL para normorespuesta y 1,07 ng/mL para las pacientes con
respuesta elevada. La dicotomizacién en funcion de la respuesta ovarica revela

diferencias estadisticamente significativas, tanto cuando se dicotomiza por baja
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respuesta (0,59 vs 0,82 ng/mL; p<0,001), como en alta respuesta (1,06 vs 0,76 ng/mL;
p<0,001).

El niumero de ovocitos maduros también muestra correlacion con la progesterona
sérica final (Rho: 0,30; p<0,001). En la exploracion existe un descenso de la caida media
de la progesterona por debajo de 7 ovocitos, con un incremento de la misma por encima
de 13 ovocitos metafase Il. El contraste, dicotomizando por los puntos de corte

mencionados fue significativo en ambos casos (tabla 14).

Por ultimo en la tabla 15, se muestra el resumen de los resultados del analisis de
asociacion entre las covariables relacionadas con la fecundacion y la transferencia

embrionaria sobre la variable explicativa.

Con respecto a la técnica de fecundacion, los tratamientos en los que se aplico ICSI
como técnica de fecundacion tuvieron progesteronas medias mas bajas comparadas con
el grupo donde se utilizaro tanto la técnica mixta de fecundacién como FIV (0,75 vs. 0,93
ng/mL; p<0,001).

La frecuencia de fecundacion mostré una correlacion inversa con la progesterona final
(Rho: -0,11; p<0,001) Al dicotomizar por la mediana 85% y por lo que se considera el
umbral de una fecundacion normal (80%), el analisis nos da diferencias estadisticamente
significativas con progesteronas mas elevadas en los grupos con menos probabilidad de
fecundacion, siendo la mediana, 85%, el valor con mayor diferencia de medias y con un

intervalor de confianza mas estrecho (tabla 15).

Los embriones divididos se asociaron con la progesterona sérica (Rho: 0,25; p<0,001).
La media de progesterona sérica se incrementa a medida que aumentan el niumero de
embriones, con descenso de la media de ésta en los estratos con mayor numero de
embriones. Al dicotomizar por la mediana (> de 4 embriones divididos en dia 2) y > 15
embriones evolutivos, solamente cuando se dicotomiza por la media se objetivan
diferencias significativas. Los embriones evolutivos el dia de la transferencia,
mostraron una asociacion similar con la progesterona (Rho: 0,25; p<0,001), la

dicomotomizacion por la mediana mostro también diferencias significativas.

En lo que respecta a los embriones de calidad A-B el dia de la transferencia, disponer o
no embriones de calidad no mostré significacion, pero si el numero de embriones AB
disponibles. Dicotomizando por la mediana (mas de 3 embriones AB disponibles) las

diferencias de medias mostraron diferencias significativas (tabla 15).
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El niumero de embriones transferidos mostré asociaciéon con la progesterona. En
aquellos ciclos en los que se transfirié 1 embridn, la diferencia de las medias fue mayor,

comparado, cuando se transfirieron tres o dos embriones (tabla 15).

Tabla 15:

Asociaciéon y magnitud de efecto de covariables relacionadas con la fecundacion y la transferencia
embrionaria sobre progesterona

progesterona Dif .
Covariable Estratos (ng/mL) :nirg’g(;'a * IC 95 %
CR CB
Técnica FIV 'git‘;s 0,75 0,93 2017 <0001 0,72 1,02
E,Z‘)’“”dac'on normal g5 vs >85 0,81 0,72 009 <0001 0,05;0,14
<80 vs 280 0,79 0,75 0,05 0,031  0,01;0,09
Embriones evolutivos g ¢ 55 0,74 0,87 017 <0001 -0,22;-0,13
(dia +2)
>15 vs <15 0,88 0,77 0,11 047  -0,18:0,40
Erpbrlones evolutivos <4 vs 24 0,68 0,85 0,18 <0,001 -0,22;-0,13
(dia de TE)
Embriones A-B .
s doTE) <4vs 24 0,68 0,86 018 <0001 -0,22:-0,13
<1vs 21 074 0,77 -0,03 0320 -0,10;0,03
212 vs <12 0,94 0,77 0,18 0166  -0,07: 043
Embriones 1vs 2-3 0,62 0,80 2018 <0001 -0,24;-0,12
transferidos
3vs 1-2 085 0,75 20,10 <0001  0,05;0,16
2vs 3 078 0,74 0,04 005  0,00;0,009
Embriones A-B <1 vs 21 076 077 -0,01 0,695  -0,08;0,05
transferidos
Dia de la TE +2 vs +3 074 0,84 2011 <0001 -0,15;0,06
Dificultad TE si vs no 0,83 076 0,07 0277  -0,05;0,19
Embriones no vs si 074 0,84 0,10  <0,001 -0,14;-0,05
CrlOpreSerVadOS

* Valor p de la prueba T-Student
CR: Condicién de riesgo, CB: Condicion Basal

El nimero de embriones transferidos mostré asociacién con la progesterona sérica
(Rho: 0,18; p<0,001). En aquellos ciclos en los que se transfirié 1 embridn, la diferencia
de las medias fue mayor, comparado, cuando se transfirieron dos o tres embriones (tabla
15). En lo que respecta a calidad embrionaria, no transferir embriones de calidad AB vs
transferir al menos 1, no se asoci6 a efecto sobre la progesterona. De la misma manera

la dificultad de la transferencia. Por el contrario transferir en dia 3 (0,84 vs 0,76
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ng/mL; p<0,001) como la congelacién embrionaria (0,84 vs 0,74 ng/mL; p<0,001) se

asociaron con progesteronas significativamente mas elevadas.

6.3. ANALISIS UNIVARIADO ENTRE PROGESTERONA SERICA FINAL Y NACIDO

VIVO.

Analisis Univariado del efecto de la elevacién.l;jaebllg ;r%gesterona sobre la frecuencia de nacido vivo
_ pro(g::](z;rt:]e[;)na Difere_ncia M_edias/
Covariable >1.66 <1.66 leeren0|a p* IC 95 %
(n=i 12) (n=?;629) Proporciones

Edad (afios) 35,1 35,9 -8,5 0,023 -1,6; 0,1
IMC (kg/m2) 22,7 22,6 0,1 0,727 -0,6; 0,8
Fumadora (%) 28,6 21,3 7,3 0,046 1,0;1,8
N° Cigarros/dia 11,9 10,4 1,6 0,329 -1,6; 4,7
RFA 11,1 10,8 0,3 0,730 -1,5; 2,1
FSH basal (UI/L) 7.4 7.7 -0,3 0,314 -0,9,0,2
Esterilidad Primaria (%) 87,5 82,3 5,2 0,096 1,0; 1,14
I(:;l%r:S(:)ién de la esterilidad 26 24 0.2 0,207 02:05
'rggg;:‘;f(”(yg’dad’ baja 10,7 19,0 83 0014 033097
Ciclos previos FIV 1,2 1,1 -0,07 0,538 -0,3; 0,2
Ciclos previos CT 0,26 0,21 0,05 0,545 -0,08; 0,172
Progesterona Basal (ng/mL) 0,853 0,466 0,387 0,036 0,03; 0,748
Agonista GnRH (%) 16,1 15 1,1 0,420 0,70; 1,65
Uso de AHO previo (%) 55,4 49,8 5,6 0,142 0,94; 1,34
Tipo FSH 97,3 98 -0,7 0,400 0,96; 1,02
Uso actividad LH 42,0 52,7 -10,7 0,016 0,64; 0,99
Dosis inicial FSH (Ul) 303,3 275,8 27,5 0,003 9,3; 45,7
Dosis inicial LH (Ul) 79,7 77,6 2,1 0,731 -9,9; 14,1
Consumo FSH (Ul) 2736,4 23234 412,9 <0,001 210,9; 615,0
Consumo LH (Ul) 919,4 884,3 35,1 0,631 -110,0; 80,2
Dia inicio antagonista 5,6 57 -0,1 0,463 -0,4;0,2
Dias antagonista 4,3 3,6 0,7 <0,001 0,5;0,9
Dias estimulacién 9,0 84 0,6 0,001 0,24; 090
Estradiol final (pg/mL) 2793,5 1820,8 972,6 <0,001 709,6; 1235,8
Foliculos > 10 mm 11,2 9,2 2,0 <0,001 1,1, 2,8
Foliculos > 15 mm 8,6 6,6 2,0 <0,001 1,4;2,7
Foliculos > 17 mm 6,0 4,5 1,5 <0,001 1,0; 2,1
Ovocitos totales 9,9 7,0 29 <0,001 1,9; 3,9
Ovocitos metafase Il 7.8 5,6 24 <0,001 1,7; 3,1
REM (<1 millon) (%) 12,7 10,5 2,5 0,279 0,72;2,0
Técnica FIV (ICSI) (%) 83,0 90,6 -7,6 0,010 0,84; 1,00
Fecundacion normal (%) 75,3 80,6 -5,4 0,010 -9,4;-13,0
Embriones evolutivos (dia +2) 5,6 4,3 1,3 <0,001 0,64; 1,93
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Embriones evolutivos (dia de

TE) 5,8 4,2 1,6 <0,001 0,9;2,3

pHivhea 3,8 2,7 1,1 0,001 0,5, 1,7

Embriones transferidos 2,1 2,0 0,1 0,004 0,05; 0,28
Embriones A-B transferidos 1,7 1,6 0,1 0,024 0,02; 0,29
Dia de la TE (Dia 2) (%) 67,9 70,1 -2,2 0,338 0,85; 1,10
Dificultad TE 9,8 2,8 7 <0,001 1,95; 6,39
Embriones criopreservados 33 25,8 7,2 0,057 0,97; 1,68
NACIDO VIVO 12,1 254 -13,3 0,001 0,45; 0,80

*Valor p T-Student o prueba Chi?

La seleccion del punto de corte de progesterona en 1,65 se mostré6 como el mas
relevante debido a presentar el mayor RR, sin incrementos relevantes en la amplitud del
intervalo (RR: 0,46 1C95%: 0,27; 0,78; p=0,001). La figura 38, muestra el analisis

exploratorio de los RR, de los otros puntos de corte anallizados.

La valoracion de asociacion de efecto de las covariables con la variable de exposicion
estratificada, en 1,66 ng/mL nos va a va a permitir seleccionar a aquellas que por tener
una asociacion significativa con la progesterona puedan estar generando una interaccion

o confusion sobre nacido vivo (tabla 16).

6.4. ANALISIS BIVARIADO ENTRE PROGESTERONA SERICA FINAL Y NACIDO
VIVO.

El analisis bivariado de las covariables que tenian asociacion con la variable resultado no

mostro interaccién ni confusion con la progesterona (tabla 17).

Tabla 17:
Anadlisis bivariado del efecto de la progesterona
sobre la probabilidad de nacido vivo segun covariables asociadas

RR crudo . RR ajustado

Variable Estratos (IC 95 %) p (IC 95 %)

Edad (afos) <37 vs 237 0,48 0,13 0,44
Indicacion: edad-baja reserva (%) si vs no 0,42 0,13 0,39
Uso de actividad LH si vs no 0,42 0,48 0,40
Dosis inicial FSH 2300 vs <300 0,42 0,41 0,42
Consumo FSH 22500 vs <2500 0,42 0,97 0.40
Dias antagonista GhnRH** >5vs <5 0,27

Estradiol final ** <500 vs =500 0,83

Foliculos > 10 mm <9 vs 29 0,42 0,27 0,42
Foliculos > 15 mm ** <6 vs =6 0,06

Foliculos > 17 mm <5vs 25 0,42 0,17 0,42
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Ovocitos totales <5vs =5

>18vs <18
Ovocitos MlI <5vs 25
Técnica FIV (ICSlI vs resto) si vs no
Fecundacion normal (%) <80 vs =80
Embriones evolutivos dia 2 <3 vs 23
Embriones evolutivos TE <3 vs 23
Embriones A-B en dia de TE** <1vs 21
Embriones transferidos™* 1vs 2-3
Embriones A-B transferidos** <1vs 1
TE dificil** si vs no
Criopreservacion embrionaria si vs no

0,42
0,42
0,42
0,41
0,42
0,41
0,41

0,41

0,51
0,98
0,98
0,23
0,08
0,25
0,30
0,58
0,48
0,52
0,43
0,27

0,42
0,42
0,42
0,42
0,47
0,38
0,38

0,37

* Valor p de la prueba estadistica de interaccion.

**No calculable por la existencia de frecuencias de 0 en las tablas de contingencia estratificadas.

6.5. ANALISIS MULTIVARIADO ENTRE PROGESTERONA SERICA FINAL Y NACIDO

VIVO.

Mediante una regresion logistica binaria,

multivariados con finalidad explicativa.

Tabla 18:

se han

Analisis multivariado del efecto de la progesterona
sobre la probabilidad de gestacion segun covariables asociadas

realizado sucesivos modelos

2L B b '%(X)F;{? IC95%  CIA
Modelo con la variable explicativa principal
Progesterona 4060 -0,9 0,002 0,4 0,22; 0,62 4058
Modelos con covariables asociadas
Progesterona, Edad, RFA, FSH(inicio), LH(consumo), Baja
Resp, Alta Resp, embriones(d+2), Embriones transfer, .
Embriones  AB-transfer, Transferidos, Dia-transferencia, 1072 1 0,094 0,27 0,06; 1,25 -1046
Congelacion
Progesterona, Edad, FSH(inicio), LH(consumo), Ovocitos,
embriones(d+2), Embriones AB-transfer, Transferidos, Dia- 2586 1 0,007 0,37 0,18;0,77 -2576
transferencia, Congelacion
Progesterona, Edad, FSH(inicio), embriones(d+2), Embriones 3808 1 <0.001 0.34 0.19: 0.61 -3790

AB-transfer, Transferidos, Dia-transferencia, Congelacién
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El mejor modelo explicativo con un numero menor de (-2LL) es el que incorpora las variables,

edad, dosis de inicio de FSH, embriones de calidad transferidos, dia de la transferencia y

congelacién embrionaria (tabla 19).

Tabla 19:
Covariables asociadas al modelo explicativo
B o 0 Exp B 1C95%
(OR) Inferior Superior

Progesterona -1,085 1 <0,001 0,338 0,187 0,612
Edad -0,782 1 <0,001 0,457 0,381 0,549
FSH inicial -0,371 1 <0,001 0,690 0,589 0,809
Transferencia -0,614 1 <0,001 0,541 0,419 0,700
Transferencia AB -0,699 1 <0,001 0,497 0,368 0,672
Congelacién -0,384 1 <0,001 0,681 0,572 0,810
Constante 8,087 1 <0,001 3250,93
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5. DISCUSION

El presente estudio constituye una aproximacion analitica, a través de un disefio
longitudinal de cohortes, a la evaluacion de la asociacién causal entre la exposicion
endometrial a niveles elevados de progesterona sérica durante la estimulacion ovarica

del desarrollo folicular multiple para FIV-TE vy la efectividad de este tratamiento.

El resultado mas relevante del mismo es que la elevacién de progesterona sérica
determina un descenso significativo, y de magnitud notable, en la probabilidad de nacido
vivo. Dicha asociacidon causal se mantiene al realizar un ajuste por covariables con
capacidad para determinar el prondstico, es decir, es independiente del efecto de las
mismas. Nuestro estudio ha realizado, como se argumentard mas adelante, una
evaluacion exhaustiva del posible efecto confusor o modificador de un nimero elevado
de variables relacionadas con las caracteristicas basales de la paciente, las de la

estimulacién ovarica, y las del rendimiento del proceso terapéutico.

En segundo lugar, los resultados del estudio ponen de manifiesto que la asociacién de la
progesterona sérica en el dia de la administracion de HCG vy el resultado gestacional, no
sigue un patrén lineal de proporcionalidad dosis-respuesta. Nuestras observaciones, en
la linea de las de otros estudios primarios similares (Bosch 2011; Venetis 2015) sugieren
un efecto dicotdmico, que supone que la frecuencia de gestacidn se mantiene
sustancialmente estable en la mayor parte de la distribucion de valores de progesterona
sérica final, para decaer tan sélo a partir de valores extremos. La repercusién mas clara
de este hecho es que la frecuencia de elevaciones criticas de progesterona, entendiendo
por tales las que tienen repercusion sobre la frecuencia de implantacion, gestacion y
nacido vivo, es baja, y en consecuencia, el numero de ciclos afectado por los efectos

adversos de la EPP parece escaso.

El interés por estimar un umbral de progesterona capaz de producir disregulacién de la
ventana endometrial de implantacién ha generado numerosas publicaciones, que han
descrito valores criticos comprendidos en un rango relativamente amplio (Venetis 2013),
y cuya magnitud e interpretacion siendo objeto de controversia. Es indudable que el uso

de puntos de corte en las distribuciones de la concentracion de progesterona sérica
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resulta util para generar reglas de orientacion de la conducta clinica, y en concreto para
optar entre la transferencia de los embriones en el ciclo de estimulacion o su
criopreservacion y ftransferencia diferida. La mencionada morfologia bifasica de la
distribucion de frecuencias de gestacion por estrato de progesterona parece ideal para la
seleccion de un punto de corte asociado al incremento de efecto de la progesterona, y

con éste, al descenso de los indicadores de la efectividad de la FIV-TE.

Nuestro estudio ha identificado niveles umbral de progesterona sérica especificos —y
distintos— para cada una de las variables de resultado (implantacién, gestacién clinica y
nacido vivo), que en todos los casos son distales al percentil 90 de cada una de las
distribuciones de valores de progesterona, y que, en el caso de la variable principal de
resultado, proporciona un rendimiento explicativo y predictivo adecuado. Aun asumiendo
que el enfoque dicotdmico tiene evidentes ventajas para el analisis de asociacion, para la
estimaciéon de la magnitud del efecto de la EPP, y, en especial, para su manejo en la
practica clinica, la identificacion de dichos umbrales representa, en el presente estudio,
una eleccioén razonada entre las diversas opciones con respaldo estadistico. Como se ha
descrito en el analisis de asociacién, la reduccién del rendimiento terapéutico a partir de
umbral de progesterona es en realidad, para la mayor parte de las variables de
resultado, un acusado descenso de la efectividad observado entre valores muy
préximos de progesterona sérica. Es decir, el efecto de la EPP podria resultar mejor
estimado a través de un rango estrecho de niveles de progesterona que por medio de un

Unico valor critico.

Otro aspecto de interés derivado del presente analisis, y que sera objeto de discusién,
es el peso de las covariables relacionadas con la respuesta ovarica y con el rendimiento
de la misma, en términos de ovocitos, embriones y embriones de calidad obtenidos como
potenciales confusores o modificadores de efecto. En concreto, varios estudios han
sugerido que el efecto nocivo de la EPP sobre la receptividad endometrial y sobre el
resultado del ciclo podria verse compensado, en el subgrupo de pacientes con mejor
prondstico gestacional —hiperrespondedoras, pacientes jovenes con embriones de alta
calidad— , por el efecto favorable de la abundancia de ovocitos, embriones y embriones
de buena calidad (Griesinger). Nuestros resultados, como los de otros autores, indican
que el efecto de la progesterona no reconoce interacciones con estas variables, y se

registra en todos los estratos de prondstico con una magnitud similar.

Nuestro estudio ha aspirado a un control de fuentes potenciales de sesgo que supera, en
nuestro conocimiento, a la mayoria de los estudios publicados al respecto. El caracter
retrospectivo del estudio no permite excluir la posibilidad de la actuaciéon de covariables

no indentificadas o de interacciones complejas sobre la relacion entre progesterona y
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nacido vivo, aunque el estudio ha pretendido considerar en el inicio del andlisis una
amplia mayoria de las caracteristicas basales, de parametros relacionados con la
estimulacion ovarica y de indicadores de efectividad de laboratorio susceptibles de
implicacion en la relacién causal que se evalua. Ademas, las covariables incluidas en el
analisis multivariado no han sido seleccionadas tan soélo por su asociacién con
concentracion final de progesterona y con a la obtencién de nacido vivo, sino que se han
sometido a un proceso de analisis bivariado con el fin de identificar rigurosamente todas
las susceptibles de generar interaccion y confusién, y asegurar su inclusion en los
modelos de analisis multivariado. Como ha sefalado Venetis, la aproximacion al estudio
de asociacion independiente de la EPP por medio de andlisis bi y multivariado reduce el

riesgo de interpretacion erronea de los resultados.

Con respecto a los factores de riesgo y protectores para la EPP, dos de las variables
mas estudiadas son adicién de LH, que se ha invocado como un factor protector, asi
como el niumero de ovocitos obtenidos, que presenta relacion directa con la EPP. Las
observaciones de la presente cohorte se orientan en este mismo sentido. En este
sentido, hemos analizado adicionalmente la progesterona basal determinada en el dia de
inicio de la estimulacion, y antes de la administracion de la primera dosis de actividad
FSH. Los niveles de progesterona basal han presentado una fuerte correlacion con la
progesterona en el dia de la HCG, y han mostrado ademas capacidad predictiva sobre la

EPP por encima del nivel escogido como dicotomizacion para nacido vivo.

Caracteristicas basales y de la estimulacion ovarica

Las pacientes de la cohorte presentaron una distribucion etaria comparable a la de la
poblacion general de FIV, con una edad media cercana a 35 afios; ademas, un 25% de
las mismas presentaba edades superiores a 39 afos, y cerca de un 20% de los ciclos se
realizaron en pacientes de 40 o mas afos. Este dato es concordante con los resultados
relacionados con los estimadores de reserva ovarica, cuyos valores promedio son
también cercanos a los descritos para la poblacion general (10 foliculos anrtrales; 7,7
UI/L de FSH basal). El resto de las caracteristicas relacionadas con la evolucion del
proceso, como duracion de la esterilidad, caracter primario o secundario, frecuencia
factores causales, y antecedentes de tratamientos previos, son las habituales en los
estudios comparables al presente (Bosch, Venetis 2013, Venetis 2015), y reflejan el perfil

habitual de la paciente tratada mediante FIV en condiciones de practica clinica habitual.

La progesterona basal, medida antes del inicio de la estimulacion, resulté inferior a 0,5
ng/mL en casi dos terceras partes de las pacientes. Sin embargo, en un 7% de los ciclos,

la estimulacién se inici6 a pesar de la deteccion de valores basales superiores a 1,5
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ng/mL. Esta practica se concentra en las estimulaciones menos recientes de la cohorte,
en periodos en los que el estado del conocimiento acerca de la relevancia de la EPP no

estaba consolidada.

En relacion con el perfil farmacolégico de las estimulaciones, la cohorte analizada se
caracteriza por un claro predominio de los ciclos en los que se aplico el protocolo de
antagonistas GnRH de inicio flexible, hecho que también reafirma la comparabilidad de
los tratamientos incluidos en la cohorte con el uso clinico actual, y va en favor de su
validez externa. Con respecto al origen de la actividad FSH, la practica totalidad de los
ciclos recibié estimulacién con FSHr, combinada con LHr en mas del 70% de los mismos.
El uso de HMG y FSHu resulto excepcional, lo que ha limitado la potencia de los analisis

de asociacion entre tipo de actividad FSH y elevacion de progesterona.

La dosis de actividad FSH mas habitualmente utilizada durante la estimulacion estuvo
comprendida entre 150 y 240 UI/L, aunque las pacientes tratadas con dosis de 300
Ul/dia o superiores representaron la mitad de las incluidas en la cohorte. Este hecho
puede resultar coherente con el perfil etario de la cohorte analizada, asi como con la
distribucion del recuento basal de foliculos antrales observada. La aplicacion de dosis
superiores a las dosis-techo actuales se ha de interpretar considerando la duracion del
periodo de acumulacién de observaciones, y que los ciclos de estimulacidon mas antiguos
que han sido objeto de observacién datan de hace doce afios. El consumo global de
FSH se distribuyé en torno a una media de 2335 UI/L, y en un 25% de los ciclos, el
consumo super6 las 3000 Ul, es decir, fue el propio de las necesidades de actividad

gonadotrépica de pacientes con baja respuesta a la estimulacion.

La actividad LH procedio de LHr en cerca del 75% de las pacientes, y de HMG en el 25%
restante de los ciclos con adicion de esta actividad. La administracion de dosis
acumuladas elevadas de LH, que superaron las 1200 Ul en el 25% de los ciclos, esta
también en relacion con la administracion de dosis altas de LH en pacientes con baja

reserva ovarica estimada y edad avanzada.

El rendimiento final de los ciclos de la cohorte resulta comparable al de la poblacién
general tratada con FIV y con las mismas caracteristicas etarias: se obtuvieron
promedios de 7 ovocitos, 5 ovocitos en metafase Il, 4 embriones evolutivos y tres
embriones de calidad A-B. La frecuencia de preservacién embrionaria resultd sin
embargo inferior a la habitual (26,2% de los ciclos), considerando el numero medio de

embriones de calidad A-B.
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La progesterona sérica final observada presenté una distribucion cercana a la tipica de
normalidad, y su incremento global casi duplicé los valores basales observados. Este
incremento relativo es ligeramente superior al descrito por estudios analogos (Venetis
2015). Mas del 98% de los valores de progesterona final estuvieron comprendidos entre
0,1y 2 ng/mL, lo que concuerda con observaciones previas que han descrito un patréon

de dispersion similar (63).

La transferencia embrionaria estandar en las pacientes de la cohorte fue la de dos
embriones, que se efectud en cerca de las dos terceras partes de las pacientes. La
transferencia de embriones A y/o B fue posible en el 87,8% de los ciclos, que constituye
una frecuencia notablemente mayor que la descrita por otros estudios (24)

Resultados gestacionales globales

La frecuencia de implantacion embrionaria global observada fue 21,3%, que esta en
relaciéon con la frecuencia de transferencia de tres embriones (17,9% de los ciclos). Las
frecuencias de gestacion clinica intrauterina y de nacido vivo por transferencia del
33,7% y del 24.2% respectivamente. El porcentaje de gestaciones de evolucién
desconocida fue del 8,7%, que supera ligeramente el maximo deseable para la variable

de resultado de un estudio analitico longitudinal retrospectivo (5%).

Andlisis de asociaciéon entre progesterona e implantacién embrionaria

La concentracion sérica final de progesterona se ha asociado de forma significativa a la
probabilidad de implantacion embrionaria a partir de niveles de 1 ng/mL, generando una
reduccién de la probabilidad de gestacién que se ha incrementado desde una diferencia
de riesgos comprendida entre -2,8% y -15%. A partir de niveles de 1,26 ng/mL de
progesterona sérica, la diferencia en frecuencia de gestacion entre pacientes expuestas
y no expuestas a EPP asciende a -6,0%, manteniendose los limites del intervalo de
confianza alejados del valor neutro (IC 95%: -9,3; -2,7). Nuestro analisis coincide con
estudios similares, como el de Li aunque este autor describe una mayor reduccion
significativa de la frecuencia de implantacion embrionaria del 11 % a partir de niveles de
progesterona sérica final de 2,5 ng/mL (21,9% vs 32,9%; p<0,001) (108). El estudio de
Najak, uno de los de mas reciente publicacién, también ha hallado una reduccion de la
frecuencia de implantacion asociada a incremento de la progesterona, aunque la
determinacion de progesterona considerada fue la del dia de la extraccion de ovocitos, vy,
por otra parte, el concepto de frecuencia de implantacion que estos autores evallan es la
propocion de ciclos con prueba analitica de gestacion positiva en el dia 14°
postransferencia, y no el cociente entre los sacos gestacionales intrauterinos y el nimero

de embriones transferidos (77). Aunque nuestro estudio no ha abordado el analisis de
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causalidad de la EPP por tratarse de una variable de resultado secundaria, otros
estudios observacionales han concluido la asociacion causal entre EPP y disminucion

del porcentaje de embriones implantados (115, 120, 122).

Andlisis de asociacion entre progesterona y gestacion clinica

Los hallazgos sobre el patron de asociacion entre EPP y frecuencia de gestacion clinica
son analogos a los descritos para la frecuencia de implantacion; se ha observado una
asociacion sin tendencia lineal, y un descenso abrupto de la frecuencia de gestacion a
partir de valores muy distales de la distribucion, como el percentil 90, o 2 multiplos de la
mediana. Segun nuestros datos, la diferencia en frecuencia de gestacion alcanza el 10%
(RR: 0,68; IC 95%: 0,54; 0,85) a partir del percentil 93 de la distribucién. Los datos
sugieren también un incremento progresivo de la diferencia de proporciones de
gestacion clinica desde dicho valor, que corresponde a 1,35 ng/mL, hasta valores
superiores a 2,1 ng/mL. El metaanalisis de Venetis concluye el efecto de la EPP obedece
muy probablemente a un modelo no lineal, segun el cual, el efecto adverso de la EPP
sobre la frecuencia de gestacion seria perceptible a partir de valores de progesterona
bajos (del orden de 0,8-1,1 ng/mL) aunque se haria mas intenso a partir de
concentraciones de 1,21,3 ng/mL. La evolucion decreciente de los RR de gestacion a
partir de niveles de 1,31 ng/mL observada en nuesta cohorte es coherente con las

observaciones previas (Venetis 2013).

Anadlisis de asociaciéon entre progesterona y gestacion clinica

La asociacion entre la progesterona y la frecuencia de nacido vivo sélo puede ponerse
de manifiesto, al igual que en el caso de las variables secundarias de resultado, cuando
se aplican procedimientos que no parten de una asuncién de linealidad. La relaciéon
cuantitativa entre la EPP y la pérdida de efectividad de la FIV en términos de nacido vivo
obedece una vez mas a un modelo dicotdmico, en el que sélo cabe identificar un efecto
relevante y estadisticamente significativo ante valores distales al percentil 90 (Shufaro
2015). En nuestro estudio, el valor umbral de progesterona que presentdé mejor equilibrio
entre la magnitud del RR y la amplitud su IC 95% fue 1,65 ng/mL, aunque a partir de
valores de 1,26 (percentil 90) el efecto resulta apreciable y significativo. Venetis propone
el uso de un punto de corte de 1,5 ng/mL para la estratificacion de la progesterona para
su analisis de asociacién con gestacion y nacido vivo, aunque esta decision se
fundamenta en el predominio de este valor en la literatura, y no en un criterio de analisis
especifico realizado sobre la distribucion de sus datos. Las frecuencias de nacido vivo
por intervalos de concentracion de progesterona observadas en nuestro estudio

generaron RRs de gestaciéon de entre 1,26 y 1,5, que se redujeron a RRs menores de
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0,5 a partir de niveles de progesterona de 1,65 ng/mL (percentil 97), sin aumento de la
amplitud de los intervalos de confianza. La comparacién adecuada del punto de corte
mas eficiente para la estimacion del efecto de la EPP sobre la frecuencia de nacido vivo
deberia contrastar las diferencias entre valores estandarizados (percentiles, multilpos de
la mediana), y no entre valores crudos, mucho mas susceptibles de ser afectados por
fuentes de heterogeneidad. Por desgracia, la mayoria de los estudios que han analizado
el efecto de la EPP sobre la probabilidad de nacido vivo no aportan el equivalente

estandarizado de los valores de corte propuestos.

Andlisis de asociacién entre progesterona y aborto/gestacion bioquimica

La progesterona sérica final no se asocioé a la frecuencia de aborto, de forma similar a los
resultados obtenidos por otros autores en estudios de cohorte de menor tamafo
muestral (Martinez 2004). Nuestro andlisis ha afiadido la técnica de analisis por
intervalos a la estimacion del area ajo la curva ROC, sin que se haya obtenido indicio de

asociacion.

Por el contrario, la detencion precoz de la gestacion (antes de su visualizacion
ecografica), denominada habitualmente gestacién bioquimica, mostré una asociacion
significativa aunque de magnitud discreta con la EPP. La curva ROC delimité un area de
0,56 (IC 95%: 0,51; 0,60; p=0,009), es decir, una capacidad predictiva de detencion
precoz de la gestacion muy limitada. No hemos hallado estimaciones directas de la

asociacion entre progesterona e interrupcion de la gestacion en fase preclinica

Asociacion entre covariables y nacido vivo

La frecuencia de nacido vivo se relaciona, segun nuestros datos, con variables
asociadas al pronoéstico de efectividad de la FIV-TE: edad favorable (menor de 35, de 37
y de 39 afios, recuento basal de foliculos antrales no escaso (mayor de 9 y mayor de
12), FSH basal no elevada (menor de 10 y menor de 12 UIl/L), duracion de la esterilidad

(menor de dos y menor de cuatro afios) y numero de tratamientos previos (131).

La progesterona basal y el tipo de analogo de la GnRH utilizado no mostraron asociacion
con la frecuencia de nacido vivo, mientras que si se observé para el uso de
anticonceptivo hormonal previo a la estimulacién (RR: 0,81; IC 95%: 0,73; 0,91;
p<0,001), aunque la asociacion independiente de dichas variables y de la frecuencia de

nacido ha sido sometida mas adelante a pruebas de analisis multivariado.
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La frecuencia de nacido vivo se asoci6 de forma inversa y esperable con la dosis inicial y
con el consumo final de FSH, puesto que las dosis elevadas de actividad FSH se usan
mas frecuentemente en pacientes con baja reserva ovarica y peor prondstico
gestacional. En las pacientes que recibieron dosis de actividad FSH de 300 Ul/dia o
mas, se registré un considerable descenso de la frecuencia de nacido vivo (RR: 0,63; IC
95%: 0,54; 0,74). La asociacion inversa entre el uso de LH y menor frecuencia de
gestacion puede entenderse en el mismo sentido, ya que su uso, predominantemente en
forma de LHr, se concentra en pacientes de edad avanzada. El dia de inicio del
antagonista GnRH y la duracién del tratamiento de estimulacion son otros dos factores
relacionados con la calidad de la respuesta ovarica a la estimulacion, y su asociacion

con la probabilidad de nacido vivo ha sido suficientemente establecida.

En cuanto a las variables de rendimiento de la estimulacién ovarica, el numero de
foliculos totales y maduros, asi como el numero de ovocitos totales y en metafase |l
determinaron diferencias significativas en la probabilidad de nacido vivo. Analogamente,
el numero de embriones evolutivos, de embriones de calidad, de embriones transferidos
y de embriones de calidad transferidos se relacionaron significativamente con la

probabilidad de obtener nacido vivo, como cabria esperar.

Asociacion entre covariables y progesterona

La edad de la paciente se asoci6é a diferencias en la distribucion de progesterona, de
forma que las pacientes mas jovenes presentan progesteronas significativamente mas
elevadas, asociacion que puede estar mediada por la mayor respuesta a la estimulacién
ovarica esperable en estas pacientes (33, 63, 75, 80, 132-134)

Otra variable con asociaciéon relevante con la EPP fue el recuento basal de foliculos
antrales, de forma que las pacientes con menos de 9 foliculos, en las que cabe esperar
una menor respuesta a la estimulacion, presentan valores mas bajos de progesterona
sérica final. Otro de los estimadores de reserva ovarica ampliamente utilizados, la FSH
basal, determiné diferencias significativas en la proporcién de gestaciones al comparar
pacientes con niveles normales (< 10-12 UI/L) con pacientes con FSH elevada, que
presentaron menores valores promedio de progesterona. Igualmente, la indicaciéon del
ciclo de FIV-TE por baja reserva y/o edad avanzada mostr6 asociacion en sentido

analogo al resto de la variables asociadas a reserva ovarica (135).

Se ha detectado una potente relacion entre la progesterona basal y la correspondiente al
final de la estimulacion, de forma que la primera permite incluso la estimacion del riesgo
de EPP por encima del umbral critico adoptado en nuestro estudio (1,66 ng/mL) con una
notable validez (Area bajo la curva ROC: 0,74; IC 95%: 0,69; 0,79; p<0,001). Esta
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asociacién, como han sugerido los estudios de Corti y Papaleo(86, 119), puede
constituirse en el principal estimador del riesgo de EPP superior al umbral de seguridad,
con un valor predictivo superior incluso a la dosis de FSHr administrada o al nivel de
estradiol. Este parametro, determinado antes del inicio de la estimulacion, podria resultar

especialmente util para la adopcion de medidas preventivas precoces.

Los ciclos en los que se utilizé antagonista GnRH y aquéllos en los que se anadio
actividad LH presentaron promedios de progesterona significativamente mas bajos que
los ciclos de agonista y los que se estimularon exclusivamente con actividad FSH. El
primer hallazgo es coherente con los resultados descritos por la mayor parte de los
estudios (16, 57, 63). El efecto protector de la accion LH sobre la EPP ha sido ya
descrito por varios autores, y corroborado por el metaanalisis de Hugues (57, 82, 90).
Conviene tener presente que en la cohorte estudiada se dio un franco predominio del
uso de LHr como fuente de LH, lo que haria aconsejable la comparacién de este
hallazgo con los de autores que hayan utilizado el mismo origen de LH. A pesar de ello,
los resultados obtenidos se orientan en la linea de los descritos por el metanalisis de
Hughes (57).

El incremento de la duracion de la estimulacién por encima de 8 dias, asi como los
niveles de estradiol sérico superior a 1624 pg/mL (mediana de la distribuciéon) han
mosyrado asociacion con la EPP. En concreto, el estradiol final esta fuertemente
correlacionado con la concentracion de progesterona al término de la estimulacién, y
dicha correlacion reconoce, excepcionalmente, una tendencia lineal directa. Se ha
afirmado que la relacion entre la produccidon de estradiol y progesterona obedeceria al
efecto de una causa comun que justificaria ambas producciones, y que estaria en
relacién con la magnitud de la reserva ovarica o con la intensidad de las estimulaciones
(24, 33). En la misma linea, el numero total de foliculos reclutados, y el de intermedios y
maduros, guarda una clara correlacion con la produccién de progesterna y su

concentracion al finalizar el ciclo.

La variable clinica que mejor expresa la intensidad de la respuesta ovarica a la
estimulacién es para la mayoria de los autores el nimero de ovocitos obtenidos (2).
Nuestros datos han hallado diferencias en los niveles medios de progesterona al
comparar las pacientes por nivel de respuesta a la estimulacion, de forma que se han
observado diferencias significativas entre respuestas normales y bajas, asi como entre
normales y elevadas, y por tanto son similares a los descritos con anterioridad (63, 65,
102).
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El numero de embriones disponibles en el dia de la transferencia, asi como la calidad de
los mismos, el numero de transferidos y su calidad han presentado asociacién con la
progesterona, cuya media se incrementa de forma no lineal a medida que se incrementa
el numero de embriones. La naturaleza de esta asociacion resulta clara, y expresa una

relaciéon derivada con la magnitud de la respuesta y con el numero de ovocitos.

El analisis bivariado del efecto de la EPP sobre la probabilidad de nacido vivo en funcion
del posible efecto de las covariables consideradas no reveld interaccidon ni confusion
generada por ninguna de ellas. En particular, el efecto de la EPP se mantuvo en todos
los estratos de respuesta a la estimulacion, y en los subgrupos de pacientes con y sin
actividad LH. La intensidad de este efecto en cada estrato no difirié lo suficiente como
para asumir la existenciade interacciones. La transferencia de embriones de calidad, el
numero de los mismos, y el niumero total de embriones de cualquier calidad transferidos
tampoco ejercieron efectos de confusion ni interaccion detectables, o que no se hizo
necesario estimar puntos de corte en la concentracién de progesterona especificos para

cada estrato.

El analisis multivariado realizado con finalidad explicativa ha identificado la EPP (>1,66
ng/mL) como variable asociada de forma independiente a la probabilidad de nacido vivo,
junto con la edad (> 37 afos), la dosis inicial de FSH (> 300 Ul/dia), el nUmero de
embriones transferidos (<2), la calidad de los embriones transferidos (al menos un A-B) y
la existencia de embriones para vitrificar. El nUmero de ovocitos y el uso de actividad LH,
asi como la progesterona basal, el tipo de analogo empleado y el estradiol del final de la
estimulacion no fueron identificadas por el analisis multivariado como factores
explicativos independientes, como parecia apuntar el analisis bivariado. Esta técnica de
analisis resulta el mejor instrumento para ajustar el efecto individualizado de cada
variable explicativa; dicho ajuste produce un descenso del valor de la OR de un 15%

respecto al obtenido sin ajustar.

Fortalezas y limitaciones del estudio

El diseno de cohortes, adoptado por el estudio, es el mas adecuado para evaluar una
asociacion causal a través de un enfoque observacional. El contraste unilateral de la una
diferencia de nacido vivo de al menos un 10%, con una probable ratio ente expuestos y
no expuestos de 5/95 determiné la necesidad de contar con una muestra de al menos
3500 pacientes, que tras correccion por pérdidas estimadas ascendid6 a 3675
observaciones. La muestra analizada consta de 3781 ciclos de tratamiento, y permitié
realizar contrastes estadisticos con una potencia minima del 80% respecto al objetivo

principal.
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Otra de las virtudes del estudio es el elevado numero de covariables relevantes
consideradas, con el objeto de mejorar el control de sesgos respecto a estudios similares
previamente publicados. Mediante técnicas de analisis multivariado, se ha analizado las
variables que contribuyen con la progesterona a explicar la variabilidad del evento
‘nacido vivo’, empleando un procedimiento de seleccién de las variables candidatas a
formar parte del modelo explicativo final mediante estimacién objetiva de su contribucién

a la cocausalidad.

Los ciclos de tratamiento que han constituido el material de observacién han sido
realizados a lo largo de todo el periodo de retrospeccién en un unico centro asistencial,
lo que reduce las fuentes de heterogeneidad. Por otro lado, al no tratarse de un
subanalisis de un estudio prospectivo de intervencién, el perfil de las pacientes se

asemeja mas a las caracteristicas de la poblacion general asistida.

La seleccién de la concentracién final de progesterona sérica en el dia de la HCG fue
posible, por la existencia de datos al respecto en la inmensa mayoria de los ciclos. Su
consistencia fue valorada a priori como alta, considerando que todas las determnaciones
fueron realizadas en el mismo centro, y a través de sistemas de analisis automatizado
que emplean sistemas de reactivos con parametros de sensibilidad y reproducibilidad

adecuados para la practica clinica.

En relacién con la variable de resultado, la eleccion de la frecuencia de nacido vivo
pretende estimar el impacto de la EPP sobre la variable de resultado con mas

importancia clinica.

Las limitaciones del estudio que se juzgan mas relevantes son las relacionadas con su
caracter retrospectivo, con la posibilidad de que el control de sesgos pudiera haber sido

mejorado, y con las pérdidas de informacion relativas a los datos del estudio.

Por otro lado, las condiciones de practica clinica en las que se ha desarrollado la
aplicacion de los tratamientos objeto de analisis han limitado la frecuencia de
observaciones relativas a ciertas categorias, como los ciclos con transferencia de
blastocistos (56 durante el periodo de estudio) o el escaso uso de ciertos preparados

hormonales, que no han podido ser objeto de analisis especificos.

La relacién coste/efectividad de la determinaciéon de la progesterona sérica al final de la
estimulacion no ha sido objetivo del presente estudio. No obstante, la seleccién de un del

percentil 97 en la distribuciéon de progesterona como punto de corte critico tendra como
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consecuencia que la frecuencia de la exposicion sera, por definicion, del 3%.
Considerando que el NNH estimado por el estudio esta entre 7 y 8 (inverso de diferencia
de probabilidades de 0,13), por cada 1000 ciclos de FIV-TE realizados solo 30
resultarian expuestos a progesterona elevada en rango nocivo, por lo que el efecto
global seria la pérdida de 4 nacidos vivos.
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CONCLUSIONES

La elevacién precoz de la progesterona durante la estimulacion ovarica en ciclos de
FIV-TE reduce la frecuencia de nacido vivo, y se asocia a menor frecuencia de
nacido vivo, gestacion clinica e implantacion embrionaria, segun una relacién que no

guarda una proporcionalidad dosis/respuesta de patron lineal.

La elevacion precoz de la progesterona no se asocia a mayor frecuencia de aborto

espontaneo.

La edad de las pacientes, el nUmero de ovocitos obtenido mediante la estimulacion,
y la exposicién a preparados con accién LH durante la misma no modifican el efecto

de la elevacién precoz de progesterona sobre la frecuencia de nacido vivo.

El efecto de la elevacidon precoz de progesterona sobre la probabilidad de nacido
vivo es independiente del ejercido por la edad de la paciente, la dosis de FSH
utilizada, el numero de embriones transferidos, la calidad de los mismos y de la

existencia de embriones para criopreservar.
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