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RESUMEN

Introduccion: La practica de realizar estimulacidn ovarica en fase lutea, en ciclos con baja
respuesta a la estimulacion ovérica en la fase folicular, puede dar como resultado una mayor
cantidad de ovocitos en una menor cantidad de tiempo. Esta podria ser una buena estrategia
para que pacientes pobres respondedoras obtengan mejores resultados.

Obijetivo: Comparar la cantidad de ovocitos obtenidos durante la estimulacidn ovarica en fase
folicular, con aquellos logrados por estimulacion en fase lutea del mismo ciclo menstrual.
Materiales y Métodos: Se presenta un estudio clinico, observacional y retrospectivo. Se
incluyeron 39 ciclos de 39 pacientes (edad promedio 38.9 + 3.6 afios) con indicacion de
fecundacion in vitro o criopreservacion de ovocitos. Todas realizaron una doble estimulacion
ovarica en el mismo ciclo menstrual. Como criterios de inclusion debieron haber recibido en
ambas estimulaciones dosis de Gonadotrofinas >300 Ul por dia, esquema de antagonistas de
la GnRH y descarga con analogos de la GnRH y también haber obtenido <4 ovocitos en la
primera aspiracion folicular.

Resultados: No hubo diferencias significativas en el promedio de ovocitos totales ni ovocitos

maduros recuperados en cada fase. Un 80% de las pacientes (31/39) del estudio lograron un



aumento del numero ovocitos totales y ovocitos maduros en la sumatoria de ambas fases, con
respecto a la fase folicular.

Conclusién: Nuestro estudio podria contribuir a mejorar el manejo de aquellas pacientes con
una baja respuesta a la estimulacién ovarica, para poder obtener mejores resultados

reproductivos en un menor tiempo.

ABSTRACT

Introduction: The practice of performing ovarian stimulation in the luteal phase, in cycles
with low response to ovarian stimulation in the follicular phase, can result in a greater number
of oocytes in a shorter amount of time. This could be a good strategy for poor responding
patients to get better results.

Obijective: To compare the number of oocytes obtained during follicular phase ovarian
stimulation, with those achieved by luteal stimulation of the same menstrual cycle.

Materials and Methods: A clinical, observational and retrospective study is presented. 39
cycles of 39 patients (average age 38.9 * to 3.6 years) were included with indication of in
vitro fertilization or cryopreservation of oocytes. They all performed double ovarian
stimulation in the same menstrual cycle. As inclusion criteria they should have received in
both stimulations doses of Gonadotrophins >300 IU per day, GnRH antagonist scheme and
discharge with GnRH analogues and also have obtained <4 oocytes in the first follicular
aspiration. Results: There were no significant differences in the average total oocytes or
mature oocytes recovered at each stage. 80% of patients (31/39) of the study achieved an
increase in the number of total oocytes and mature oocytes in the summation of both phases,
with respect to the follicular phase.

Conclusion: Our study could help improve the management of those patients with a low

response to ovarian stimulation, in order to obtain better reproductive results in a shorter time.
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INTRODUCCION

A pesar del gran nimero de trabajos publicados sobre diferentes estrategias utilizadas en
pacientes con pobre respuesta a la estimulacién ovarica (POR) en los tratamientos de
reproduccion asistida (TRA) de alta complejidad, hasta hoy no se ha podido identificar cual
de ellos es el mas eficaz para mejorar los resultados. Una de las limitantes mas importantes en
este punto, es la falta de uniformidad en la definicion de aquellas pacientes con POR,
existiendo en la literatura al menos 41 definiciones diferentes (1). A pesar de esto ultimo, se
estima que la incidencia de las mujeres con baja respuesta ovarica que realizan TRA, es de
entre un 9 a un 24% (2), por lo que las pacientes con pobre respuesta a la estimulacion
ovérica, constituyen un alto porcentaje de la poblacion total en los tratamientos de
reproduccion asistida de alta complejidad (3).

En nuestra regién, segun los datos del Registro Latinoamericano de Reproduccién Asistida y
del Registro Argentino de Fecundacion Asistida, los casos de POR, representan
aproximadamente un 15% de los procedimientos que se realizan anualmente en Argentina (4-
5).

Es sabido que en los TRA, la tasa de nacidos vivos aumenta a mayor nimero de ovocitos
recuperados, especialmente en pacientes mayores de 38 afios (6). Con el objetivo de lograr ese
incremento en el nimero de ovocitos, tanto en el grupo de pacientes de edad reproductiva
avanzada como también en aquellas que han tenido ciclos previos con baja respuesta a la
estimulacion ovarica, es que en los Gltimos afios, se ha comenzado a emplear el tratamiento de
la doble estimulacion ovarica o Dual Stim. Este consiste en realizar la estimulacion ovérica en

la fase folicular y en la fase lutea del mismo ciclo menstrual (7-8). La aplicacion de esta



estrategia se basa en el aprovechamiento del crecimiento de diferentes cohortes de foliculos a
lo largo de un mismo ciclo menstrual (9). Para ello se han empleado diferentes esquemas de
estimulacion en ambas fases, la mayoria de ellos con resultados muy alentadores. (10).
Conociendo los resultados de estos trabajos, es que en Medicina Reproductiva Fertilis, se les
propuso a pacientes que habian obtenido una baja respuesta a la estimulacion ovérica en la
estimulacion en fase folicular (<4 ovocitos), realizar una segunda estimulacién ovérica en la
fase latea del mismo ciclo menstrual, con el fin de recuperar mayor cantidad de ovocitos e
intentar de esta manera obtener mejores resultados reproductivos.

El objetivo del presente trabajo fue comparar la cantidad de ovocitos y de embriones
obtenidos durante la estimulacion ovérica en fase folicular (FF), con aquellos logrados por
estimulacion en fase lutea (FL) del mismo ciclo menstrual y evaluar los resultados obtenidos
con ambas estimulaciones, en pacientes con una baja respuesta a la estimulacion en fase
folicular (<4 ovocitos MII), que estaban realizando estimulacion ovarica para fecundacion in-

vitro o para criopreservacion de ovocitos.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron en forma retrospectiva los resultados de 39 ciclos de 39 pacientes, que
realizaron doble estimulacion ovérica en el mismo ciclo menstrual, para hacer posteriormente
fecundacion in vitro o criopreservacion de ovocitos. Todos los ciclos fueron realizados en
Medicina Reproductiva Fertilis, entre los meses de enero de 2019 y febrero de 2020.

La edad promedio de las pacientes fue de 38.9 £ 3.6 afios.

Aquellas pacientes que realizaron la estimulacion ovérica para hacer luego una fecundacion in
vitro, tenian un promedio de 2.2+1.6 de tratamientos previos realizados.

Los criterios de inclusion para este trabajo fueron:

1- pacientes con indicacién para fecundacion in vitro o criopreservacion de ovocitos;



2- que hubieran tenido una baja respuesta a la estimulacion en fase folicular, definida como
<4 ovocitos, habiendo recibido un esquema de estimulacion con dosis adecuadas de
gonadotrofinas (=300 UI por dia);

3- que hubieran realizado una segunda estimulacion ovarica en el mismo ciclo menstrual en el

gue en la estimulacion en fase folicular, se habian obtenido <4 ovocitos.

Las pacientes que presentaban malformaciones y/o adherencias uterinas, endometriosis,
cirugia pelviana previa, historia de enfermedades infectocontagiosas fueron excluidas del
estudio. Solo fueron incluidos varones con espermograma normal segun los parametros del
Manual de la OMS (11), por lo cual so6lo se incluyeron casos que requerian fecundacién in
vitro convencional.

Tanto en fase folicular como en fase lutea la estimulacién ovarica se realizé empleando el
esquema publicado por Ubaldi (9) con 150 Ul diarias de rFSH (Gonal-F, Merck-Serono,
Italy) y 150 Ul diarias de rFSH + 75 Ul diarias de rLH (Pergoveris, Merck-Serono, ltaly) a
partir del dia 2 del ciclo, comenzando la administracion de antagonista de GnRH (Cetrotide
0.25 mg, Merck-Serono Italy) desde el momento en que el tamafio del foliculo mayor
alcanzara los 14 mm. La descarga de la ovulacion se realizd6 empleando el dos dosis de
agonista de GnRH Triptorelina (Gonapeptyl daily 105 ug, Ferring, Suiza). Luego de 5 dias de
la aspiracion folicular, se continud con la segunda estimulacion en fase lutea del mismo ciclo
menstrual, con el mismo esquema utilizado anteriormente y luego se realizd la segunda
aspiracion folicular

En aquellos casos en los que se realizo fecundacion in vitro, se realizé el cultivo hasta el Dia
3, momento en el cual los embriones fueron vitrificados con el método Cryotop (Kitazzato,
Japon). Los embriones desvitrificados fueron transferidos empleando ciclo natural para la

preparacion endometrial. En los que se realizo la criopreservacion de ovocitos, 1os mismos



fueron denudados 90 a 120 minutos luego de la aspiracion folicular y fueron inmediatamente
vitrificados con el método Cryotop.

Tanto en fase folicular como en fase IUtea se registraron las cancelaciones de tratamientos, el
numero de ovocitos totales y el numero de ovocitos maduros (Metafase 11). En aquellos casos
en los que se realizé fecundacion in vitro también se registré el nimero de embriones de 8
células en dia 3, y en forma secundaria en los casos en los que se realizé la transferencia
embrionaria se registraron las tasas de embarazo, de aborto y de nacimiento.

Para poder analizar el porcentaje de pacientes que se beneficiaron con el uso de la estrategia
de doble estimulacién se conformaron 4 grupos:

Grupo 1: Pacientes que obtuvieron ovocitos maduros en ambas fases.

Grupo 2: Pacientes gque obtuvieron ovocitos maduros solo en fase folicular.

Grupo 3: Pacientes que obtuvieron ovocitos maduros solo en fase lGtea.

Grupo 4: Pacientes que no obtuvieron ovocitos maduros en ambas fases.

Anélisis estadistico

Los datos continuos se presentan como media absoluta con desviacion estandar. Las variables
categoricas se presentan como frecuencia porcentual absoluta con intervalo de confianza del
95%. EIl test exacto de Fisher y el test de Kruskal-Wallys se utilizaron para evaluar las
diferencias entre las variables categoricas y continuas, respectivamente. Valores de p<0.05

fueron considerados significativos.

RESULTADOS
No se encontraron diferencias significativas entre fase folicular y fase lutea en cuanto al
numero de aspiraciones foliculares en las que se recuperaron ovocitos, ni en las aspiraciones

en las que se recuperaron ovocitos en Metafase Il. Tampoco hubo diferencias en el promedio



de ovocitos totales recuperados, ni en el promedio de ovocitos maduros recuperados en cada

fase (TABLA 1).

Tabla 1.- Resultado de las aspiraciones foliculares realizadas en fase folicular y fase lutea

Fase folicular  Fase lUtea

Aspiraciones foliculares con recuperacion de

ovocitos 37/39 (95%) 38/39 (97%) p>0.05

Aspiraciones foliculares con recuperacion de

ovocitos maduros 29/39 (71%) 33/39 (85%) p>0.05
Promedio de ovocitos recuperados 2.3x1.7 2.5£1.6 p>0.05
Promedio de ovocitos maduros recuperados 1.3£1.2 1.5+1.2 p>0.05

Al comparar el promedio de ovocitos totales recuperados en fase folicular con el promedio del
total de ovocitos recuperados en ambas fases se observo una diferencia significativa a favor
de la sumatoria de ambas fases (2.3+1.7 vs. 4.9+1.8, p<0.001). Lo mismo ocurri6é cuando se
comparo el promedio de ovocitos Metafase 11 recuperados en fase folicular con el promedio

del total recuperado en ambas fases (1.3+1.2 vs. 2.9+2.0, p<0.001).

Al realizar la comparacion entre la fase folicular la fase latea segin los grupos etarios <39
afios (edad promedio 36.1+2.6 afios) y >40 afios (edad promedio 41.8+1.5 afios) tanto dentro
de los mismos como entre los ambos grupos, no se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) en cuanto al nimero de aspiraciones foliculares con recuperacion de ovocitos, al
numero de aspiraciones foliculares con recuperacion de ovocitos maduros, al promedio de

ovocitos recuperados y al promedio de ovocitos maduros recuperados (TABLA 2).



Tabla 2.- Resultado de las aspiraciones foliculares realizadas en fase folicular y fase ltea

segun los grupos etarios <39 anos y >40 afios

<39 afos >40 anos

fase fase lutea fase fase lutea

folicular folicular
Aspiraciones
foliculares con 20/20 18/19

19/20 (95%) 18/19 (95%) p>0.05
recuperacion de (100%) (95%)
ovocitos
Aspiraciones
foliculares con 18/19

14/20 (70%) 16/20 (80%) 15/19 (79%) p>0.05
recuperacion de (95%)
ovocitos maduros
Promedio de
ovocitos 2,6+1,7 2,4+1,5 2,1+1,6 2,617 p>0.05
recuperados
Promedio de
ovocitos maduros 1,3+1,1 1,3+1,2 1,4+1,1 1,8+1,0 p>0.05
recuperados

En la TABLA 3 se comparan la edad promedio y el nimero de ciclos previos realizados, en
los 4 grupos de analisis. No se encentraron diferencias significativas en ninguna de las dos

variables analizadas.

Tabla 3.- Edad promedio e intentos realizados en los cuatro grupos de analisis



Grupo Fase folicular Faselitea N  Edad promedio  Intentos realizados

1 con M Il conMIl 24 39.0+4.0 1.9+0.9

2 conM Il sin M Il 4 38.8+3.3 2.5%1.9

3 sin M 11 con M I 7 40.1+2.6 2.6x£2.5

4 sin M 1l sin M Il 4 36.3+2.1 3.3+2.6
M Il = Metafase 11

Al analizar el promedio de ovocitos totales recuperados en fase folicular con respecto al
promedio del total de ovocitos recuperados en ambas fases en los cuatro grupos, se

observaron diferencias significativas en el grupo 1 y 3 en favor de la sumatoria de ambas

fases (TABLA 4).

Tabla 4.- Comparacion de ovocitos recuperados en fase folicular con los recuperados en

ambas fases

Grupo Fase folicular ~ Fase litea N  Fase folicular ~ Ambas fases

1 con ovocitos  con ovocitos 24 2.7t1.8a 55+2.7b  p<0.0001

2 con ovocitos  sin ovocitos 4 2.0+1.9 3.8+£3.6 p>0.05

3 sin ovocitos  con ovocitos 7 1.3+1.0c 3.6£2.2d p<0.05

4 sin ovocitos  sin ovocitos 4 2.3t1.7 4.0£2.2 p>0.05
M 11 = Metafase Il

Algo similar ocurrié al analizar el promedio de ovocitos Metafase Il recuperados en fase
folicular con respecto al promedio del total de ovocitos Metafase Il recuperados en ambas

fases en los cuatro grupos, donde observo una diferencia significativa en el grupo 1 en favor



de la sumatoria de ambas fases. Los grupos 3 y 4 no pudieron ser analizados estadisticamente

(TABLA 5).

Tabla 5.- Comparacion de ovocitos Metafase Il recuperados en fase folicular con los

recuperados en ambas fases

Grupo Fase folicular ~ Fase litea N  Fase folicular ~ Ambas fases

1 con M Il con M I 24 1.9+10a 39+1.7b  p<0.0001
2 con M Il sinM Il 4 1.5+1.0 1.5+£1.0 p>0.05

3 sin M 1l con M Il 7 0.0+0.0 1.7¢1.0 N/A

4 sin M 1l sin M Il 4 0.0+0.0 0.0+0.0 N/A

M Il = Metafase II; N/A = No analizable

De acuerdo a los resultados obtenidos, en un 80% (31/39) de los pacientes en los que se
aplico la estrategia de doble estimulacion ovérica (Grupos 1y 3) se observé un aumento en el
namero absoluto de ovocitos Metafase Il recuperados en la sumatoria de ambas fases con

respecto a la fase folicular.

Al analizar los 33 casos en los que se realizd fecundacion in vitro, no se encontraron
diferencias significativas (p>0.05) en el nimero de ovocitos fecundados que alcanzaron el
estadio de 8 células en Dia 3 de cultivo entre aquellos obtenidos en fase folicular (13/37,

35%) y en fase lGtea (16/43, 37%).

Al momento de la redaccion del presente trabajo se habian realizado la transferencia
embrionaria en Dia 3, a 22 pacientes (76% del total), quedando ain a la espera de

transferencia 7 pacientes. Se obtuvo una tasa de embarazo del 18% (4/22), registrandose un



aborto en semana 12 de desarrollo. Finalmente se registré una tasa de nifios nacidos vivos del

14% (3/22).

DISCUSION

Al igual que en varios reportes publicados, este trabajo muestra un incremento
estadisticamente significativo del ndmero de ovocitos totales y MII obtenidos con la
estrategia de doble estimulacidn ovarica, sin presentar diferencias significativas en el nimero
total de ovocitos ni el numero de MII recuperados en fase folicular con aquellos obtenidos en
fase lutea (7,9,12).

Los resultados de este trabajo coinciden con reportes en los que también emplearon rFSH y
rLH para la estimulacion ovérica (9), y también con otros donde se utilizaron esquemas con
letrozole, citrato de clomifeno, HMG o corifolitropina alfa (12-14). Sin embargo, algunos
trabajos han encontrado diferencias en los resultados de los ovocitos recuperados entre ambas
fases. Mientras que un reporte muestra mejores resultados en fase folicular (15), otro reporta

mejores resultados en fase lutea (16).

En el presente trabajo hemos observado en el analisis de los resultados obtenidos por grupos
un marcado beneficio de esta estrategia en los grupos 1 y 3. En primer lugar, el grupo 1 es el
de las pacientes que lograron obtener ovocitos maduros en ambas fases. En este grupo es claro
es claro el beneficio de la doble estimulacion. En segunda instancia, también en el grupo 3 las
pacientes fueron favorecidas por la doble estimulacion; aungque en este grupo no ha sido
posible la aplicacion de una herramienta estadistica debido a que el resultado de la fase
folicular fue O (cero), en nameros absolutos hay un aumento en el numero de ovocitos
Metafase Il producto de la obtencion de los mismos en fase lutea (1.7+1.0 ovocitos Metafase

I1). Dado que el nimero absoluto de ovocitos Metafase Il aumenta a expensas de los que



fueron obtenidos en la fase lutea en ambos grupos podemos decir que el 80% (31/39) de las
pacientes de este trabajo retrospectivo, fueron beneficiadas por el uso de este esquema de

estimulacién ovarica.

En aquellas pacientes que realizaron fecundacion de sus ovocitos y posterior transferencia
embrionaria, tenemos al dia de hoy solo resultados parciales, ya que no se han transferido
todas ellas; hemos obtenido una tasa de nacido vivo similar a la reportada por otros trabajos
que emplean el esquema de doble estimulacion ovérica (7,9,17). Dado que en la bibliografia
el consenso referido a las pacientes con baja respuesta ovarica es que la tasa de nacido vivo es
menor al 10% (18), nuestros resultados refuerzan la opinion de varios autores con respecto a
las ventajas de la doble estimulacién ovéarica en el mismo ciclo en este tipo de pacientes
(19,20). Esto esta relacionado con el hecho de que, al obtener un mayor nimero ovocitos en
un mismo ciclo, aumenta la posibilidad de tener un embrién viable para conseguir el
embarazo en corto plazo.

Una ventaja adicional de esta estrategia es que, al aumentar el nimero de ovocitos para
fecundar, aumenta el nimero de embriones viables. También hay evidencia en la bibliografia
gue a mayor nimero de ovocitos Metafase Il se obtiene un mayor nimero de embriones
euploides (21). Mas aln, recientemente ha sido demostrado que la tasa de embriones
euploides no difiere entre los provenientes de ovocitos obtenidos en fase folicular y en fase
lutea (9). Una de las fortalezas de esta estrategia, es que permite disminuir el tiempo de
busqueda de embarazo, lo cual es fundamental en las pacientes con baja respuesta ovarica. La
demora en conseguir resultados resulta en cansancio fisico, una gran carga emocional y
frustracion que hace que las pacientes abandonen los tratamientos (22,23). La modalidad de
doble estimulacion, logra disminuir el tiempo que implica realizar dos estimulaciones de la

manera tradicional, lo cual demandaria mas tiempo, evitando que a la espera de realizar el



segundo tratamiento, pueda verse deteriorada aun mas la reserva ovarica. Por lo que este
grupo de pacientes podria obtener beneficios de la doble estimulacién, al obtener mejores
resultados en menor tiempo.

Es importante mencionar a las pacientes que desean criopreservar ovocitos en forma electiva
y sobre todo en aquellos casos de la paciente oncoldgica que criopreservara ovocitos y a las
pacientes de edad reproductiva avanzada pese a que tengan buena reserva ovarica. Todas ellas
se verian beneficiadas en obtener mayor cantidad de ovocitos en menor cantidad de tiempo.
Una limitacidn de ésta estrategia cuando se utiliza para realizar fecundacion in vitro, es que
no se puede realizar la transferencia de embriones en fresco debido al desfasaje con la ventana
de implantacion, teniendo que criopreservar los embriones obtenidos. Sin embargo, es sabido
que la criopreservacion no afecta la capacidad del embrion de implantar y, por consiguiente,

tampoco afecta la tasa de embarazo (24,25).

Nuestros resultados nos alientan al empleo de la doble estimulacion durante las Fases
Folicular y Latea en el mismo ciclo menstrual, ya que proporciona mas oportunidades para
recuperar ovocitos tanto en las pacientes bajas respondedoras, produciendo embriones con un
potencial de desarrollo similar y también en aquellas paciente que desean criopreservar mayor

ndmero de ovocitos.
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TABLAS

Tabla 1.- Resultado de las aspiraciones foliculares realizadas en fase folicular y fase lutea

Fase folicular

Fase lutea

Aspiraciones foliculares con recuperacion de

ovocitos 37/39 (95%) 38/39 (97%) p>0.05
Aspiraciones foliculares con recuperacion de

ovocitos maduros 29/39 (71%) 33/39 (85%) p>0.05
Promedio de ovocitos recuperados 2.3x1.7 2.5+1.6 p>0.05
Promedio de ovocitos maduros recuperados 1.3£1.2 1.5+1.2 p>0.05




Tabla 2.- Resultado de las aspiraciones foliculares realizadas en fase folicular y fase ltea

segun los grupos etarios <39 anos y >40 afios

<39 afos >40 anos

fase fase lutea fase fase lutea

folicular folicular
Aspiraciones
foliculares con 20/20 18/19

19/20 (95%) 18/19 (95%) p>0.05
recuperacion de (100%) (95%)
ovocitos
Aspiraciones
foliculares con 18/19

14/20 (70%) 16/20 (80%) 15/19 (79%) p>0.05
recuperacion de (95%)
ovocitos maduros
Promedio de
ovocitos 2,6+1,7 2,4+1,5 2,1+1,6 2,617 p>0.05
recuperados
Promedio de
ovocitos maduros 1,3+1,1 1,3+1,2 1,4+1,1 1,8+1,0 p>0.05

recuperados




Tabla 3.- Edad promedio e intentos realizados en los cuatro grupos de analisis

Grupo Fase folicular Faselitea N  Edad promedio  Intentos realizados

1 con M Il conMIl 24 39.0+4.0 1.9+0.9
2 conM Il sin M Il 4 38.8+3.3 2.5%1.9
3 sin M 1l con M I 7 40.1+2.6 2.6x£2.5
4 sin M 11 sin M Il 4 36.3+2.1 3.3+2.6

M Il = Metafase Il



Tabla 4.- Comparacion de ovocitos recuperados en fase folicular con los recuperados en

ambas fases

Grupo Fase folicular ~ Fase litea N  Fase folicular ~ Ambas fases

1 con ovocitos  con ovocitos 24 2.7x1.8a 55+2.7b  p<0.0001
2 con ovocitos  sin ovocitos 4 2.0+£1.9 3.8+£3.6 p>0.05
3 sin ovocitos ~ con ovocitos 7 1.3+1.0c 3.6x2.2d p<0.05
4 sin ovocitos  sinovocitos 4 2.3+1.7 4.0£2.2 p>0.05

M Il = Metafase Il



Tabla 5.- Comparacion de ovocitos Metafase Il recuperados en fase folicular con los

recuperados en ambas fases

Grupo Fase folicular ~ Fase litea N  Fase folicular ~ Ambas fases

1 con M Il con M I 24 1.9+1.0a 39+1.7b  p<0.0001
2 con M Il sinM Il 4 1.5+£1.0 1.5+¢1.0 p>0.05

3 sin M 1l con M Il 7 0.0+0.0 1.7+1.0 N/A

4 sin M 1l sin M Il 4 0.0+0.0 0.0+0.0 N/A

M Il = Metafase II; N/A = No analizable



