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COMPARACION DE LAS TASAS DE BLASTOCISTOS EUPLOIDES Y
ANEUPLOIDES ENTRE FASES FOLICULAR Y LUTEA EN CICLOS DE
DUOSTIM

Objetivo: Comparar la tasa de embriones euploides y aneuploides en la fase

folicular y latea de ciclos de estimulacion ovarica utilizando protocolos de DuoStim.

Antecedentes: El DuoStim es un protocolo de estimulacion ovarica en donde se
estimula al ovario durante la fase folicular y en la fase lGtea. Esto permite recuperar
mayor cantidad de ovocitos en menos tiempo. El PGT-A es una prueba que analiza
embriones para detectar aneuploidias, mejorando las tasas de implantacion y
reduciendo abortos espontaneos.

Material y métodos: Se llevd a cabo un estudio transversal, retrospectivo y
observacional, de enero de 2018 a diciembre de 2023 en Gestare Star Medica. Se
incluyeron pacientes con baja reserva ovarica que fueron estimuladas utilizando el
protocolos de DuoStim. Una vez desarrollados los blastocistos en los dias 5y 6, se

realizaron biopsias del trofoectodermo para llevar a cabo el PGT-A.

Resultados: Se estudiaron un total de 21 pacientes. Se obtuvieron 155 ovocitos en
la fase Iutea y 168 en la fase folicular. Los ovocitos Ml fueron 114 en la fase folicular
y 107 en la fase latea. En cuanto a los embriones euploides, se formaron 3 en la
fase folicular y 16 en la fase Iutea, lo que resulté en una tasa de embriones euploides

del 28% en la fase lutea y del 6.25% en la fase folicular, con un valor p de 0.002.

Conclusiones: La tasa de blastocistos euploides formados la fase Iutea fue mayor

que en fase folicular.

Palabras clave: Infertilidad, estimulacion ovarica, fertilizacion in vitro, reproduccion,

cromosomas.



COMPARISON OF THE RATES OF EUPLOID AND ANEUPLOID BLASTOCYST
BETWEEN FOLLICULAR AND LUTIAL PHASES IN DUOSTIM CYCLES

Objective: To compare the rate of euploid and aneuploid embryos in the follicular

and luteal phases of ovarian stimulation cycles using the DuoStim protocol.

Background: DuoStim is an ovarian stimulation protocol where the ovary is
stimulated during the follicular phase and the luteal phase. This allows for the
recovery of a greater number of oocytes in less time. PGT-A is a test that analyzes
embryos to detect aneuploidies, improving implantation rates and reducing

spontaneous abortions.

Materials and methods: A cross-sectional, retrospective, and observational study
was conducted from January 2018 to December 2023 at Gestare Star Medica.
Patients with low ovarian reserve who were stimulated using the DuoStim protocols
were included. Once the blastocysts were developed on days 5 and 6,

trophectoderm biopsies were performed to carry out PGT-A.

Results: A total of 21 patients were studied. 155 oocytes were obtained in the luteal
phase and 168 in the follicular phase. The MIl oocytes were 114 in the follicular
phase and 107 in the luteal phase. Regarding euploid embryos, 3 were formed in
the follicular phase and 16 in the luteal phase, resulting in a euploid embryo rate of

28% in the luteal phase and 6.25% in the follicular phase, with a p-value of 0.002.

Conclusions: The rate of euploid blastocysts formed in the luteal phase was higher

than in the follicular phase.

Keywords: Infertility, ovarian stimulation, in vitro fertilization, reproduction,

chromosomes.
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MARCO TEORICO

La infertilidad se define por el Colegio Americano de Obstetras y Ginecélogos como
la imposibilidad de concebir dentro de los 12 meses posteriores a la relacion sexual
sin anticoncepcion en mujeres menores de 35 afios o dentro de los 6 meses en
mujeres mayores de 35 afios.!

Se estima que la infertilidad afecta entre el 8 y el 12% de las parejas en edad
reproductiva en todo el mundo, y el 9% se cita actualmente como el promedio global.
Sin embargo, en algunas regiones del mundo, las tasas de infertilidad son mucho
mas altas, alcanzando el 30% en algunas poblaciones.?.

Esto es especialmente cierto en varias regiones de alta prevalencia de infertilidad,
incluido el sur de Asia, Africa subsahariana, Oriente Medio y Africa del Norte, Centro
y Europa del Este y Asia Central.? En México se ha estimado que existen 1.5

millones de parejas con infertilidad.®

Tabla 1. Causas frecuentes de esterilidad*

Alteraciones de la ovulacion:

* Alteraciones en el metabolismo de la tiroides
* Hiperprolactinemia

» Causas hipotalamo-hipofisarias

* Falla ovérico

» Sindrome de ovario poliquistico

Alteracion en la espermiogénesis:

* Factores endocrinolégicos o metabdlicos
* Infecciones

* Alteraciones anatémicas

» Causas hipotalamo-hipofisarias

Relacionados con la fecundacion:
» Causas tubaricas o uterinas mecanicas secundarias a procesos

inflamatorios o infecciosos (adherencias, estenosis cervicales, estenosis
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tubaricas)
* Alteraciones inmunoldgicas
* Anomalias anatémicas congénitas (agenesia de vagina, sindrome de

Rokitansky, etc.).

Causas relacionadas con la implantacion del embrion:
* Anomalias anatémicas en la cavidad endometrial (cicatrices de legrados u
otras cirugias previas, miomas submucosos, poélipos endometriales).

 Alteraciones en el microambiente endometrial

Cuando se sospecha un problema de esterilidad o infertilidad, es necesario
comenzar con una evaluacion exhaustiva, que en el caso de la mujer debe incluir
un analisis completo de su historial menstrual, antecedentes de enfermedades, uso
de medicamentos, experiencias de embarazos anteriores, consumo de sustancias

y frecuencia de las relaciones sexuales.*

La evaluacién médica debe incluir historia médica, examen fisico, pruebas de
laboratorio y estudios de gabinete segun sea el caso. También es necesario evaluar
la funcién ovarica, la reserva ovérica, la permeabilidad tubérica, asi como investigar
enfermedades subyacentes.® En la pareja también se debe hacer un protocolo de
estudio en donde se puedan identificar anormalidades con los espermatozoides,

alteraciones endocrinas o alteraciones anatomicas.”’

Ademas, es considerar factores fundamentales como los antecedentes médicos,
hormonales y genéticos para determinar el enfoque méas adecuado. Dependiendo
de la causa subyacente, los tratamientos pueden incluir cambios en el estilo de vida,
medicamentos hormonales o procedimientos mas avanzados, como la inseminacion
intrauterina (11U) o la fertilizacion in vitro (FIV). La deteccidon y el manejo oportunos
pueden mejorar significativamente las tasas de éxito en la concepciéon->6

El abordaje terapéutico puede implicar la estimulacién de la ovulacién mediante el

uso de farmacos como el citrato de clomifeno, letrozol o gonadotropinas.®



Fertilizacién in vitro

La fertilizacion in vitro (FIV) consiste en la obtencion de gametos femeninos y
masculinos. Es un procedimiento complejo que consta de varias etapas,
comenzando con la estimulacion ovérica, la captura de ovocitos, su fertilizacion y

finalmente, la transferencia de embriones.®

Los pasos son los siguientes:®
1. Se lleva a cabo una estimulacion ovarica para incrementar la cantidad de
ovocitos maduros que se extraeran y fecundaran.®
2. Se realiza una puncion y aspiracion folicular, guiada por ultrasonido
transvaginal, generalmente en un quir6fano y bajo sedacion para minimizar
las molestias de la paciente. °
3. Se obtiene una muestra de espermatozoides y se prepara segun el método
de FIVo ICSI.?®
4. En el caso de FIV, se colocan los 6vulos maduros en gotas de semen para
imitar el proceso de fecundacion natural en una placa de cultivo; en el caso
de ICSI, se introduce un espermatozoide seleccionado dentro de un 6vulo
maduro. °
5. Se cultivan los embriones hasta el dia 5 0 6, momento en el que alcanzan
la etapa de blastocisto. °
6. Se realiza la transferencia embrionaria (TE) y se congelan los embriones
sobrantes. Se prepara el Utero para asegurar que el endometrio tenga el

grosor y patréon adecuados para recibir el embrién y facilitar el embarazo. °
Estimulacion ovérica
Existen diferentes medicamentos que nos ayudan a estimular al ovario. La

estimulacién debe ser suficientemente fuerte como para obtener un maximo de

ovocitos maduros.10
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El citrato de clomifeno es uno de los tratamientos mas utilizados; este medicamento
se une a los receptores de estrogéno causando una depresion, lo que condiciona
un feedback negativo en el hipotalamo, lo que provoca una mayor liberacion de
GnRH vy, por tanto, un aumento de gonadotropinas. Esto es especialmente util en
pacientes con ciclos anaovulatorios.'?14

Las gonadotropinas exégenas se han empleado durante casi cinco décadas para
inducir la ovulacién en mujeres con deficiencia de estas hormonas o en aquellas
que no responden a tratamientos mas simples. Aunque son altamente efectivas, su
uso implica un costo elevado y riesgos significativos, como el embarazo multiple y
el sindrome de hiperestimulacién ovarica.34

Durante casi 30 afios, las unicas gonadotropinas exogenas disponibles fueron las
gonadotropinas menopausicas humanas (GMh, menotropinas), un extracto
preparado a partir de la orina de mujeres posmenopausicas que contiene cantidades
equivalentes (75 Ul) de FSH y LH por vial, y que requiere inyeccion intramuscular.
Hace unos 25 afios, comenzaron a desarrollarse preparados urinarios mas
purificados de FSH, como la urofolitropina, mediante la eliminacién de la LH de los
extractos urinarios. Esto se logré utilizando columnas de inmunoafinidad con
anticuerpos policlonales, y hace mas de 20 anos que se consiguio la produccion in
vitro de FSH humana recombinante mediante genotecnologia.t?1314

La FSH participa en el reclutamiento, la maduracion y la rotura folicular, mientras
que la LH actia en las fases finales de maduracion, rotura folicular y transformacion
del foliculo roto en el cuerpo luteo. La FSH activa la aromatasa de las células de la
granulosa mientras que la LH estimula la produccién de andrégenos por las células
tecales.*?

Corifolitropina alfa se caracteriza por su vida media larga y la capacidad de
mantener concentraciones séricas adecuadas durante un tiempo prolongado.
También existen farmacos que ayudan a desencadenar la ovulacién como son la
gonadotropina coridnica humana que se utiliza para simular el pico de LH y
desencadenar la ovulacion en ciclos naturales y estimulados con gonadotropinas

exoégenas una vez que el desarrollo folicular alcanza la madurez.314



Otro tipo de medicamentos utilizados para los protocolos de estimulacion ovarica
son los analogos de la hormona liberadora de gonadotropinas, que son los
agonistas de la GnRH y los antagonistas de la GhnRH, que se emplean para inhibir
el pico de LH endégena que puede desencadenar la ovulacion.'® Los agonistas de
la GnRH tienen mayor afinidad que la GnRH natural, actian aumentando de manera
inicial la liberacion de la FSH y LH enddgenas hipofisiarias, causando un efecto flare
up, produciendo una regulacion a la baja o desensibilizacion de los receptores
GnRH hipofisiarios en 10 dias aproximadamente. Los antagonistas de la GnRH se
unen al receptor de GnRH, bloqueando y provocando la supresion hipofisiaria en el

transcurso de unas horas.1?

Diagnostico genetico preimplatacional

Las pruebas genéticas preimplantacionales (PGT) consisten en realizar una biopsia
a un embridon en sus primeras etapas, obtenido mediante técnicas de reproducciéon
asistida como la fecundacion in vitro o la inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSl), para luego analizar su composicion genética antes de la
implantacion.t> 16

La PGT se aplico por primera vez en la practica clinica en 1990, cuando se emple6
para seleccionar embriones de sexo femenino en dos parejas con riesgo conocido

de transmitir una enfermedad asociada al cromosoma X.18

Existen diferentes indicaciones como:1°:16

Mujeres de 38 afios 0 mas.

e Historial de dos 0 méas abortos espontaneos.

e Multiples intentos fallidos de fecundacion in vitro (dos o mas ciclos).

e Alteraciones severas en los parametros del semen, que pueden indicar un
alto numero de espermatozoides con anomalias cromosémicas.

e Antecedentes de embarazos con alteraciones cromosomicas.

e Parejas portadoras de anomalias en los cromosomas sexuales (X e Y).



Se puede realizar biopsia del cuerpo polar, también se puede realizar biopsia en
etapa de clivaje en donde el ovocito fertilizado se divide en numerosas células
nucleadas llamadas blastomeros, y la mas utlizada actualmente es la biopsia del
trofoectodermo; en donde se implica tomar una biopsia del trofoectodermo de un
blastocisto en el dia 5 a 7 del embrion. Se relaiza haciendo una abertura en la zona
pelicida con un laser, seguido de una aspiracion de células usando una
micropipeta.® Existen diferentes tipos de estudios de diagnoéstico

preimplatacional:1®

PGT-A: Deteccion de Aneuploidias: Este estudio permite identificar si los embriones
presentan un namero anormal de cromosomas, es decir, si hay cromosomas

adicionales o ausentes.16

PGT-M:Prueba para Enfermedades Monogénicas: Detecta mutaciones en genes
especificos responsables de enfermedades monogénicas, causadas por un solo
gen. Se aplica cuando uno o ambos progenitores son portadores de una
enfermedad genética hereditaria.'® Consiste en el andlisis de variantes patégenas
o potencialmente patdogenas en el ADN nuclear que provocan enfermedades
monogénicas. Estas variantes pueden heredarse siguiendo patrones autosémicos
dominantes, autosémicos recesivos o ligados al cromosoma X. Esta prueba esta
dirigida a parejas con riesgo de transmitir una condicion genética, permitiendo
evaluar los embriones y seleccionar Unicamente aquellos no afectados para su
transferencia. El PGT-M puede aplicarse a cualquier trastorno monogénico cuya
causa genética haya sido identificad.*®

PGT-SR Prueba para Reordenamientos Estructurales: Identifica alteraciones en
la estructura de los cromosomas, como inversiones, translocaciones y deleciones.
Los reordenamientos cromosOmicos estructurales pueden incluir translocaciones
reciprocas, translocaciones robertsonianas, asi como deleciones, duplicaciones e

inversiones.1516



PGT para compatibilidad de antigenos leucocitarios humanos (PT-HLA): ElI PGT-
HLA permite seleccionar embriones para crear un hermano compatible con el HLA
de un nifio existente que necesite un trasplante de células madre hematopoyéticas.
Esta técnica es util en afecciones como la beta-talasemia, el sindrome de
inmunodeficiencia congénita grave, la anemia de Fanconi y las neoplasias

hematolégicas.®

PGT para trastornos poligénicos (PGT-P):Es para la seleccion de embriones con el
objetivo de reducir el riesgo de trastornos poligénicos, como la diabetes tipo 1, las

enfermedades cardiacas y el cancer.'®

PGT para ADN mitocondrial (PGT-mtDNA):Se dirigen especificamente al ADN
mitocondrial (MtADN) dentro de los embriones. Se utiliza tipicamente en casos en
los que existe un riesgo de transmitir enfermedades del ADN mitocondrial de la

madre a la descendencia.l®

La aneuploidia es la alteracién genética mas comun en los embriones humanos.
Diversos estudios han sugerido que las anomalias cromosomicas estan presentes
en muchos casos de abortos espontaneos durante el primer trimestre. La frecuencia
de estas alteraciones disminuye en la etapa periimplantacional; mientras que en los
recién nacidos vivos la incidencia es del 0.6%, esta se multiplica por diez (6%) en
los mortinatos y por cien (60%) en los abortos espontaneos.’

En parejas con cariotipos normales, las trisomias autosomicas son las anomalias
mas frecuentes en los abortos espontaneos, representando el 75.9% de los casos.
Les siguen en prevalencia la monosomia X (11.4%), la triploidia (6.3%) y la
tetraploidia (3.8%). La trisomia del cromosoma 16 es la mas comun, seguida por las
trisomias de los cromosomas 22 y 21. Estudios recientes han identificado una alta
incidencia de trisomia 15, mientras que otras trisomias autosomicas relevantes,
como las que afectan a los cromosomas 13 y 18, son menos frecuentes. Es

importante sefialar que, aunque las monosomias autosdomicas ocurren con la misma
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frecuencia que las trisomias, rara vez se detectan, lo que sugiere que pueden
provocar la detencién del desarrollo embrionario o fallos en la implantacién.t’

La mayoria de las no disyunciones se origina durante la meiosis materna, que se
correlaciona con la edad de la madre. Entre los errores maternos el 75% se

encuentra en meiosis | y el 25% en meiosis I1.1’

Edad materna avanzada

La edad materna avanzada es la raz6n mas frecuente para realizar el PGT-A, ya
gue influye significativamente en la incidencia de aneuploidias. La incorporacion de
tecnologias capaces de analizar todos los cromosomas en biopsias de
trofectodermo ha optimizado los resultados clinicos del PGT-A, especialmente en
mujeres de 35 afilos 0 mas mejorando asi la tasa de recién nacidos vivos. ’ El riesgo
de aborto y la prevalencia de ovocitos aneuploides son relativamente bajos y apenas
varian hasta los 35 afos; luego de forma progresiva se elevan hasta alcanzar mas

del 70 % después de los 40 afios.'4

En resumen, los datos acumulados senalan claramente que la causa principal de la
disminucién, dependiente de la edad, de la capacidad de fecundacion y del aumento
de la incidencia de abortos, es una prevalencia creciente de aneuploidia en los

ovocitos envejecidos.'*
Reserva ovarica

La funcién ovaérica esta determinada por el nUmero de ovocitos contenidos en los
foliculos primordiales. Durante la gestacion, las mujeres tienen entre 5y 7 millones
de ovocitos a la semana 20 de embarazo. Al nacer, esta cifra disminuye a
aproximadamente 500,000, y sigue reduciéndose a razon de unos 1,000 por mes,
con una ovulacion aproximada de 400 a 500 veces a lo largo de la vida. Al llegar a
la menopausia, se estima que quedan alrededor de 1,000 ovocitos en los

ovarios.1213
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La reserva ovarica (RO) puede evaluarse considerando varios factores, como la
edad de la mujer, su historial reproductivo y su respuesta previa al tratamiento para
inducir la ovulacién. En mujeres de edad reproductiva avanzada, se observa una
menor cantidad de 6vulos y embriones con menor capacidad de implantacion. Esta
reduccion en la calidad de los 6vulos se asocia con un aumento en la incidencia de

aneuploidias, asi como monosomias y trisomias. 1213

Varios factores estan vinculados con la disminucion de la reserva ovarica, como
cirugias en los ovarios, tratamientos oncoldgicos que incluyen quimioterapia y
radioterapia. Estos factores suelen predecir una baja respuesta al estimulo
ovulatorio. El andlisis de ciclos previos de estimulacion para fertilizacion in vitro
proporciona informacién clave para evaluar la RO y la futura respuesta ovulatoria.
Diversos aspectos de la vida de la mujer estan relacionados con la disminucion de
la RO, como la edad, el tabaquismo, las cirugias en los ovarios, y los tratamientos
oncologicos. Estos factores estan asociados con un prondstico reproductivo
desfavorable y una baja respuesta al estimulo ovulatorio en los ciclos de tratamiento
de RO. 1213

Existen diferentes métodos para evaluar la RO, que incluyen enfoques histoldgicos,
basales, dinAmicos y ultrasonograficos, aunque algunos han quedado en desuso.
La disminucion en la cantidad o calidad de los 6vulos, asi como las alteraciones en
la foliculogénesis, la ovulacién, la funcion del cuerpo lateo y en la produccion de
hormonas esteroideas y no esteroideas, son causas comunes de infertilidad de

origen ovarico. 1213

Falla ovérica prematura

La falla ovéarica prematura es una afeccion heterogénea que afecta al 1% de las
mujeres en edad reproductiva y se define por niveles elevados de gonadotropinas,
incluida la FSH, y menstruacion irregular o ausente antes de los 40 afios.'® La
mayoria de las causas se han asociado a genes del cromosoma X esenciales para

el funcionamiento ovarico normal. Entre las principales causas se incluyen
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alteraciones genéticas como el sindrome de Turner, el sindrome del X fragil,
mutaciones en el gen BRCA entre otras, alteraciones en los genes de
gonadotropinas y sus receptores, asi como causas iatrogénicas, como
intervenciones quirdrgicas, quimioterapia y radioterapia. También existen patologias
autoinmunitarias como la enfermedad de Addison, que se vinculan con ciertos

grados de falla ovarica prematura.>?°

La evaluacién de estas pacientes se realiza principalmente a través de la historia
clinica, la exploracion fisica se deben buscar signos de carencia estrogénica como
inestabilidad vasomotora o cambios en el estado de animo. Se puede observar
sequedad vaginal, origen frecuente de dispareunias, el ultrasonido pélvico, en el
que se realiza el recuento de los foliculos antrales, y la determinacion sérica de la
hormona antimilleriana. Esta glucoproteina es secretada por las células de la
granulosa de los foliculos preantrales y esta directamente relacionada con el
namero de foliculos presentes en el ovario. También se mide la FSH, cuyo valor
superior a 20 puede predecir una falla ovarica y LH que tambien suele estar
aumentada. Las mediciones mas importantes para determinar la pérdida de la
funcién ovérica son la hormona antimulleriana y el conteo folicular por ultrasonido.
El recuento de foliculos en la fase folicular temprana ha mostrado una buena
correlacién con la edad; un recuento bajo, inferior a 6 foliculos antrales en ambos
ovarios, junto con un volumen ovarico menor de 3 mL, puede predecir una baja

respuesta ovarica.18 20

Protocolos de duostim

El desarrollo folicular es el proceso continuo de crecimiento y regresion de los
foliculos ovaricos, que permite que algunos foliculos alcancen su desarrollo
completo, mientras que otros se atresian'*. El modelo tradicional de desarrollo
folicular en el ciclo menstrual ha experimentado un cambio importante. Ya no se
considera que solo se desarrolle una unica cohorte de foliculos, sino que se

reconoce la existencia de varias "oleadas" o cohortes de desarrollo folicular a lo

10
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largo del ciclo. En este contexto, los foliculos de menor tamafio que no estan
sincronizados con el resto de la cohorte, y que se detectan al final del monitoreo de
la estimulacion ovarica controlada (EOC) antes de la ovulacion, podrian pertenecer

a diferentes oleadas foliculares.?!

El estudio de estas oleadas ha sido realizado en diversas especies (vacas, cabras,
ovejas, entre otras). En estas especies, el desarrollo folicular ocurre en forma de
olas, por ejemplo, en las vacas se presentan dos o tres olas de crecimiento folicular.
Cada una de estas fases incluye etapas de reclutamiento, seleccion y dominancia.
Tanto la primera como la segunda y tercera oleada van precedidas por un aumento

en los niveles séricos de FSH.22:27

En seres humanos, investigaciones mas recientes han demostrado que no es una
sola cohorte de foliculos la que se desarrolla a lo largo del ciclo, sino que existen
varias oleadas o cohortes de foliculos que se desarrollan de manera asincrona.
Durante el ciclo, algunas cohortes mas pequefias de foliculos, que se encuentran
en las primeras etapas de desarrollo, pueden no llegar a ovular, pero aun asi
contribuyen al proceso general de maduracion ovérica y desempefian un papel
importante en la seleccién de los foliculos dominantes.?3:24.27

El protocolo DuoStim se emplea cominmente en pacientes con baja reserva. No
obstante, recientemente se ha sugerido su aplicacién también en pacientes que
necesitan la congelacién electiva de ovocitos o embriones, con el fin de optimizar la
cantidad de gametos o embriones obtenidos durante un ciclo menstrual.?®

DuoStim ofrece la posibilidad de obtener mas ovocitos en un solo ciclo menstrual al
estimular los ovarios en dos fases: primero durante la fase folicular y luego en la
fase lutea, unos dias después de la recuperacién de los ovocitos. Esta estrategia
solo es adecuada para pacientes en las que no se contempla una transferencia de
embriones en fresco.?®

Segun los datos limitados disponibles, la estimulacion en la fase lutea (LP) no
parece generar una tasa elevada de anomalias al nacer. En un estudio comparativo

realizado en un namero reducido de programas de donacion de ovocitos, estudios

11
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no han encontrado diferencias significativas entre la estimulacion en la fase folicular
(FP) y en la fase Iutea (LP) en cuanto a los resultados, incluyendo las tasas de
fertilizaciéon, embarazo e implantacion.?®

El protocolo comienza con un pretratamiento a base de priming con valerato de
estradiol (4 mg/dia) a partir del dia 21 del ciclo menstrual previo, con el objetivo de
sincronizar y coordinar el crecimiento folicular. Entre los dias 2 y 3 del ciclo
menstrual, se realiza una ecografia transvaginal y una evaluacion basal de los
ovarios. En este punto, se suspende la administracion de estradiol y se inicia la
estimulacion ovarica con gonadotropinas.?”:28

El desarrollo folicular se monitorea inicialmente en el dia 5 y posteriormente cada 2-
3 dias, segun la evolucién de la respuesta ovarica. Cuando se identifica un foliculo
dominante de 213-14 mm de didmetro, se introduce un antagonista de GnRH de
forma diaria, hasta la administracion de un desencadenante de la ovulaciom. Una
vez administrado el desencadenante de la ovulacion, la puncion folicular se
programa 36 horas después. 28

Entre 3y 7 dias tras la primera recuperacion ovocitaria, se inicia la estimulacién de
la fase litea mediante la administracién de gonadotropinas, generalmente entre los
dias 17 y 21 del ciclo. Al igual que en la fase folicular, se emplean analogos de
GnRH y desencadenantes de la ovulacion, finalizando la estimulacion de la fase

litea con una segunda puncién folicular; como se muestra en la siguiente figura.?®

Desencadenante de Desencadenante de
ovulacion ovulacion
Antagonista GnRH Antagonista GnRH Puncién
. Puncién folicular
Gonadotropinas folicular Gonadotropinas
|| | | |
Dias de descanso
Fase folicular Fase litea

Figural. Protocolo de estimulaciéon de DuoStim.23
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MARCO CONCEPTUAL

El aumento en la incidencia de la infertilidad se ha vinculado principalmente con la
postergacion voluntaria de la maternidad durante los afios de mayor fertilidad, lo
gue puede dificultar la concepcion en el futuro y generar complicaciones adicionales.
Asimismo, se ha observado una disminucion en la calidad del semen como otro
factor influyente.?®

Las técnicas de reproduccion asistida se han convertido en una solucion clave para
muchas parejas con problemas de fertilidad. En este contexto, la fecundacion in vitro
es el procedimiento mas eficaz. Desde el nacimiento de Louise Brown, el primer
bebé concebido mediante la transferencia de un Unico embrién al Gtero, mas de 8
millones de nifios han nacido gracias a estas tecnologias. Actualmente, se estima
que entre el 5% y el 8 % de los nacimientos anuales en Europa, y alrededor del 1,6
% en Estados Unidos, son resultado de estas técnicas.?%30

Inicialmente, la FIV se disefié para tratar la infertilidad de origen tubérico, pero con

el tiempo su aplicacion se ha extendido a diversas causas, tales como:*?

e Factor tubarico: Se presenta como consecuencia de enfermedades
inflamatorias pélvicas, cirugias previas, adherencias, endometriosis 0 una
ligadura de trompas.*?*3

e Endometriosis: Se recomienda la FIV en casos de endometriosis ovarica o
en formas severas con afectacion peritoneal. Esta condicion implica el
crecimiento anormal del tejido endometrial fuera del Utero, lo que puede
perjudicar la calidad de los 6vulos y la implantaciéon del embrién. 1213

e Baja reserva ovarica: Se refiere a la disminucién en la cantidad y calidad de
los 6vulos, lo que dificulta la concepcion. Es mas comdn en mujeres mayores
de 35 afios, aunque también puede presentarse en edades mas tempranas
debido a factores genéticos, hormonales, cirugias previas o habitos como el
tabaquismo. 1213

e Factor masculino: Incluye problemas en la produccion de espermatozoides,

como oligospermia (baja concentracién) o azoospermia (ausencia total), asi

13



como alteraciones en su movilidad o morfologia. También pueden influir
afecciones como varicocele, obstrucciones, infecciones o el envejecimiento.

e Esterilidad de causa desconocida: Se diagnostica cuando, a pesar de los
estudios médicos, no se identifica un motivo claro para la infertilidad. 1213

e Enfermedades genéticas: La FIV es recomendable en parejas con
antecedentes de enfermedades genéticas graves o portadores de
mutaciones hereditarias. A través del diagndstico genético preimplantacional
(DGP), es posible seleccionar embriones sin alteraciones antes de su

transferencia. 1213

Las mujeres que se someten a técnicas de reproduccion asistida reciben tratamiento
hormonal para estimular el desarrollo de mdltiples foliculos ovéricos en lugar de uno
solo, como ocurre en un ciclo menstrual natural. Una vez que los ovocitos alcanzan
la madurez, se extraen antes de la ovulacién para proceder con la FIV.3!

En la actualidad, el uso de la hormona foliculoestimulante (FSH) se ha optimizado
para aprovechar tanto la fase folicular como la fase Iutea del ciclo menstrual. Esto
ha permitido identificar foliculos preantrales en diferentes etapas del ciclo ovarico,
facilitando estrategias que maximizan la obtencion de évulos maduros en menos
tiempo y mejorando el aprovechamiento de la reserva ovarica.3?

Estudios previos han demostrado que los foliculos preantrales obtenidos en la fase
lutea pueden desarrollarse hasta la etapa de blastocisto euploide, dando lugar a
embarazos exitosos y nacimientos con un desarrollo adecuado hasta al menos tres
afos después. Estos hallazgos sugieren que la estimulacién ovérica en la fase lutea
puede ser una alternativa viable para pacientes con baja respuesta ovarica en la
fase folicular o en casos donde se requiera una preservacion urgente de la
fertilidad.3?

Reserva ovarica

La evaluacion de la reserva ovarica (RO) puede incluir factores como la edad de la
mujer, su historial reproductivo y su respuesta a tratamientos previos de

estimulacion ovulatoria. A medida que la mujer avanza en edad reproductiva, se
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observa una disminucion en la cantidad de 6vulos y en el potencial implantatorio de
los embriones obtenidos. Esta disminucion en la calidad de los 6vulos también esta
asociada con un mayor riesgo de aneuploidias, monosomias y trisomias.??

Los eventos relacionados con la reduccidén de la reserva ovéarica, como cirugias
ovaricas (como la ooforectomia, reseccion en cufia y cistectomias), y los
tratamientos oncoldgicos con quimioterapia y radioterapia, suelen predecir una baja
respuesta al estimulo ovulatorio. El andlisis de ciclos previos de estimulacion para
fertilizacion in vitro (FIV) proporciona informacion valiosa para evaluar la RO y la
futura respuesta a la estimulacién ovulatoria.33

Se han descrito diversas formas de evaluar la RO se realiza mediante una
combinacion de enfoques clinicos, hormonales y de imagen. A continuacion te

detallo los métodos mas utilizados:3

1. Historia clinica y factores de riesgo:

o Se consideran elementos como la edad de la paciente, su historial
reproductivo, intervenciones quirdrgicas en los ovarios, tratamientos
previos con quimioterapia o radioterapia, y el habito de fumar, ya que
estos factores pueden aumentar el riesgo de tener baja reserva
ovarica. 3*

2. Analisis de hormonas:

o Hormona antimilleriana (AMH): Es uno de los principales
indicadores de la reserva ovarica. Niveles bajos de AMH reflejan una
cantidad reducida de foliculos en los ovarios. 34

o Hormona foliculo estimulante (FSH): Se mide habitualmente al inicio
del ciclo menstrual (dia 3). Niveles elevados de FSH pueden indicar
gue los ovarios tienen una respuesta reducida, lo que podria sugerir
baja reserva ovarica. 34

o Estradiol: Un nivel alto de estradiol, combinado con una FSH

elevada, también puede ser indicativo de baja reserva ovarica. 34

15
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3. Ecografia transvaginal:

o Conteo de foliculos antrales (AFC): Se realiza una ecografia
transvaginal para contar los foliculos antrales en los ovarios. Si el
namero de foliculos es bajo (menos de 4 a 6), esto puede sefialar
una reserva ovarica reducida. 34

o Volumen ovérico: Un volumen ovarico disminuido también puede ser
un indicio de baja reserva. 3*

4. Test de respuesta ovarica:

o Prueba de estimulacion con FSH: Se administra FSH durante varios
dias y luego se observa como responden los ovarios, por ejemplo, a
través del numero de foliculos que se desarrollan. Una respuesta

baja puede indicar una reserva ovarica reducida. 34

Generalmente, el diagndstico de baja reserva ovarica se hace mediante la
combinacion de estos enfoques para obtener una evaluacién precisa del estado de

los ovarios. 34
Diagnostico genético para el screening de aneuploidias

El diagnéstico genético para el cribado de aneuploidias se ha convertido en una
herramienta importante, ya que la alta frecuencia de aneuploidias cromosémicas en
los gametos y embriones humanos es una de las principales causas de fallos en la
fertilizacion in vitro y abortos espontaneos. Aunque la tasa de aneuploidia aumenta
con la edad materna, puede afectar a cualquier mujer, sin importar su edad, raza o

etnia.3536

La edad materna avanzada (EMA) es el factor mas conocido que incrementa el
riesgo de aneuploidias en los embriones. En las ultimas dos décadas, el diagnostico
genético preimplantacional ha sido utilizado en el ambito de la fertilizacién in vitro
para detectar enfermedades monogénicas hereditarias de alta morbimortalidad y

para identificar translocaciones cromosémicas equilibradas.?®
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El diagnostico genético preimplantacional (DGP) se introdujo a finales de los afios
80 para ayudar a las parejas con riesgo de transmitir anomalias genéticas a sus
hijos. Desde mediados de los 90, esta tecnologia se ha utilizado como una
herramienta para seleccionar embriones en pacientes que se someten a fertilizacion
in vitro (FIV). 3334

Las pruebas genéticas preimplantacionales ayudan a reducir el riesgo de aborto
espontaneo o interrupcion del embarazo debido a fetos con anomalias genéticas o

cromosoémicas, seleccionando embriones euploides o no afectados. 3339

Existen tres métodos posibles para obtener ADN embrionario para las pruebas
genéticas preimplantacionales, todos los cuales requieren transferencia de gametos
asistida: 1) biopsia del cuerpo polar antes o en el momento de la fecundacion; 2)
biopsia de blastémeros en el tercer dia de desarrollo de embriones de entre seis y
ocho células; y 3) biopsia del trofoectodermo en blastocistos de entre 5y 6 dias. 3042

Biopsia de cuerpos polares

La biopsia de cuerpos polares permite conocer la carga genética del oocito después
de la primera y segunda division meidtica. El analisis de cada cuerpo polar refleja,
de manera similar, la informacion genética del 6vulo en cada fase de division celular.
Este procedimiento no afecta la capacidad del oocito para ser fertilizado ni la
viabilidad de los embriones resultantes. Entre sus ventajas destacan su baja
invasividad y el hecho de que se estudia material que naturalmente seria
descartado. Ademas, los resultados rapidos permiten realizar transferencias en

fresco.30
Biopsia de blastbmeros

La biopsia de blastdbmeros implica tomar una o dos células de un embridén de ocho
células, lo que permite evitar el nacimiento de productos anormales mediante la
seleccion de embriones genéticamente normales. Sin embargo, esta técnica ya no

se considera la mejor opcion, ya que puede reducir el potencial implantatorio del
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embrion, lo que la hace ineficaz para mejorar las tasas de embarazo y reducir las

tasas de aborto.30
Biopsia de trofoectodermo

La biopsia de trofoectodermo es la técnica de diagndstico genético mas utilizada en
la practica actual del diagnostico genético preimplantacional (PGT). Consiste en
tomar una biopsia del trofoectodermo de un blastocisto entre el dia cinco y siete
después de la recuperacion del ovocito. >4 Este procedimiento requiere un
embridlogo altamente capacitado, que debe crear una abertura en la zona pelucida,
generalmente con un laser, seguida de la aspiracidbn de células con una

micropipeta.3?
Indicaciones 30:40

e Edad materna avanzada

e Falla repetida de implantacion

e Abortos recurrentes

¢ Antecedentes familiares de enfermedades genéticas

e Factor masculino severo

Existen varios tipos diferentes de PGT: PGT para aneuploidia (PGT-A), PGT para
trastornos monogénicos (PGT-M), PGT para reordenamientos estructurales (PGT-
SR), PGT para compatibilidad de antigenos leucocitarios humanos (PT-HLA), PGT
para trastornos poligénicos (PGT-P) y PGT para ADN mitocondrial (PGT-mtDNA).3!

El PGT-A implica el analisis de los embriones para identificar aneuploidias, ya que
se ha determinado que estas son una de las principales causas de pérdida del
embarazo y fallos en la implantacion. Su objetivo es permitir la seleccién de
embriones euploides para la transferencia, reduciendo asi las probabilidades de
fallo en la implantacién o aborto espontaneo. Este enfoque es especialmente util

para mujeres con edad materna avanzada, ya que parece disminuir la probabilidad
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de aborto espontaneo. Los resultados potenciales que se pueden obtener de una
biopsia PGT-A son:3!

e Euploide (nimero normal de cromosomas)
e Aneuploide (nimero anormal de cromosomas)
e Mosaico (mezcla euploide y aneuploide)

e Sin resultado
Estimulacion ovarica

Desde su introduccion en la practica clinica en 1961, las gonadotropinas extraidas
de la orina de mujeres posmenopausicas, que tienen una proporcion especifica de
bioactividad de la hormona luteinizante a la hormona foliculo estimulante, han
jugado un papel fundamental en la induccién de la ovulacion. Tras su refinamiento

en 1996, la FSH humana recombinante ha estado disponible para su uso.?13

El objetivo de la estimulacion ovarica es inducir el desarrollo multifolicular en
técnicas de reproduccion asistida, lo que implica la administracién de medicamentos
a dosis altas. La estimulacion ovarica esta principalmente impulsada por la FSH,

que facilita el desarrollo folicular. 1213

Existen diversos medicamentos que se utilizan para llevar a cabo los diferentes

protocolos de estimulacién, tales como: 1213
Inductores de la ovulacién: 1213

e Citrato de clomifeno
e |nhibidores de la aromatasa
e Gonadotropinas urinarias

e Folitrofina

Supresores hipofisiarios que nos ayudan a evitar la aparicién del pico de LH

enddgena y asi evitar la ovulacion; 1213
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Analogos de la GnRH

o Agonistas
o Antagonistas

Desencadenantes de la ovulacion: 1213

Gonadotropina corionica humana

Agonistas de la GhRH

Lutropina

Existen diversos esquemas de estimulacion ovarica que utilizan agonistas de GnRH,

los cuales se diferencian segun el momento del ciclo en que se inician y su duracion.

12,13

Protocolo con agonistas de GnRH

Protocolo largo: Consiste en la administracion diaria subcutanea del agonista
de GnRH en el dia 21 del ciclo o siete dias antes de la proxima menstruacion.
Luego, la dosis se reduce a la mitad a partir del segundo o tercer dia del ciclo,
momento en el que se comienza a agregar FSH recombinante, FSHy LHR o
HMG en un régimen decreciente. Este proceso se continda hasta alcanzar el
numero deseado de foliculos de mas de 17 mm. Después, se administra hCG
y se programa la captura folicular 36 horas después. 1213

Protocolo corto: El agonista se comienza a administrar entre el primer y tercer
dia del ciclo, aprovechando el efecto flare-up. Las gonadotropinas pueden
administrarse simultaneamente uno o dos dias después de haber iniciado el
agonista. 1213

Protocolo ultracorto: En este esquema, el agonista solo se administra durante
los tres primeros dias del ciclo, y las gonadotropinas se introducen uno o dos

dias después de comenzar con el agonista. 1213

La respuesta ovarica al tratamiento con gonadotropinas se monitorea mediante

ecografia transvaginal para medir el diametro de los foliculos. Durante la fase
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folicular tardia, que generalmente se evalla cada dos o tres dias, el enfoque debe
estar en la identificacion de foliculos de tamafio intermedio. La hCG se administra
como desencadenante de la ovulacion el dia en que al menos un foliculo alcanza la
madurez. Los criterios para considerar un foliculo maduro son un diametro de 18
mm y/o una concentracion sérica de estradiol de 150 a 200 pg/ml por cada foliculo

dominante. 1213
Duo stim

En cada ciclo menstrual, varios foliculos inician su desarrollo, aumentando el
namero de células epiteliales que rodean el oocito y formando en algunos una
cavidad llena de liquido folicular. Sin embargo, solo uno de estos foliculos alcanza
la madurez completa para convertirse en un foliculo de De Graaf. Este foliculo
maduro, al romperse, libera el ovocito, que es captado por las fimbrias de la trompa
ipsilateral y transportado al Gtero. Tras la ruptura del foliculo, los restos
hemorragicos dan lugar al cuerpo lateo, responsable de la secrecién hormonal en
la segunda fase del ciclo. El nimero de foliculos que inician su crecimiento depende
probablemente del tamafio del "pool" residual de foliculos inactivos. En el
reclutamiento folicular, las gonadotropinas juegan un papel esencial, requiriendo

niveles elevados de FSH junto con niveles adecuados de LH.?3

La teoria de las "olas" sugiere que durante cada ciclo ovarico se reclutan dos o tres
cohortes de foliculos antrales. Este fenomeno se ha observado en diversas
especies, incluyendo ganado, caballos, ovejas, cabras y primates. En 2003,
Baerwald et al., a partir de estudios ultrasonograficos, informaron sobre dos o tres
ondas de desarrollo folicular en mujeres sanas durante el periodo intraovulatorio.
Propusieron que los foliculos desarrollados en la fase Iitea podrian tener el
potencial de ovular en presencia de un pico de LH, lo que abrié nuevas posibilidades
para la estimulacién ovarica, aunque esta teoria fue recibida con escepticismo y ha

sido descartada en los afios posteriores.?®

La estrategia DuoStim consiste en dos estimulaciones consecutivas dentro del

mismo ciclo menstrual: una en la fase folicular (FPS) y otra en la fase Ilutea (LPS).
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Esta estrategia parece ser particularmente util para obtener un mayor numero de

ovocitos y blastocistos en ciclos de mujeres con baja respuesta.*?

El protocolo DuoStim podria ser una alternativa para este grupo de pacientes,
permitiendo obtener mas ovocitos en menos tiempo, aumentando el nimero de
embriones biopsiados y, posiblemente, reduciendo el intervalo para lograr un
embarazo exitoso. Tradicionalmente, se pensaba que el desarrollo folicular solo
ocurria durante la fase folicular, pero nuevos datos han demostrado que varias
oleadas de desarrollo folicular pueden ocurrir dentro del mismo ciclo menstrual,
incluso en la fase lutea. Algunos estudios sugieren que los foliculos desarrollados
en la fase Ilutea pueden tener un potencial de ovulacion similar a los de la fase

folicular, lo que ofrece nuevas perspectivas para la estimulacion ovarica.*344

El protocolo DuoStim se implementa con una estimulacién en la fase folicular a partir
del segundo dia del ciclo y otra en la fase lUtea, iniciando 5 dias después de la
primera puncion ovarica. Este enfoque solo es aplicable a pacientes en las que no

se prevé la transferencia de embriones en fresco. 4344

La estimulacion de la fase lutea se basa en un modelo de foliculogénesis “en forma
de onda”, donde pueden surgir multiples ondas de foliculos antrales a lo largo del
ciclo, incluso en la fase lutea. Inicialmente, la LPS se utilizé en el contexto de la
preservacion de la fertilidad en pacientes con diagnéstico de cancer para evitar el
retraso en el inicio de la quimioterapia, ya sea como una LPS aislada o como parte
de una estimulacién ovarica doble, donde una estimulacion de la fase folicular se
sigue de una LPS. En estos casos, la LPS resulté en la recuperacion de ovocitos

maduros y competentes, con desarrollo de embriones viables.?3

Un estudio clave, realizado por Suiiol et al., comparé la produccion de ovocitos entre
FPS convencional y LPS en pacientes con respuesta subdptima. Utilizando un
disefio de estudio cruzado en el que las dos estimulaciones se separaron por un
periodo de 45 dias a 6 meses, encontraron que la LPS no aumento

significativamente el nimero de ovocitos recuperados en comparacion con FPS.4?
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En ambos casos, la recuperacién promedio fue de aproximadamente siete ovocitos
totales y cinco maduros, sin diferencias significativas en los resultados secundarios
como la duracion de la estimulacion, la dosis de gonadotropinas, la fertilizacion, los

niveles de estradiol o el costo del ciclo. 42

En el caso de pacientes con diagnostico de cancer, donde las opciones son
limitadas, el DuoStim puede ser una estrategia viable. Sin embargo, para pacientes
con respuesta subdptima, se esperan mas investigaciones para determinar cual es

el mejor enfoque para maximizar la cantidad de ovocitos recuperados.*?

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La infertilidad es un problema en la sociedad actual y los tratamientos de fertilidad
asistida son una opcion en muchos casos conveniente. Sin embargo, la tasa de
éxito de estos tratamientos dependen de varios factores, incluyendo la calidad de
los ovocitos, la formacién de embriones euploides y la sincronizacién de los ciclos
menstruales. La baja reserva ovarica es uno de los desafios mas importantes para
este tipo de tratamientos, ya que puede dificultar la obtencion de embriones
euploides para su implantacion. El tratamiento Duostim es una opcién para mejorar
la cantidad y calidad de los ovocitos obtenidos y aumentar la posibilidad de
embriones euploides en menor tiempo. Sin embargo, no se conoce con certeza Si
la fase folicular o lutea es mas efectiva para obtener embriones euplides en ciclos
de Duostim.

Tradicionalmente, la fase folicular ha sido la méas utilizada para la estimulacion
ovarica debido a que es cuando los ovarios estan mas receptivos a la estimulacién
hormonal, lo que resulta en una mayor cantidad de évulos. Empero, la fase litea ha
sido objeto de estudio, dado que puede ser un periodo viable para la estimulacion,
especialmente utilizando el protocolo de DuoStim, que busca aprovechar la mayor
capacidad de los ovarios para responder a la estimulacion en una segunda fase

dentro del mismo ciclo menstrual.
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Un aspecto importante es la calidad de los embriones obtenidos en cada fase. Ya
que los embriones euploides son los mas propensos a resultar en embarazos
viables. Si bien la fase folicular ha sido tradicionalmente mas exitosa para la
estimulacién, la fase litea podria ofrecer ventajas adicionales, como una mejor

maduracion de los 6vulos y/o una mejor generacion de embriones euploides.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Es posible obtener mas embriones euploides en la fase lutea que en la fase
folicular en un mismo ciclo menstrual durante la estimulacién ovarica con un

protocolo de duostim en pacientes con baja reserva ovarica?

JUSTIFICACION

Los protocolos de DuoStim surgieron como una estrategia para mejorar el
rendimiento ovarico en un mismo ciclo, ayudando a minimizar tiempos, aumentar la
cantidad de ovocitos aspirados y posibles embriones euploides en un mismo ciclo.
Este tipo de protocolos también ha sido de gran ayuda en pacientes que tienen baja
reserva ovarica ya que el tiempo es un factor critico, ya que la funcién ovérica sigue
disminuyendo con la edad, lo que nos puede ayudar aumentando la posibilidad de
embarazo viable. Este protocolo aprovecha la evidencia de que el reclutamiento

folicular no ocurre solo en la fase folicular, sino también en la fase lUtea.

El diagndstico genético preimplantacional permite la deteccion de posibles
anomalias cromosomicas en los embriones antes de la transferencia, aumentando
la posibilidad de implantacion y reduciendo las posibilidades de aborto espontaneo.
Existen teorias que proponen el reclutamiento de dos a tres cortes de folculos
antrales por ciclo ovarico, lo que ha permitido la obtencién de mas ovocitos maduros
por ciclo de estimulacion, como se ha estudiado y demostrado en especies

domésticas.
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El problema radica en la necesidad de comprender como la implementacion de la
doble estimulacién ovarica influye en la proporcion de embriones euploides
obtenidos en la fase folicular y la fase litea en pacientes con baja reserva ovérica.
La fase latea podria ofrecer mejores resultados en términos de calidad embrionaria,
lo que plantea la importancia de evaluar si esta fase optimiza la respuesta ovarica y
aumenta la probabilidad de obtener embriones euploides en comparacién con la

fase folicular.

HIPOTESIS

Es mas probable obtener una tasa mayor de embriones euploides durante la fase
litea que durante la fase folicular del mismo ciclo menstrual en pacientes con baja

reserva ovarica que siguen un protocolo de DuoStim.

e Hipotesis alterna

La estimulacion ovérica en la fase lutea del protocolo DuoStim permite obtener
ovocitos de mejor calidad, lo que resulta en un mayor nimero de embriones

euploides comparado con la fase folicular.

e Hipotesis nula

No hay diferencia significativa en el numero de embriones euploides obtenidos entre
la fase latea y la fase folicular durante un protocolo de DuoStim en pacientes con

baja reserva ovarica.

OBJETIVOS

Objetivos principales

» Comparar la tasa de embriones euploides y aneuploides en la fase folicular y lUtea

de ciclos de estimulacion ovéarica utilizando protocolos de DuoStim.
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» Comparar la tasa de ovocitos maduros obtenidos en la fase folicular y lutea.

Objetivos secundarios

* Evaluar la relacion entre la fase del ciclo menstrual y la tasa de éxito del
tratamiento.
* Determinar la relacion entre la edad de las pacientes y la tasa de éxito del
tratamiento.
» Comparar la tasa de fertilizacion de los ovocitos obtenidos en la fase folicular y la

fase lttea, asi como el desarrollo embrionario en ambas fases.

MATERIAL Y METODOS

e Disefo del estudio

Es de tipo observacional, transversal, descriptivo y retrospectivo.

Es observacional porque se recopil6 y analizé informacion sin intervenir o modificar
los resultados. Se traté de una investigacion en la que los datos fueron obtenidos
de manera pasiva, sin influir en el comportamiento o condicion de los sujetos.

Asi mismo, es un estudio descriptivo, ya que se recolectaron datos cuantificables
mediante observaciones empiricas, con el objetivo de describir las variables sin

alterar su naturaleza ni su evolucion.
También es transversal, dado que la informacion fue recopilada en un momento

especifico o durante un periodo determinado, permitiendo el analisis de las

caracteristicas del grupo en ese tiempo puntual.
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Por ultimo, el estudio es retrospectivo, ya que se analizaron hechos y datos
ocurridos en el pasado, permitiendo examinar patrones y tendencias previas a la

fecha del estudio.

e Poblacion de estudio y lugar de estudio

Se incluyeron 21 pacientes que fueron sometidas a tratamiento de fertilizacion in
vitro con protocolos de DuoStim en un Centro Privado de Reproduccion Asistida
Gestare Star Médica Chihuahua, de Enero 2018 a Diciembre 2023.

e Criterios deinclusiéon

o Pacientes que se realizaron ciclos de ICSI o FIV, y que fueron
sometidas a duo stim, desde enero del 2018 a diciembre del 2023.
o Pacientes con infertilidad primaria o secundaria.

o Edad entre 25y 42 afios.

e Criterios de exclusion

o Ciclos cancelados por mala respuesta a la estimulacion ovérica
controlada.

o Embriones sin analisis genético.

o Pacientes con infertilidad debido a factores masculinos

exclusivamente.

e Criterios de eliminacion

o Pacientes que abandonen el protocolo de duostim.

o Pacientes que no cumplan con los criterios de inclusion.
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e Tamafo de muestra

Se estudiaron un total de 21 pacientes en un periodo determinado que fueron

sometidas a ciclos de duostim.

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO

Se utilizaron diversos protocolos para la estimulacion ovarica, los cuales incluyeron
tratamiento con la hormona foliculo estimulante (FSH) recombinante, hormona
luteinizante (LH) recombinante, antagonistas de la hormona liberadora de

gonadotropinas (GnRH) y coriogonadotropina alfa.

El protocolo de estimulacion ovarica comienza después de evaluar el estado basal
ecografico de los ovarios, la estimulacion folicular se inici6 el dia 2 del ciclo

menstrual con dosis fijas de FSH recombinante y LH recombinante.

El crecimiento folicular se control6 mediante ecografias periédicas hasta la
obtencién de los ovocitos. La administracion de un antagonista de GnRH se inicié
en el quinto dia del ciclo y continu6 hasta el dia de la administraciéon de la

coriogonadotropina alfa.

Cuando al menos los foliculos alcanzaron un diametro de 17-18 mm y se
encontraban en el dia 12 del ciclo, se administro el desencadenante de la ovulacién
con un unico bolo subcutaneo de coriogonadotropina alfa, y se realizo la
recuperacion de ovocitos 36 horas después. Cinco dias después de la primera
recuperacion de ovocitos, se inicid una segunda estimulacion con gonadotropinas
mediante un protocolo idéntico al primero. Al igual que en la primera fase, tambien

se realizaron monitoreos de los foliculos a través de ultrasonido, y cuando al menos
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estos alcanzaron 17-18 mm de diametro y se encontraban en el dia 12 del ciclo, se
aplico un desencadenante de la ovulacion con un Unico bolo subcutaneo de
coriogonadotropina alfa, y se hizo la recuperacion de ovocitos 36 horas después,

terminando asi la estimulacion de la fase lutea.

Este protocolo se muestra en la figura 2.

HCG HCG

Gonadotropinas Gonadotropinas

Dias de descanso

---------------------

Diasdelcicl DD D DO ODOODHIR 3 U s tODDODDNIDDDBBDE

Antagonista de GnRH Antagonista de GnRH

Puncion folicular Puncion folicular
— ) L )
L~ & (-
Fase folicular Fase liitea

Figura 2. Protocolo de estimulacion ovarica en ciclos de DuoStim

La recoleccion de complejos cimulo-ovocito se realiz6 mediante aspiracion guiada
por ecografia transvaginal. La fertilizacién, la division y el desarrollo hasta la etapa

de blastocisto se evaluaron hasta los dias 5 y 6.

La biopsia de blastocisto se llevé a cabo mediante la apertura de un orificio de 10 a
20 ym en la zona pelucida con un laser de diodo, extrayendo de 5 a 10 células
trofectodérmicas. Las muestras fueron procesadas y analizadas en los laboratorios

de Igenomix.

29



OPERACIONALIZACION DE VARIABLES DE ESTUDIO

VARIABLES DEPENDIENTES

Fase litea  Fase enlaque se

del ciclo obtuvieron los Cualitativa
menestrual ovocitos
Fase Fase en la que se
folicular del obtuvieron los Cualitativa
ciclo ovocitos
menstrual

VARIABLES INDEPENDIENTE

Variable Definicion Tipo de
variable
Edad Edad de las Cuantitativa
pacientes

Embriones Embriones con Cuantitativa

euploides cromosomas
completos
Embriones Embriones con cuantitativa
aneuploides cromosomas
alterados

Ordinal

Ordinal

Escala de

medicion

Continua

Discreta

Discreta

Dias del ciclo

Dias del ciclo

Indicador

ARO0S

Euploides

Aneuploides
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Numero de
ovocitos
capturados
Numero de
ovocitos
maduros
Ovocitos
sometidos a
FIV o ICSI
Dia en que
se realizo la

biopsia

Cantidad de

ovocitos

Cantidad de

ovocitos

Tipo de

fertilizacion de

embriones
NUmero

transferidos

ANALISIS ESTADISTICO

Cuantitativa

Cuantitativa

Cualitativa

Cuantitativa

Discreta

Discreta

Nominal

Discreta

Cantidad de

ovocitos

Cantidad de
ovocitos
maduros

Fecundados

506

Se realizé un analisis descriptivo de los datos utilizando frecuencias simples,

porcentajes y medidas de tendencia central y dispersion.

En el caso de la edad, se presentd mediante promedio y desviacion estandar.

Mientras que se calcularon las frecuencias de distribucion por grupos de edad.

En el caso de los ovocitos y embriones se calculo su nimero en cada una de las

fases del protocolo DuoStim y se obtuvo la tasa de embriones euploides dividiendo

el numero de embriones euploides entre el nimero total de embriones y se realizo

el mismo calculo para embriones aneuploides. Para comparar esta tasa entre las

fases folicular y latea se utilizé la prueba X2.

Finalmente, se presento la distribucion de los valores minimos, maximos, asi como

las medianas y percentiles 25 y 75 del nUmero de ovocitos y de embriones. Y para

comparar las medianas se utilizo la prueba de Wilcoxon.
Un valor de p<0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.

El andlisis estadistico se llevd a cabo con el programa Stata version 14.
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RESULTADOS

Se estudiaron un total de 21 pacientes con baja reserva ovarica y sometidas a

estimulacién ovarica controlada y captura ovular, con protocolos de DuoStim en el

periodo comprendido de enero del 2018 a diciembre de 2023.

Distribucion de la edad de las pacientes (Tabla 1).

El promedio de edad de las 21 pacientes estudiadas fue de 37.8 afnos.
El 42.9% de ellas tuvieron entre 40 y 42 afios, el 38.1% entre 35y 39 afios y el 19%

de 30 a 34 afios (Gréfica 1).

Tabla 1. Edad de las pacientes en protocolo DuoStim

Caracteristica n=21
Edad, afios 37.8+£3.7
Grupo de edad
30 a 34 afios 4 (19)
35 a 39 afios 8 (38.1)
40 a 42 afios 9 (42.9)

Los datos se presentan como numero (%) o promedio *+ desviacion estandar

|_ 30 a34afos M 35a39afios [ 40 a 42 afios |

Gréfica 1. Grupos de edad de las pacientes en protocolo DuoStim
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En ambas fases se obtuvieron 323 ovocitos aspirados, de los cuales 221 fueron

ovocitos MIl dando una tasa de 68.4%. (Grafica 2)

Tasa de ovocitos Ml

= Ovocitos aspirados

= Ovocitos Ml

Gréfica 2. Tasa de ovocitos Ml en fase folicular y fase Iutea.

Conteo de ovocitos y embriones segun la fase del protocolo DuoStim (Tabla 2)

Tabla 2. Conteo de ovocitos y embriones segun la fase del protocolo DuoStim

VARIABLE

NuUmero de ovocitos capturados
NUmero de ovocitos maduros
Numero de embriones formados
Numero de embriones aneuploides
Nimero de embriones euploides
Tasa de embriones aneuploides

Tasa de embriones euploides*

FASE FOLICULAR

155

114

48

45

3

93.75%

6.25%

FASE LUTEA

168

107

57

41

16

71.93%

28.07%

AMBAS FASES

323
221
105
86
19
81.9%

18.10%
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Los datos se presentan como numero y porcentaje.
*Corresponde al cociente del nimero de embriones euploides entre el nimero
total de embriones.

*La tasa de embriones euploides present6 un valor de p=0.002 con la prueba X2.
El nimero de embriones fue de 105, siendo 89 aneuploides y 19 euploides, dando

una tasa de embriones euploides de 18.1% y una tasa de embriones aneuploides
de 81.9% . (Grafica 3)

Tasa de embriones euploides y aneuploides

= Embriones Euploides Embriones Aneuploides

Grafica 3. Tasa de embriones euploides y aneuploides obtenidos en fase folicular

y lutea.

Al comparar por fases, la fase latea presentd un mayor numero de ovocitos
capturados (155 vs 168), sin embargo, presenté un menor niamero de ovocitos
maduros en comparacién con la fase folicular (114 vs 107). Los embriones formados
en total fueron mayores en la fase latea que en la fase folicular (48 vs 57) y de
embriones euploides fue mayor en la fase lutea que en la fase folicular (16 vs 3).
De esta forma, la tasa de embriones euploides fue de 28% en la fase lutea y de
6.25% en la fase folicular, teniendo esta diferencia un valor de p estadisticamente
significativo (p=0.002) (Gréfica 4).
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Grafica 4. Tasa de embriones euploides segun las fases del protocolo DuoStim

Conteos de ovocitos y embriones por fase del protocolo (Tabla 3).

En el andlisis final se comparé la distribucion del nimero de ovocitos y embriones
en cada una de las pacientes de acuerdo con la fase latea o folicular.

Similar a la tasa de embriones euploides mencionada previamente, también la
mediana del nimero de dichos embriones fue significativamente mayor en la fase
litea (p=0.028). En el resto de las mediciones, las distribuciones fueron similares

entre los grupos de fase folicular y fase latea (Gréfica 5).

Tabla 3. Distribucién del nUmero de ovocitos y embriones segun la fase del protocolo
DuoStim

Variable Fase folicular  Fase lutea Valor de p
Numero de ovocitos 5(4,9) [2-26] 7 (4,9)[1-19] 0.422
Numero de ovocitos maduros 4(3,5) [0-17] 4 (3,7)[1-11] 0.636
Numero de embriones 2 (1,4) [0-4] 2(1,3) [1-7] 0.846
Numero de embriones euploides 0 (0,0) [0-1] 0(0,1) [0-4] 0.028*
Numero de embriones aneuploides 2 (1,3) [0-4] 1 (0,2) [0-5] 0.205

Los datos se presentan como mediana (percentil 25, 75) [minimo y méaximo]

Valor de p mediante la prueba de Wilcoxon. *p<0.05
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Gréficas 5. Distribucion del numero de ovocitos y embriones segun las fases del

protocolo DuoStim
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DISCUSION

La edad media de las pacientes en este estudio fue de 37.8 afos, lo que indica que
la mayoria se encuentra en una etapa avanzada de la edad reproductiva, en la que
la reserva ovérica suele estar disminuida. El 42.9% de las pacientes estaban en el
rango de edad de 40 a 42 afios, representando el grupo mas numeroso, mientras
gue solo el 19% tenia entre 30 y 34 afos, lo que podria estar relacionado con casos

de falla ovérica prematura.

En este estudio se analizaron los resultados de la estimulacion ovarica controlada

en dos fases del ciclo: la fase folicular y la fase lutea.

Se aspiraron un total de 323 ovocitos, de los cuales 221 eran ovocitos Mll, dando
una tasa de 68.4%. Este es un resultado favorable, ya que la madurez ovocitaria es
fundamental para la fertilizacion y el desarrollo embrionario. En la fase folicular se
obtuvieron 114 ovocitos maduros, mientras que en la fase litea se recolectaron 107.
Esto indica que la cantidad de ovocitos maduros obtenidos en la fase folicular (114)
es ligeramente superior a la obtenida en la fase Iutea (107). Ambas fases permiten
la obtencion de ovocitos maduros en proporciones similares, lo que sugiere que la
estimulacién ovérica fue efectiva en ambas fases ya que la diferencia no es

significativa.

En cuanto a los embriones formados, se observaron 48 embriones en la fase
folicular, en comparacion con 57 en la fase lutea, lo que muestra un pequefio
aumento en el numero de embriones durante la fase lutea. Este incremento podria
indicar una ligera mejora en la capacidad de fertilizacion o en la calidad de los

ovocitos en esta fase.

Los embriones aneuploides mostraron una disminucion en la fase latea que fue de
41 frente a 45 en la fase folicular. Esto refuerza la idea de que la fase lutea favorece
la produccion de embriones con un numero adecuado de cromosomas, lo que

mejora las posibilidades de éxito.
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Respecto a los embriones euploides, en la fase folicular se encontraron 3, mientras
gue en la fase lutea se registraron 16. Esto sugiere que los ovocitos obtenidos en la
fase Idtea podrian tener una mayor capacidad de dar lugar a embriones con
cromosomas normales. El resultado implica que la fase latea podria ser mas
favorable para la obtencion de embriones viables y con mayor probabilidad de éxito

de implantacion.

El dato méas revelador es la tasa de embriones euploides, que en la fase latea fue
significativamente mayor, alcanzando un 28.07% frente al 6.25% en la fase folicular.
Esta diferencia es estadisticamente significativa (p = 0.002), lo que propone que la
fase latea tiene un impacto mas favorable en la calidad genética de los embriones.
Este hallazgo podria reflejar una mayor aptitud para lograr un embarazo exitoso en

la fase lGtea.

CONCLUSIONES

Existen pocos estudios realizados en donde se comparan los embriones euploides
formados en fase lutea y fase folicular; (Ubaldi 2016 et al.) realizaron un estudio en
donde comparaban la formacién de blastocistos euploides en fase folicular y lutea,
en sus conclusiones comentan que la cantidad de embriones euploides fue similar
en ambas fases. Otro estudio fue la publicacién en México (Barroso 2020 et al.) en
donde encontraron que la estimulacion bifasica en el mismo ciclo menstrual fue
mayor recuperacion de ovocitos en metafase Il durante la fase lutea pero la

formacion de embriones euploides en ambas fases fue similar.

Los hallazgos en este estudio indican que la fase Iutea permite la obtencion de un
mayor numero de embriones euploides en comparacion con la fase folicular, con
una diferencia estadisticamente significativa. Aunque la fase folicular produce mas
ovocitos maduros, la calidad embrionaria en términos de euploidia parece ser

superior en la fase lutea.
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Estos resultados sugieren que podria ser una alternativa vélida en protocolos de
estimulacién ovarica, especialmente en pacientes que requieren un mayor numero

de embriones viables para transferencia.

Diversas publicaciones han propuesto que hay factores que pueden favorecer este
acontecimiento, como una mejor sincronizacion folicular, tambien podria haber una
mayor homogeneidad en la cohorte de ovocitos reclutados, ademés de que en la
fase lutea, los niveles elevados de progesteronay un entorno hormonal méas estable
que pueden favorecer una mejor respuesta ovarica y optimizar la maduracién
ovocitaria. Existen publicaciones que mencionan que el estrés oxidativo podria ser
menor en comparacion con la fase folicular, lo que ayudaria a mejorar la calidad
ovocitaria. Se necesitan mas estudios para entender los mecanismos detras de

estas diferencias y su impacto en las tasas de implantacion y embarazo.

Seria importante analizar como influyen la edad materna, la respuesta ovarica
individual y las condiciones del entorno uterino en la optimizacion de los protocolos
de estimulacién, con lo que se podria mejorar la cantidad y calidad embrionaria y

asi evaluar la combinacién de estrategias de ambas fases del ciclo ovérico.

Para obtener datos mas soélidos y representativos, futuras investigaciones podrian
considerar aumentar el tamafio de la muestra. Incluir un mayor nimero de
participantes ayudaria a reducir la variabilidad y proporcionar una comprension mas
precisa sobre el impacto de la fase ovarica en la calidad de los embriones y el éxito
de los tratamientos de fertilidad. Seria beneficiosa aumentar el numero de
participantes para mejorar la comprension del impacto de la fase ovérica en la

calidad de los embriones y el éxito de los tratamientos de fertilidad.

LIMITACIONES

Tamafo de la muestra: Aunque los resultados son prometedores, el tamafio

limitado de la muestra podria afectar la generalizacién de los hallazgos. Estudios
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futuros con un mayor nimero de participantes serian necesarios para confirmar

estos resultados.

Disefio retrospectivo: Aunque este disefio es practico y ético en este contexto,
puede haber limitaciones en la calidad y la completitud de los datos extraidos de

los registros médicos.

Falta de andlisis longitudinal: No se evalué el impacto de los embriones
obtenidos en tasas de implantacién o nacidos vivos, lo que podria ofrecer una

vision mas completa del éxito clinico.

IMPACTO EN LA PRACTICA CLINICA

Estos resultados sugieren que el momento en el que se realiza la estimulacion
ovarica bifasica (fase folicular vs fase lutea) tiene un impacto significativo en

la calidad genética de los embriones.

Esto podria implicar que la fase Iitea es una mejor opcién para aquellas
pacientes que tienen baja reserva ovarica o que estan buscando maximizar la

calidad de los embriones para el éxito en la fertilizacion in vitro.

RECURSOS

Recursos Humanos
e Investigador principal: Dra. Alejadra Escalante Vazquez
e Investigadores: Dr. Jaime Artruo Escargcega Preciado

e Comité de ética: Aprobacion del uso de los datos
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Recursos Materiales

e Acceso a bases de datos clinicas: Historias clinicas electronicas o
registros fisicos.

e Material de oficina: Computadoras, hojas de trabajo o software para
recolectar datos.

Recursos Tecnolbégicos

e Software de gestion de datos: Excel o Access.

e Software estadistico: R, STATA.

Recursos Institucionales

e Bases de datos institucionales: Acceso a historias clinicas
e Apoyo ético: Comité de ética para garantizar la confidencialidad y uso
adecuado de los datos.

e Espacios de trabajo: Oficina donde se realice la revision de los datos

CONSIDERACIONES ETICAS

Anonimizar los datos: No se mensionaron nombres, nimeros de identificacion u

otros datos personales por cédigos unicos.

Uso exclusivo: los datos que se recolectaron se utilizaron Unicamente para los

fines del estudio.

Almacenamiento seguro: Los datos fueron guardados en plataformas seguras

con acceso restringido al equipo de investigacion.
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investigacion de la Dra. Alejandra Escalante Vazquez residente de primer afio de la especialidad
de Biologia de la Reproduccion Humana titulado “COMPARACION DE LAS TASAS DE
BLASTOCISTOS EUPLOIDES Y ANEUPLOIDES ENTRE LAS FASES FOLICULAR Y LUTEA
EN CICLOS DE DUOSTIM”.

Sin méas por el momento se expide la presente para los fines que a la interesada convengan.
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