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Evaluacion de la tasa de blastocistos euploides en
fase folicular y lutea (DuoStim) en mujeres con
pobre respuesta ovarica: estudio preliminar en

México

Euploid blastocyst rate in follicular vs luteal phase
(DuoStim) in women with poor ovarian response:

Preliminary study in Mexico.

Gerardo Barroso-Villa,** Carlos Valdespin-Fierro,?* Lucia Garcia-Montes,? Ariane Weiser-Smeke,* Ana Machargo-

Gordillo,® Rosaura Avila-Lombardo*

Comparar la tasa de blastocistos euploides obtenida después de la esti-
mulacién ovdrica en fase folicular con la fase litea en un mismo ciclo menstrual en
pacientes con deficiente respuesta ovarica.

Estudio clinico, prospectivo y comparativo llevado a
cabo en el Centro de Reproduccion Arcos, Nascere, entre los meses de enero a julio
de 2019. Se incluyeron pacientes con pobre respuesta ovdrica segtn los criterios
de Bologna y con indicacién de PGT-A. Las estimulaciones en fase folicular y litea se
efectuaron con antagonista de la GnRH y FSHr/LHr (2:1) a partir del dia 3 del cicloy
5 dias después de la primera recuperacion de los ovocitos. Para completar el proceso
de maduracién ovocitaria se utilizaron analogos de GnRH, se tomé una biopsia de
trofoectodermo en dia 5-7.

Se estudiaron 20 pacientes. Al comparar la fase folicular con la litea
la tasa de fertilizacion fue de 79% (1C95%: 29-46) vs 55% (IC95%: 34-53), la tasa de
blastocistos 42% (1C95%: 19-44) vs 45% (1C95%: 24-55) y la tasa de blastocistos eu-
ploides 100% (IC95%: 44-53) vs 70% (IC95%: 38-46), respectivamente. Solo la tasa de
recuperacién de ovocitos en metafase Il mostré diferencias significativas entre ambas
fases 40% (1C95%: 18-37) vs 59% (1C95%: 31-59), p = 0.0333 en la fase folicular y
ldtea, respectivamente.

La estimulacion ovérica bifasica (folicular-litea), en el mismo ciclo
menstrual (DuoStim), resulté en mayor tasa de recuperacion de ovocitos en metafase
Il durante la fase ldtea. Sin embargo, las tasas de desarrollo embrionario a dia 5-6
(blastocistos) y de embriones euploides fueron similares entre ambas fases.

Blastocisto; estimulacion ovdrica; fase litea; ciclo menstrual; fase
folicular; recuperacién de ovocitos; metafase; induccién de la ovulacién.

Euploid blastocyst rate comparison between ovarian stimulation in fol-
licular vs luteal phase performed in the same menstrual cycle in patients with poor
ovarian response.

Clinical, prospective and comparative study conducted
at Centro de Reproduccién Arcos S.C., “Nascere”, during january-july, 2019. Patients
with PGT-A indication and poor ovarian response according to Bologna criteria were
included. Under a short GnRH-antagonist protocol, stimulations, both in follicular
and luteal phase were performed using rFSH/rLH (2:1) from day 3 of the cycle and
5 days after the first oocyte retrieval. In addition, ovulation trigger with an GnRH
agonist was used, finally, on day 5-6 of embryo development, trophoctoctoderm
biopsy was performed.
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In this study, 20 patients were included; when comparing follicular phase vs
luteal phase, we found that fertilization rate was 79% (95%CIl 29-46) vs 55% (95%Cl
34-53), blastocysts rate was 42% (95%Cl 19-44) vs 45% (95%Cl 24-55) and euploid
embryo rate was 100% (95%Cl 44-53) vs 70% (95%Cl 38-46). Only the oocyte re-
covery rate in metaphase Il showed significant differences between both phases 40%

(IC 95% 18-37) vs 59% (IC 95% 31-59), p=0.0333.

Biphasic ovarian stimulation (follicular/ luteal) in the same menstrual
cycle (DuoStim) resulted in a higher metaphase Il ooctye recovery rate during the luteal
phase in comparison with the follicular phase. However, the rates of blastocysts and

euploid blastocysts were similar between both phases.

Blastocyst; Ovarian stimulation; Luteal phase; Menstrual cycle; Follicular

phase; Oocyte retrieval; Metaphase; Ovulation induction.

Durante la Gltima década ha cambiado el
concepto clasico del desarrollo folicular. En
la actualidad existe un desempefio mdltiple
de la FSH a lo largo del ciclo menstrual en su
fase folicular y ldtea, lo que lleva a encontrar
foliculos preantrales en diferentes fases del
ciclo ovarico."* Esto ha permitido el desarrollo
de nuevas estrategias para mayor obtencién de
6vulos maduros por ciclo de estimulacion y
mejor aprovechamiento de la reserva ovdrica
en menor tiempo.

En evaluaciones previas se ha descrito el desarro-
llo embrionario a partir de foliculos preantrales
obtenidos durante la fase litea, consiguiendo
blastocistos euploides con un desarrollo infantil
adecuado tres anos posteriores al nacimiento.’
Lo anterior abre una posibilidad de éxito para la
estimulacion en fase ldtea del ciclo menstrual, so-
bre todo en pacientes con baja respuesta ovarica
durante la fase folicular o en casos que requieren
preservacion inmediata de la fertilidad.

Martinez y su grupo demostraron que no existieron
diferencias en cuanto a las tasas de fertilizacion,
implantacién y embarazo cuando se practic

la doble estimulacion ovérica en pacientes de
ovodonacién.” En 2015, Ubaldi y sus coautores
compararon la estimulacién ovdrica en la fase ldtea
versus la fase folicular en el mismo ciclo menstrual
(DuoStim) en pacientes con reserva ovarica reduci-
da y obtuvieron un ndmero similar de blastocistos
euploides por ovocito inyectado. La adicion de
estimulacion en la fase lGtea aumentd, signifi-
cativamente, el rendimiento neto de blastocistos
transferibles en comparacién con la estimulacion
Gnica en fase folicular.? Esta nueva estrategia puede
aumentar la cantidad de blastocistos euploides
disponibles en un solo ciclo menstrual y, a su vez,
los resultados clinicos finales.’

Lo mencionado representa una oportunidad
para la obtenciéon de ovocitos en pacientes con
pobre respuesta ovdrica. El objetivo de este
estudio fue: comparar la tasa de blastocistos eu-
ploides obtenida después de la estimulacién
ovarica en fase folicular con la fase lGtea en un
mismo ciclo menstrual en pacientes con pobre
respuesta ovdrica.

Estudio clinico, prospectivo y comparativo lleva-
do a cabo en el Centro de Reproduccién Arcos,
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Nascere, entre los meses de enero a julio de
2019. Se incluyeron pacientes con diagnéstico
de pobre respuesta ovarica conforme a los cri-
terios de Bologna (edad materna avanzada mas
o menos mayor de 40 afos, concentraciones de
hormona antimiilleriana menores de 1.1 ng/mL
y conteo folicular antral menor de 5-7 foliculos)
e indicacion de PGT-A.™

Para ambas estimulaciones (fase folicular y ldtea)
se utilizo FSHr/LHr en relacion 2:1. Después
de la valoracién ultrasonogréfica basal de los
foliculos se inici6 la estimulacion en el dia 3 del
ciclo menstrual con la aplicacién de dos ampu-
las diarias de 150 Ul de FSHr mas 75 Ul de LHr
(Pergoveris®; Merck). A partir del séptimo dia del
ciclo se administr6 una dosis diaria de antagonis-
ta de la GnRH (Cetrotide®; Merck) de 0.25 mg,
continuando con todos los medicamentos hasta el
dia de la induccién de la ovulacion. Finalmente,
cuando hubo mas de 2-3 foliculos que alcanzaron
un didmetro mas o menos mayor de 17 mm por
ultrasonografia vaginal, se aplicé una dosis Gni-
ca de dos ampulas de 95.6 mcg de agonista de
GnRH (Gonapepty! daily®; Ferring) para inducir la
ovulacion (36 horas antes de la recuperacion de
ovocitos) como se muestra en la Figura 1.

Anélogo GnRH
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A pesar de que no existen pautas establecidas
para iniciar la estimulacién ovéarica en fase
|Gtea, en este estudio se tomaron en cuenta los
siguientes criterios internos:

i) Descartar el riesgo de sindrome de hiperes-
timulacién ovarica; ii) disparo durante la fase
folicular con analogos de GnRH; ijii) visualiza-
cién adecuada del ovario y de la carga antral en
fase litea (mas de 3 foliculos antrales).

Para comparar el desarrollo de los ovocitos
recuperados después de la estimulacién en fase
folicular y ldtea, se consideré la tasa de blasto-
cistos euploides como la variable de respuesta
primaria. Las variables de respuesta secundaria
fueron: cantidad de ovocitos capturados en me-
tafase Il y de blastocistos obtenidos.

Una vez capturados los datos se analizé la
informacién en el programa GraphPad Prism
version 7 (GraphPad Software, Inc. San Diego,
CA, USA). La normalidad de los datos se analiz6
con la prueba de Kolmogorov-Smirnov; las varia-
bles cualitativas se expresaron en proporciones,
medidas de frecuencia absoluta y relativa; para
las cuantitativas: medidas de tendencia central

Anélogo GnRH

= =
Antagonista GnRH I : Antagonista GnRH I :
| I Captura | I Captura
FSHr/LHr ovular FSHr/LHr ovular |
|4 | | | | I
L | | | | |
—

Fase folicular 5 dias

Fase latea

Protocolo de doble estimulacion ovarica (DuoStim). La estimulacién de la fase ldtea se efectué con un
esquema idéntico al de la fase folicular (ambos estan descritos en la seccion de Materiales y Métodos).

https://doi.org/10.24245/gom.v88i5.3935
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y dispersion de datos, expresados como me-
diana y rangos intercuartiles. Como pruebas de
hipétesis se utilizaron: para las variables cuan-
titativas prueba U de Mann Whitney y para las
cualitativas prueba exacta de Fisher. Se calcul6
el riesgo relativo para los resultados binomiales
con 1C95%. El error alfa ajustado menor de 5%
(p =< 0.05) a dos colas se considerd significativo.

Se estudiaron 20 pacientes con edad promedio
de 36 + 3.59 anos (Cuadro 1). Las concentra-
ciones de estradiol en el dia 3 vs el inicio de
la fase litea fueron significativamente menores
en la fase folicular que en la latea (35 pg/mL
[IC95%: 26-44] vs 141 pg/mL [IC95%: 20-451],
p=0.01); del mismo modo, la progesterona en
dia 3 del ciclo fue menor en la fase folicular que
en fase lGtea [0.7 ng/mL (0.4-1.04) vs 0.9 ng/
mL (1C95%: 0.3-3.1), NSJ; el dia del disparo en
la fase folicular fue antes en comparacién con
la fase litea [dia 10 (10-12) vs dia 13 (12-14),
p = 0.004]; la tasa de 6vulos en metafase Il fue
significativamente menor en la fase folicular que
en la fase latea [40% (IC95%: 18-37) vs 59%
(IC95%: 31-59), con una p = 0.0333]; las tasas de
fertilizacion en fase folicular vs fase lGtea fueron
similares, sin diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre ambas [79% (IC 95% 29-46) vs
55% (1C95%: 34-53), NS]. La tasa de desarrollo
embrionario a dia 5 (tasa de blastocisto) fue de
42% (IC95%: 19-44) para la fase foliculary 45%

Caracteristicas demogréficas de las pacientes

Edad 36 £3.59

Peso 57.63 £9.16
Talla 1.65 + 0.06
IMC 21.16 £ 3.23

Las caracteristicas demogréficas de las pacientes se presentan en
forma de media + desviacién estandar (DE).

para fase ldtea (IC95%: 24-55), sin diferencia
estadisticamente significativa.

Por Gltimo, la tasa de blastocistos euploides en
fase folicular vs fase litea tampoco demostré dife-
rencias significativas en 100% (1C95%: 44-53) vs
70% (IC95%: 38-46), respectivamente. Cuadro 2

El mejor entendimiento de la fisiologia folicular
de los ciclos naturales y con estimulacién ovarica
controlada ha permitido desarrollar protocolos
de estimulacion ovdrica mas eficientes para
lograr mayor recuperacion de ovocitos maduros
en un lapso mas corto en pacientes que reciben
técnicas de reproduccion asistida.

Los tratamientos de infertilidad tienen como
objetivo final lograr un embarazo de evolucién
normal y un recién nacido sano en casa. Existen
casos en donde el tiempo es un factor limitante
para la obtencion de una cantidad y calidad
adecuada de ovocitos; por ejemplo, pacientes
con deficiente respuesta ovarica,'" edad materna
avanzada, pacientes oncoldgicas vy, finalmente,
pacientes con baja reserva ovarica."? Por lo tanto,
cualquier esfuerzo que implique un incremento
en la cantidad de ovocitos maduros obtenidos en
un tiempo mas corto (un mismo ciclo menstrual)
representa una estrategia prometedora para esta
cohorte de pacientes.

La correlacién entre la cantidad de ovocitos en
metafase Il y la de blastocistos que se desarrollan a
partir de ellos puede no ser lineal, y pueden ocu-
rrir considerables variaciones individuales. Con
los tratamientos de estimulacién actuales, mas
ovocitos significan mejor oportunidad de obtener
blastocistos euploides que representan mayor tasa
de embarazo por embrién transferido.'

Segun la teoria de mdltiples oleadas foliculares
en un mismo ciclo menstrual, los foliculos tienen
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Cuadro 2. Resultados de la estimulacion ovarica en fase folicular o litea

Variables Fase folicular Fase latea —

*Estradiol en dfa 3 (pg/mL) 5 (26-44) 141 (20-451) 0.0197
*Progesterona en dia 3 (ng/mL) 0.7 (0.4-1.04) 0.9 (0.3-3.1) NS
*Dia del disparo 10 (10-12) 13 (12-14) 0.0044
*Foliculos >17 mm 2 (1-4) 3 (2-5) NS
*Estradiol el dia del disparo (pg/mL) 1009 (476-1277) 1058 (343-2138) NS
*Progesterona el dia del disparo (ng/mL) 1.3 (1.1-1.9) 1.6 (0.9-2.1) NS
**Tasa de ovocitos en Ml (%) 26 (40%) 38 (59%) 0.03
**Tasa de fertilizacion (%) 34 (79%) 24 (55%) NS
**Tasa de blastocistos (%) 14 (42%) 15 (45%) NS
**Tasa de blastocistos euploides (%) 24 (100%) 17 (70%) NS

* Las variables cuantitativas no paramétricas se representaron en mediana y rangos intercuartiles; ** Las variables cualitativas se representaron
en medidas de frecuencia relativa (%). La tasa de ovocitos en metafase Il se obtuvo mediante el coeficiente de ovocitos en metafase 11/ ovocitos
capturados; la tasa de fertilizacién se obtuvo mediante el coeficiente de ovocitos inyectados que desarrollaron dos prontcleos dividida entre
el total de ovocitos inyectados; la tasa de blastocistos se obtuvo mediante el coeficiente de blastocistos en dia 5 o 6 dividido entre el total de
blastocistos; y la tasa de blastocistos euploides mediante el coeficiente de blastocistos euploides dividida entre los blastocistos totales en dia 5 0 6.

la posibilidad de desarrollarse después de una
estimulacion apropiada en distintos momentos
del ciclo. Los protocolos convencionales gene-
ralmente comienzan durante el periodo folicular
temprano y causan con facilidad el crecimiento
asincroénico de los foliculos.**'* Esto no sucede
en la fase litea, debido a que la progesterona
e inhibina A secretadas por el cuerpo liteo
pueden inhibir el crecimiento de los foliculos
dominantes. Se ha reportado que la estimula-
cién durante la fase lGtea parece inducir mejor
aprovechamiento de la reserva ovarica con casi
un ovocito mas en promedio con respecto a la
fase folicular.”>' En el presente estudio obser-
vamos que la tasa de 6vulos en metafase Il fue
significativamente mayor en la fase ldtea que
en la fase folicular. Esto es interesante porque
respalda aiin més el aprovechamiento de ondas
anovulatorias en el reclutamiento de foliculos
para la obtencion de ovocitos competentes. 519
A pesar de que esta estrategia es contraria al
comportamiento fisiolégico ovarico, es muy
prometedora. No obstante, Cakmak y su grupo
reportaron resultados diferentes, obteniendo
una tasa de ovocitos capturados, maduros y
fertilizados bastante similar entre ambas fases.?°

De la misma manera, distintos estudios han des-
crito que no existen diferencias en cuanto a las
tasas de fertilizacion, implantacion y embarazo
después de estimular pacientes en fase folicular
contra fase lGtea.”?°

En este estudio se observé un desarrollo in vitro
similar entre los blastocistos de ambas fases, al
establecer el diagndstico genético preimplan-
tacional para aneuploidias no se encontraron
diferencias significativas en la proporcion de
blastocistos euploides, igual que lo encontrado
por Ubaldiy colaboradores?' quienes reportaron
tasas de 46.9 vs 44.8% en fase folicular y lutea,
respectivamente, en pacientes con baja reserva
ovdrica; esto confirma la factibilidad de utilizar
la estimulaciéon doble en pacientes con estas
caracteristicas.

Este modelo de doble estimulacién es promete-
dor para las pacientes en quienes la preservacion
de la fertilidad es urgente y necesitan recolectar
la mayor cantidad de ovocitos en el menor tiem-
po posible.®?? Los resultados obtenidos en este
estudio representan una evidencia adicional para
respaldar el uso de DuoStim con la finalidad de

https://doi.org/10.24245/gom.v88i5.3935
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aumentar la cantidad de ovocitos con potencial
de fertilizacion para que se obtenga, al menos,
un blastocisto competente en un mismo ciclo
menstrual, con la ventaja de disminuir los tiem-
pos reproductivos o mejorar el rendimiento en
mujeres con pobre respuesta ovarica.

La estimulacion ovdrica, con un protocolo
idéntico en la fase folicular y lGtea, en el mismo
ciclo menstrual resulté en cantidad similar de
blastocistos euploides en pacientes con pobre
respuesta ovarica.
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