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RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

Introduccién: La fertilizacion in vitro (FIV) es una técnica ampliamente utilizada en mujeres con
dificultades reproductivas, especialmente en aquellas con edad materna avanzada. La euploidia
embrionaria, comprometida por el envejecimiento ovarico, puede optimizarse mediante el
diagnostico genético preimplantacional (PGT-A). Sin embargo, la eficacia de los distintos
protocolos de estimulacion ovarica (largo, corto, con y sin testosterona) en mujeres entre 38 y 42

afios sigue siendo motivo de investigacion.

Objetivos: Comparar la probabilidad de euploidia embrionaria segin el protocolo de
estimulacion ovérica utilizado en mujeres de 38 a 42 afios y analizar la influencia de la terapia
con testosterona, las probabilidades de resultados betaHCG positivos, aborto, y los resultados

ovocitarios.

Metodologia: Estudio retrospectivo, observacional y de 2 cohortes realizado en el Hospital Ruber
Juan Bravo (2018-2023) con la base de datos RuberFIV. Se incluyeron 51 pacientes entre 38 y
42 aiios sometidas a FIV con resultado PGT-A. Se analizaron variables como nimero de ovocitos,
probabilidad de euploidia, implantacion y aborto. El analisis estadistico se efectu6 utilizando

pruebas de chi-cuadrado, Mann-Whitney y Kruskal-Wallis.

Resultados: El protocolo largo con testosterona obtuvo los resultados mas favorables, con un
33,3% de embriones euploides. En contraste, el grupo con protocolo corto y testosterona presentd
el porcentaje mas bajo de euploidia (9,8%). El uso de testosterona, independientemente del
protocolo, se asocid a un 43,1% de embriones euploides frente al 17,6% sin testosterona. No se
identificaron diferencias significativas. Tampoco se hallaron diferencias en el niimero de

ovocitos, resultados B-hCG ni abortos espontaneos entre protocolos.

Conclusiones: Aunque no se identifican diferencias estadisticamente significativas, el protocolo
largo con testosterona muestra una tendencia favorable en resultados reproductivos. Los
protocolos cortos, especialmente sin testosterona, presentan peores resultados. Estos hallazgos
refuerzan la importancia de personalizar los tratamientos seglin el perfil de cada paciente para

optimizar los resultados en reproduccion asistida.

Palabras clave: Estimulacion ovarica, Testosterona, Euploidia embrionaria, Fecundacion in

vitro, Edad materna avanzada, Diagnostico genético preimplantacional.



ABSTRACT AND KEY WORDS

Background: In vitro fertilization (IVF) is a widely used technique in women with reproductive
difficulties, especially those of advanced maternal age. The genetic quality of embryos, often
compromised by ovarian aging, can be optimized through preimplantation genetic testing for
aneuploidy (PGT-A). However, the effectiveness of various ovarian stimulation protocols (long,

short, with and without testosterone) in women aged 38 to 42 remains an area of ongoing research.

Objectives: To compare embryonic euploidy rates according to the ovarian stimulation protocol
used in women aged 38 to 42. Secondary objectives included analyzing the influence of

testosterone therapy, implantation and miscarriage rates, and oocyte outcomes.

Methodology: A retrospective, observational cohort study was conducted at Ruber Juan Bravo
Hospital (2018-2023). A total of 51 patients aged 38 to 42 who underwent IVF with PGT-A were
included. Variables analyzed included the number of oocytes, and rates of euploidy, implantation,
and miscarriage. Statistical analysis was performed using chi-square, Mann-Whitney, Kruskal-

Wallis

Results: The long protocol with testosterone yielded the most favorable outcomes, with 33.3%
euploid embryos. In contrast, the short protocol with testosterone showed the lowest euploidy
percentage (9.8%). Use of testosterone, regardless of protocol type, was associated with 43.1%
euploid embryos compared to 17.6% without testosterone. No statistically significant differences
were identified. Additionally, no differences were observed in the number of retrieved oocytes,

MII oocytes, B-hCG positivity, or miscarriage between protocols.

Conclusions: Although no statistically significant differences were found, the long protocol with
testosterone showed a favorable trend in reproductive outcomes. Short protocols, particularly
those without testosterone, yielded poorer results. These findings highlight the importance of
tailoring treatment strategies to individual patient profiles to optimize outcomes in assisted

reproduction.

Keywords: Ovarian stimulation, Testosterone, Embryonic euploidy, In vitro fertilization,

Advanced maternal age, Preimplantation genetic testing.



INTRODUCCION

La reproduccion asistida comprende un conjunto de técnicas destinadas a facilitar la concepcion
en parejas con dificultades reproductivas. Entre ellas, la fecundacion in vitro (FIV) es una de las
mas utilizadas, y requiere una estimulacion ovarica controlada para obtener ovocitos en cantidad
y calidad suficiente. En este procedimiento, los 6vulos se fecundan en el laboratorio y los
embriones obtenidos se seleccionan para su transferencia al utero, buscando lograr un embarazo

viable.!"**

El aumento progresivo de la edad materna ha incrementado la prevalencia de infertilidad en
mujeres de entre 38 y 42 afios. Este grupo enfrenta desafios especificos debido a la disminucion
de la reserva ovérica, la calidad ovocitaria y el incremento en la incidencia de aneuploidias
embrionarias. Aunque la FIV representa una herramienta fundamental en estos casos, las
proporciones de éxito son inferiores a las de mujeres mas jovenes, debido principalmente a
alteraciones cromosomicas en los embriones, que generan fallos de implantacion, abortos

espontaneos y complicaciones obstétricas.*>"

Uno de los factores clave para el éxito de la FIV es la estimulacion ovarica, cuya finalidad es
optimizar la respuesta folicular mediante la administracién de hormonas. Para adecuarla al perfil
de cada paciente, se utilizan diferentes protocolos, siendo los mas frecuentes el largo y el corto.
El protocolo largo emplea agonistas de GnRH para suprimir la actividad ovarica endogena antes
de la estimulacion, mientras que el corto utiliza antagonistas para bloquear la ovulacion
espontanea en una fase mas tardia. Ambos buscan obtener un mayor numero de ovocitos maduros,

aunque su efectividad puede variar segun las caracteristicas de la paciente.”*!%1222
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Figura 1. Comparacion entre el protocolo corto y largo de estimulacion ovarica en reproduccion

asistida. "0’



Uno de los problemas mas significativos en las mujeres mayores de 38 afios que se someten a
tratamientos de FIV es la disminucion en la tasa de embriones euploides. A medida que la edad
materna avanza, la probabilidad de que los 6vulos tengan cromosomas anormales aumenta, lo que
puede resultar en aneuploidias, una condicién en la que los embriones contienen un nimero
anormal de cromosomas. Estas aneuploidias son la principal causa de fallos de implantacion,
aborto espontaneo y enfermedades genéticas en los recién nacidos °. En respuesta a este problema,
se ha implementado el diagndstico genético preimplantacional (PGT-A), una técnica que permite

seleccionar embriones cromosdmicamente normales antes de la transferencia.?> %,

Diversas investigaciones han analizado la influencia de los protocolos de estimulacion ovarica en
los resultados de la FIV, especialmente en mujeres con edad materna avanzada. Asimismo, se ha
explorado el uso de tratamientos complementarios, como la administracion de testosterona, para
mejorar la sensibilidad de los foliculos a la FSH y, por ende, incrementar la cantidad y calidad de

ovocitos recuperados'*2’,

La fertilidad femenina disminuye significativamente a partir de los 35 afios, y esta tendencia se
intensifica después de los 40. Segun la Sociedad Espafola de Fertilidad, la proporcion de
embarazo por ciclo de FIV en mujeres entre 38 y 42 afios es de apenas 20-25%, frente al 40% en
menores de 35. A nivel mundial, la infertilidad afecta al 15% de las parejas en edad reproductiva,
y en mujeres mayores suele estar asociada a trastornos ovulatorios y anomalias cromosomicas, lo

que incrementa la necesidad de recurrir a técnicas de reproduccién asistida.**!2

Ademas de las limitaciones bioldgicas, la infertilidad conlleva consecuencias psicologicas,
sociales y economicas importantes. La incertidumbre, el estrés y la ansiedad son frecuentes

durante los tratamientos, asi como el impacto financiero que representan.

En cuanto a los riesgos clinicos, complicaciones como el sindrome de hiperestimulacion ovarica
(OHSS), embarazos multiples o enfermedades gestacionales son mas comunes en mujeres
mayores sometidas a FIV. Sin embargo, gracias a las nuevas practicas de transferencia unica de
embriones, la probabilidad de embarazo miultiple se ha reducido drasticamente, siendo
actualmente comparable a la de un embarazo natural. *

Con respecto al sindrome de hiperestimulacion ovérica, es importante destacar que las pacientes
con sindrome de ovario poliquistico (PCOS) presentan un mayor riesgo de desarrollarlo. No

obstante, los protocolos de estimulacion ovarica empleados en la actualidad estan altamente

estandarizados y optimizados para minimizar dicho riesgo.



En este escenario, resulta prioritario seguir investigando estrategias que mejoren los resultados
reproductivos en mujeres de edad avanzada. A pesar de los avances, persisten interrogantes sobre
la efectividad comparada de los distintos protocolos de estimulacion ovarica en relacion con la
proporcion de embriones euploides obtenidos. Esta variable es fundamental, ya que determina en

gran medida el éxito del tratamiento.

Aun no existe un consenso definitivo sobre cual es el protocolo de estimulacion ovarica mas eficaz

para maximizar la cantidad y calidad ovocitaria'®"®

en mujeres de edad avanzada. Si bien el
diagnostico genético preimplantacional (PGT-A) ha demostrado ser una herramienta util para

conocer la euploidia embrionaria.

En este escenario, resulta prioritario seguir investigando estrategias que mejoren los resultados
reproductivos en mujeres de edad avanzada. A pesar de los avances, persisten interrogantes
debido a la falta de evidencia previa sobre la efectividad comparada de los distintos protocolos de
estimulacion ovarica en relacion con la proporcion de embriones euploides obtenidos. Esta

variable es fundamental, ya que determina en gran medida el éxito del tratamiento *'***.

Por tanto, el presente estudio tiene como objetivo principal comparar la proporcion de euploidia
embrionaria en mujeres de entre 38 y 42 afios sometidas a distintos protocolos de estimulacion
ovarica en tratamientos de FIV, con el fin de identificar cual de ellos maximiza la obtencién de

embriones genéticamente normales y mejora las proporciones de implantacion y embarazo.

HIPOTESIS

Este estudio parte de la hipotesis de que no existen diferencias estadisticamente significativas en

los porcentajes de gestacion y obtencion de embriones euploides en funcion del protocolo de

estimulacion ovarica utilizado. 1013

OBJETIVOS

Objetivo principal

El objetivo principal de este estudio es comparar el porcentaje de euploidia embrionaria en
mujeres de entre 38 y 42 afios, en funcion del protocolo de estimulacion ovérica empleado. Se
pretende analizar si existen diferencias significativas en la proporcion de embriones euploides

generados, segun el tipo de protocolo utilizado.



Objetivos secundarios

e Evaluar la influencia del uso de testosterona como terapia adyuvante en la obtencion de
embriones euploides.

e Examinar la interaccion entre protocolo de estimulacion y uso de testosterona en la
euplodia embrionaria.

e Analizar la relacion entre el protocolo de estimulacion ovarica y la proporcion de aborto
espontaneo, con el fin de determinar si alguno de los protocolos se asocia a una menor
incidencia de pérdida gestacional.

e Describir y comparar los resultados obtenidos en los diferentes ciclos de estimulacion,
incluyendo el niumero total de ovocitos recuperados y el grado de maduracion ovocitaria.

e Valorar la proporcion de pacientes con resultado positivo de f-hCG segun el protocolo

de estimulacion ovarica.

METODOLOGIA
Disefio
En el presente estudio se valoran posibles diferencias significativas en la obtencion de euploidia

embrionaria en funcion de los protocolos y terapias complementarias de estimulacion ovarica.

Para ello se disefi6 un estudio observacional de 2 cohortes, retrospectivo y analitico.

Ambito Y Poblacién De Estudio

El estudio se desarrolld en el servicio de reproduccion asistida del Hospital Ruber Juan Bravo de
Madrid, incluyendo datos de ciclos realizados entre 2018 y 2023. La muestra estuvo compuesta

por 51 pacientes, con un total de 692 ovocitos recuperados y 169 embriones analizados.

Criterios De Inclusion

Los criterios de inclusion fueron definidos para seleccionar una poblacion homogénea y
representativa de mujeres con edad materna avanzada. Se eligieron pacientes entre 38 y 42 afios,
ya que este rango es critico en cuanto al aumento de aneuploidias embrionarias y la disminucion
de la reserva ovarica. El valor minimo de hormona antimiilleriana (AMH > 0,05 ng/mL) se utilizo
como marcador de funcién ovérica residual, garantizando que las pacientes atn tuvieran cierta

capacidad de respuesta a la estimulacion. Asimismo, se establecio un indice de masa corporal



(IMC) méximo de 30 kg/m? para excluir posibles efectos metabodlicos adversos sobre la ovulacion
e implantacion embrionaria, ya que el sobrepeso y la obesidad pueden influir negativamente en

los resultados reproductivos.

Criterios De Exclusion

En cuanto a los criterios de exclusion, se descartaron pacientes que utilizaran 6vulos de donante
(ciclos de ovodonacion), dado que la euploidia embrionaria ya no depende de la edad ni del
tratamiento recibido, lo que alteraria los resultados. Asimismo, se eliminaron mujeres que
estuvieran participando en otros estudios clinicos, para evitar la influencia de intervenciones
adicionales no controladas que pudieran sesgar los resultados.

Se excluyeron pacientes que estuvieran en tratamiento con farmacos que interfieren con la
estimulacion ovarica, como corticoides sistémicos, antipsicOticos, antiepilépticos,
anticoagulantes orales, quimioterapia, inmunosupresores, inhibidores de aromatasa y
antiandrogenos, debido a sus efectos sobre el eje hormonal, la ovulacion, la reserva ovarica o el

riesgo de sangrado.

Calculo Del Tamaio Muestral

Para determinar el tamafio muestral necesario en este estudio, se ha utilizado la formula clasica

para la comparacion de dos proporciones independientes:

(Zaja + Z5)° - [Pi(1 — P1) + Po(1 — P)]
(P — P)?

- n: Tamaflo de muestra necesario por grupo.

- Zo/2: Valor correspondiente al nivel de confianza deseado.

- Para un 95% de confianza: 1,96.

- ZP: Valor correspondiente al poder estadistico (1 - beta).

- Para un poder del 80%: 0,84.

- P1: Proporcion esperada de embriones euploides en el primer grupo.

- Estimacion conservadora: 50% (0,50)

- P2: Proporcion esperada de embriones euploides en el segundo grupo.

- Estimacion con diferencia minima: 40% (0,40).

- (P1 - P2): Diferencia minima esperada entre las proporciones de los dos grupos. En este

caso, 10% (0,10).



Con estos parametros, se calcula que el tamafio muestral necesario para detectar una diferencia
del 10% entre las proporciones con un nivel de confianza del 95% y una potencia del 80% es de

384 muestras por grupo.

Resumen de Parametros:

Tipo de estudio: Comparacion de dos proporciones.
Nivel de confianza (a)): 95% (a = 0,05).

Potencia (1 - B): 80% (B = 0,20).

Error tipo I (a): 5%.

Error tipo II (B): 20%.

Tamaiio de muestra requerido por grupo (n): 384.

Finalmente, se cont6 con 51 pacientes. 22 pacientes para el grupo de protocolo corto y 29 para el

largo.

Variables de estudio

En el presente estudio se incluyeron variables tanto clinicas como reproductivas, clasificadas en
principales, secundarias, hormonales y de resultado. A continuacion, se describen detalladamente,

junto con su categorizacion y explicacion operativa (Ver Anexo 2).

La variable principal del estudio fue el tipo de protocolo de estimulacion ovarica empleado. Esta
variable se codificé como categorica dicotomica, diferenciando entre protocolo largo (codificado
como 0) y protocolo corto (codificado como 1), en funciéon de la duracion del tratamiento y el
esquema farmacologico utilizado en el ciclo de estimulacion. Esta distincion permitié evaluar si

la duracion y naturaleza del protocolo influian en los resultados reproductivos obtenidos.

El principal resultado evaluado fue la euploidia embrionaria, determinada a través del diagnostico
genético preimplantacional (PGT-A). Esta variable se clasifico como dicotomica, considerando
como "euploides" (SI) aquellos embriones que presentaban el niimero correcto de cromosomas
(46) y como "aneuploides" (NO) aquellos con alteraciones en el nimero cromosomico. La
evaluacion se realizé mediante técnicas de analisis genético aplicadas a blastocistos biopsiados,
lo que permitid establecer la proporcion de embriones genéticamente normales en cada grupo de

estudio.

También se contemplo el uso de testosterona como tratamiento adyuvante, variable registrada de

forma dicotomica (si/no). En caso afirmativo, las pacientes recibieron 5,5 mg diarios de



testosterona en gel, administrado por via transdérmica durante los dos meses previos al inicio del

ciclo de estimulacion ovarica.

En relacion con los resultados del tratamiento, se analizaron variables ovocitarias y embrionarias.
El numero de ovocitos recuperados se expres6 como variable cuantitativa discreta,
correspondiendo al total de ovocitos obtenidos mediante puncion folicular. Adicionalmente, se
evalu6 el grado de maduracion ovocitaria, considerando el estado de desarrollo en el momento de
la decumulacion. Los ovocitos se clasificaron en tres categorias: vesicula germinal (no maduros),
metafase [ (inmaduros) y metafase II (maduros), siendo estos ultimos los aptos para ser

fecundados mediante fecundacion in vitro (FIV).

La variable Betas Positivas (B-hCG) indic6 si la prueba de embarazo bioquimico fue positiva. Los
resultados se dividieron en dos categorias: 0 (No) y 1 (Si), lo que reflejo la presencia o ausencia
de un embarazo bioquimico, como indicativo del éxito reproductivo.

También se recogio la informacion relativa a la proporcion de aborto (SI/NO) espontaneo,
definida como la pérdida gestacional confirmada clinicamente tras una beta-hCG positiva en

sangre.
Estas variables permitieron analizar de manera integral los resultados reproductivos asociados a
los diferentes protocolos de estimulacion ovarica y al uso de testosterona como terapia adyuvante,

proporcionando una vision detallada del proceso desde la estimulacion hasta los desenlaces

clinicos.

Recogida de datos

Modo de recogida de datos

Este estudio retrospectivo se ha realizado mediante la revision de historias clinicas electronicas
de pacientes del departamento de Reproduccion Asistida del Hospital Ruber Juan Bravo. Los
datos fueron recogidos a través del programa informatizado RuberFiv, asegurando la trazabilidad
y calidad de la informacion registrada.

La seleccion de los casos se llevd a cabo considerando los criterios de inclusion definidos
previamente en el protocolo del trabajo, y los datos extraidos se organizaron en una base

estructurada para su posterior analisis.

Uso de datos y proteccion de datos




El manejo de los datos se ha realizado conforme a la Ley Organica 3/2018 de Proteccion de Datos
Personales y garantia de los derechos digitales, respetando en todo momento la confidencialidad
y seguridad de la informacion recogida.

La base de datos fue creada en dos versiones: una con los datos identificativos, custodiada
exclusivamente por el tutor del estudio, y otra sin informacion personal, utilizada por el estudiante

para el desarrollo del Trabajo de Fin de Grado (TFG).

Tipo de base de datos

Se elabor6 una base de datos seudonimizada, asignando un cddigo aleatorio a cada paciente para
garantizar el anonimato. Esta base de datos no contenia nombres, numeros de historia clinica ni
ningun otro dato personal identificativo.

Los datos se analizaron exclusivamente en entornos seguros del hospital, sin ser almacenados en
dispositivos externos o no autorizados, cumpliendo con los protocolos de confidencialidad y

seguridad del centro.

Plan de analisis estadistico

El analisis estadistico se estructur6 en 3 fases con el objetivo de describir la muestra y explorar

asociaciones entre los distintos protocolos de estimulacion ovarica y los resultados reproductivos.

Analisis descriptivo

Se describieron las caracteristicas clinicas y reproductivas de las pacientes incluidas en el estudio:

e Las variables cualitativas (como tipo de protocolo, presencia de embriones euploides o

aneuploides, betas positivas y abortos) se expresaron en frecuencias absolutas y
porcentajes.

e Las variables cuantitativas (como numero de ovocitos recuperados y maduros en
metafase II) se describieron mediante media y desviacion estdndar si seguian una
distribucion normal, o mediante mediana y rango intercuartilico (P25-P75) en caso
contrario.

e La normalidad de las variables cuantitativas se evalué6 mediante la prueba de Shapiro-

Wilk.

Analisis bivariado

Para explorar posibles diferencias entre los protocolos de estimulacion en cuanto a resultados

reproductivos:
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e Se utilizd la prueba de chi-cuadrado para comparar proporciones entre variables
cualitativas.

e Laprueba exacta de Fisher se aplico en los casos en los que no se cumplian los requisitos
para el chi-cuadrado.

e La prueba t de Student se utilizo para comparar medias entre dos grupos independientes
cuando las variables seguian distribucion normal. En caso contrario, se empled la prueba
U de Mann-Whitney.

e Para comparar variables entre tres grupos, se aplico la prueba de Kruskal-Wallis, dado

que al menos uno de los grupos presentaba distribucion no normal.

Analisis comparativo de proporciones

Se realiz6 una comparacion de proporciones para analizar si existian diferencias significativas en
el porcentaje de euploidia entre los distintos protocolos de estimulacion ovarica. Esta

comparacion se centrd en la proporcion de embriones euploides obtenidos en cada grupo.

El anélisis estadistico se llevo a cabo con el programa JAMOVI. Se consider6 un valor de

p < 0,05 como estadisticamente significativo.

ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

Este estudio es de caracter observacional y retrospectivo, por lo que se solicito al Comité de Etica
del Hospital Fundacion Jiménez Diaz la exencion del consentimiento informado, al no suponer

ningun riesgo para los sujetos participantes ni intervencion directa sobre ellos.

El proyecto ha sido aprobado por dicho Comité de Etica, a fecha 13/11/2024 y con el codigo
TFG084 HRIB y cumple con los principios éticos recogidos en la Declaracion de Helsinki, el
Convenio de Oviedo sobre los Derechos Humanos y la Biomedicina, y la Ley 14/2007, de 3 de

julio, de Investigacion Biomédica.

Asimismo, el tratamiento de los datos personales se ha realizado conforme a la normativa vigente,
garantizando la confidencialidad y anonimato de los pacientes, de acuerdo con la Ley Organica
3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales,
el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento Europeo y del Consejo y el Real Decreto
1720/2007, por el que se aprueba el reglamento de desarrollo de la anterior ley, y la Ley 41/2002,
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de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia del paciente y de los derechos y

obligaciones en materia de informacion y documentacion clinica (ver Anexo 1).

RESULTADOS

Descripcion de la muestra

Se analizaron un total de 169 embriones y 692 ovocitos procedentes de 51 mujeres entre 38 y 42
afios. 22 mujeres recibieron el protocolo corto y 29 mujeres el largo. Ademas, 38 pacientes

recibieron testosterona y 13 no.

Euploidia embrionaria segun el protocolo de estimulacion ovarica

Se agruparon los casos segun el tipo de protocolo de estimulacion ovarica empleado: protocolo
corto (n = 22 mujeres) y protocolo largo (n = 29 mujeres). Del total de 169 embriones, 48 fueron

euploides (28,4%).

La proporcion de embriones euploides fue del 27,5% en el grupo de protocolo corto (IC 95%:
15,1%-39,9%) y del 33,3% en el grupo de protocolo largo (IC 95%: 20,3%—46,3%) (Figura 1).
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (p = 0,716).
Estos resultados se presentan en la Tabla 1.

Estos hallazgos sugieren que el tipo de protocolo de estimulacion ovarica (largo vs. corto) no se

asoci6 de forma significativa con la proporcion de euploidia embrionaria.
A continuacion, se presenta la Figura 1, en la que se representa graficamente la proporcion de

embriones euploides y aneuploides obtenidos seglin el protocolo de estimulacion ovérica utilizado

(protocolo corto vs. protocolo largo).
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Figura 1: Proporcién de embriones euploides y aneuploides en funcién del protocolo de

estimulacion ovarica utilizado.

Influencia de la testosterona como terapia adyuvante en la obtencion de embriones

euploides

Como analisis adicional, se compard la proporciéon de embriones euploides en funcion del uso de

testosterona como terapia adyuvante.

La proporcion de embriones euploides fue del 17,6 % en el grupo que no recibio testosterona (9
de 51 embriones) y del 43,1 % en el grupo que si la recibié (22 de 51 embriones). A pesar de
esta diferencia numérica, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos (p = 0,470). Estos resultados se detallan en la Tabla 1.

Aunque los resultados relativos a la proporcion de embriones euploides y aneuploides ya han
sido representados graficamente, a continuacion, se presenta la Tabla 1 con el desglose
numérico detallado. En ella se muestra la distribucion de embriones segtn el tipo de protocolo
de estimulacion ovarica (corto o largo) y el uso o no de testosterona como tratamiento

adyuvante.
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Tabla 1: Proporcion de embriones euploides y aneuploides segin el protocolo de

estimulacién ovarica y el uso de testosterona

Embriones
Euploides Aneuploides P valor
n (%) n (%)
Corto 14 (27,5%) 8 (72,5%)
Protocolo Largo 17 (33,3%) | 12 (66,7%) 0,716
Si 22 (43,1%) 16 (56,9%)
Testosterona No 9 (17,6%) 4 (82,4%) 0,470

Nota: Los valores de y? son los siguientes: para la comparacion entre protocolos de estimulacion,

x> =0,132; p = 0,716. Para la comparacion segun el uso de testosterona, y*> = 0,522; p = 0,470.

Relacion entre el protocolo de estimulacion afiadido a la testosterona para evaluar

la euploidia embrionaria

Se realiz6 un andlisis para evaluar la relacion entre el protocolo de estimulacion ovarica (corto o
largo), el uso de testosterona como terapia adyuvante y la proporcion de embriones euploides. Se
incluyeron tres grupos: protocolo corto sin testosterona (n = 13), protocolo corto con testosterona
(n=9) y protocolo largo con testosterona (n = 29). El grupo con protocolo largo sin testosterona

fue excluido por no contar con casos registrados (n = 0).

La proporcion de embriones euploides fue del 17,6 % en el grupo con protocolo corto sin
testosterona, del 9,8 % en el grupo con protocolo corto con testosterona y del 33,3 % en el grupo

con protocolo largo y testosterona.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la proporcion de embriones
euploides entre los distintos grupos analizados (p = 0,760), lo que sugiere que la combinacion del
tipo de protocolo de estimulacion con el uso de testosterona no se asocio significativamente con

el porcentaje de euploidia embrionaria en esta muestra.
A continuacion, se muestra la Figura 2, que representa la distribucion porcentual de embriones

euploides y aneuploides en funcion del tipo de protocolo de estimulacion ovarica y el uso

concomitante de testosterona.
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Figura 2. Porcentaje de embriones euploides y aneuploides segiin protocolo de
estimulacién ovarica y uso de testosterona.
Nota: Los porcentajes mostrados en esta figura (% del total) se calcularon en funcion del numero total de

embriones analizados en el estudio, y no sobre el total especifico de cada subgrupo.

Proporcion de pacientes con resultado positivo de beta-hCG en funcion de

protocolo

Se analiz¢ la proporcion de pacientes con resultado positivo de B-hCG segun el tipo de protocolo

de estimulacion ovarica.

En conjunto, se incluyeron 51 pacientes: 17 con resultado positivo (33,3 %) y 34 con resultado
negativo de B-hCG (66,7 %).

En el grupo con protocolo corto (n = 22), 8 pacientes presentaron un resultado positivo, lo que
representa el 36,4 % dentro del grupo y el 15,7 % del total de la muestra. Las 14 pacientes
restantes (63,6 %) obtuvieron un resultado negativo, correspondiente al 27,5 % del total.

En el grupo con protocolo largo (n = 29), 9 pacientes tuvieron un resultado positivo,
correspondiente al 31,0 % del grupo y al 17,6 % del total. Las otras 20 pacientes (69,0 %)
presentaron un resultado negativo, lo que representa el 39,2 % del total de la muestra. Estos

resultados se resumen en la Tabla 2.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (p = 0,689), lo

que sugiere que el tipo de protocolo de estimulacion ovarica no se asocié de forma significativa

con la probabilidad de obtener un resultado positivo de B-hCG en esta muestra.

15



Relacion entre el protocolo de estimulacion y la proporcion de aborto

Se evalu¢ la relacion entre el tipo de protocolo de estimulacion ovarica (corto vs. largo) y la

ocurrencia de aborto espontaneo.

En el grupo con protocolo corto (n = 22), 2 pacientes presentaron aborto espontaneo, lo que
representa un 9,1 % dentro de este grupo y un 3,9 % del total de la muestra. En el grupo con
protocolo largo (n =29), 1 paciente tuvo un aborto, correspondiente al 3,4 % del grupo y al 2,0 %

del total.

La mayoria de las pacientes no presentaron aborto en ambos grupos: el 90,9 % en el protocolo
corto y el 96,6% en el protocolo largo. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (p = 0,396), lo que sugiere que el tipo de protocolo de estimulacion
ovarica no se asoci6 de forma significativa con el porcentaje de aborto espontaneo en esta

muestra.

A continuacion, se muestra la Tabla 2, en la que se comparan los porcentajes de aborto espontaneo

y resultados positivos de B-hCG segun el protocolo de estimulacion ovarica (corto vs. largo)

Tabla 2. Porcentaje de aborto espontaneo y resultados beta-hCg positivos segtn el

protocolo de estimulacion ovarica y el uso de testosterona

ABORTOS BETAHCG
Pacientes | Abortos  No abortos p-valor Beta-hCg+  Beta-hCg- p-valor
PROTOCOLO (n) n (%) n (%) n (%) n (%)
Corto 22 2(3,9%) | 20(39,20%) 0,369 8(15,7%) 14(39,2%) 0,689
Largo 29 1(2%) 28(54,90%) 9(17,6%) 20(27,5%)

Nota: El analisis global entre grupos se realizo con la prueba de chi-cuadrado(p=0,369) para el
grupo de abortos y (p=0,689) para el grupo de betas positivos. Los porcentajes representan el %
del total.
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Resultados de los ciclos de estimulacion ovarica, valorando nimero y maduracion

de ovocitos

Se comparo¢ el tipo de protocolo de estimulacion ovarica con la maduracion ovocitaria,
evaluando el nimero total de ovocitos recuperados y el nimero de ovocitos en metafase 11
(MII).

Las pacientes sometidas al protocolo corto presentaron una mediana de 9,5 ovocitos totales
(RIC: 9,25) y 8,5 ovocitos MII (RIC: 6). En el caso del protocolo largo, la mediana fue de 12
ovocitos totales (RIC: 12) y 7 ovocitos MII (RIC: 9).

Aunque el protocolo largo se asocié con un mayor niimero total de ovocitos recuperados, el
numero de ovocitos en metafase I fue ligeramente inferior respecto al protocolo corto. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en cuanto al nimero total

de ovocitos recuperados (p = 0,789), ni en el nimero de ovocitos en metafase Il (p = 0,675).

A continuacion, se muestran en la figura 3 las diferencias en el nimero total de ovocitos
recuperados y ovocitos en metafase 11 (MII) en funcion del protocolo de estimulacion ovarica

empleado (corto vs. largo).

OVOCITOS TOTALES Y MADUROS
B OVOCITOS TOTALES [ OVOCITOS MADUROS

60

40

° ° p ovocitos totales = 0,789

30
p ovocitos maduros = 0,675

20

10

H |x—
Hix — o

Corto Largo

Figura 3. Distribucion del nimero de ovocitos totales y ovocitos en metafase II segin
protocolo de estimulaciéon

Nota: Diagramas de caja (boxplots) que representan el numero de ovocitos totales recuperados
por paciente y ovocitos maduros (metafase Il). Las cajas indican el rango intercuartilico (RIC),
la linea horizontal marca la mediana y la “X” representa la media. Los circulos indican valores

atipicos.
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A continuacion, se presenta la Tabla 3, que recoge de forma resumida las principales variables

clinicas, ovocitarias, embrionarias y de resultados clinicos segin el tipo de protocolo de

estimulacion ovarica (corto vs. largo). Aunque muchas de estas variables ya han sido analizadas

y presentadas previamente de forma desglosada, esta tabla ofrece una vision global comparativa,

facilitando la interpretacion integrada de los resultados.

Tabla 3. Comparacion entre protocolos corto y largo de estimulacién ovarica respecto a

variables relacionadas con la respuesta ovarica, desarrollo embrionario y resultados clinicos

PROTOCOLO

Corto Largo p-valor
Euploides 20(27,5%) 17(33,3%) 0,716
n (0/0)
Aneuploides
n (%) 8(72,5%) 12(66,7%) 0,716
Ovocitos totales (mediana
[RIC]) 9,50[9,25] 12[12] 0,789
Ovocitos MII (mediana
[RIC]) 8,50[6-9] 719] 0,675
Abortos
n (%) 2(3,9%) 1(2%) 0,396
No Abortos
n(%) 20(39,20%) 28(54,90%) 0,396
Beta-hCg+
n (%) 28(54,90%) 9(17,6%) 0,689
Beta-hCg-
n (%) 14(39,2%) 20(27,5%) 0,689

Nota: Los datos se presentan como mediana y rango intercuartilico [RIC] para variables continuas y n

(%) para variables categoricas. El valor de p corresponde a la comparacion entre grupos segun el tipo de

protocolo de estimulacion ovarica. No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05)

en ninguna de las variables analizadas.
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DISCUSION

Respuesta al problema planteado

El estudio planteaba como objetivo principal determinar si existian diferencias estadisticamente
significativas en la probabilidad de euploidia embrionaria entre diferentes protocolos de
estimulacion ovarica en mujeres de 38 a 42 afios. Los resultados obtenidos no mostraron
diferencias significativas entre los grupos analizados (p > 0,05); sin embargo, se
identificaron tendencias clinicas relevantes que sugieren una posible ventaja del protocolo

largo con testosterona, asociado a una mayor proporcion de euploidia.

Confirmacion de la hipodtesis

La hipotesis inicial proponia que no existirian diferencias significativas en los resultados
reproductivos en funcion del protocolo empleado. Los hallazgos del estudio confirman
parcialmente esta hipotesis: aunque no se evidencié una significacion estadistica clara, los
patrones observados plantean la posibilidad de que ciertos protocolos, en especial el largo con
testosterona, puedan tener un impacto clinico beneficioso en mujeres de edad materna avanzada.
En consecuencia, si bien la hipdtesis no puede ser rechazada desde una perspectiva estadistica,
los resultados obtenidos sugieren la necesidad de revisarla desde un enfoque clinico,
considerando que estos hallazgos podrian orientar decisiones terapéuticas individualizadas.
Ademas, se destaca la importancia de estudios futuros con mayor tamafio muestral y potencia

estadistica que permitan validar con mayor solidez las tendencias observadas.

Resumen del resultado principal

Este estudio retrospectivo analiz6 los resultados reproductivos de 51 mujeres entre 38 y 42 afios,
que generaron un total de 692 ovocitos y 169 embriones. Se evaluaron dos tipos de protocolos de
estimulacion ovarica (largo y corto), asi como el uso adyuvante de testosterona, con el objetivo

principal de analizar su impacto sobre la proporcion de embriones euploides.

Del total de embriones, 48(28,4%) fueron euploides. La probabilidad de euploidia fue
ligeramente superior en el grupo con protocolo largo (33,3%) frente al grupo con protocolo

corto (27,5%), pero sin diferencias estadisticamente significativas (p = 0,716).
En cuanto al uso de testosterona como terapia adyuvante, el grupo que la recibié mostré una

mayor proporcion de embriones euploides (43,1%) frente al grupo sin testosterona (17,6%). A

pesar de esta diferencia notable, tampoco se alcanzo significacion estadistica (p = 0,470).
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Al combinar ambos factores (tipo de protocolo y testosterona), el grupo de protocolo largo con
testosterona fue el que mostré la mayor proporcion de embriones euploides (33,3%), mientras que
el grupo de protocolo corto con testosterona obtuvo la proporcion mas baja de euploidia
embrionaria, con apenas 9,8%. El grupo de protocolo corto sin testosterona present6 un 17,6% de
embriones euploides. Estas diferencias tampoco fueron estadisticamente significativas (p =

0,760).

En conclusion, ninguno de los protocolos evaluados mostré diferencias significativas en cuanto a
euploidia embrionaria. Sin embargo, el protocolo largo con testosterona destaco por presentar los
mejores resultados numéricos, lo que sugiere que podria representar una opcion prometedora en

mujeres de edad materna avanzada.

Comparacion con otros estudios

Los resultados obtenidos son consistentes con la literatura cientifica existente. Entre los
principales resultados, destaca que el protocolo largo con testosterona fue el que obtuvo mayor
porcentaje de embriones euploides y la menor frecuencia de aborto, reforzando su eficacia en
mujeres mayores de 38 afios. Ademas, se observd que la edad influye negativamente en la
probabilidad de obtener embriones euploides, lo cual es coherente con la literatura que identifica
la edad materna avanzada como uno de los principales factores asociados a la aneuploidia
embrionaria *°.

Diversos estudios clasicos comparando protocolos largos vs cortos han concluido que la

proporcion de éxito reproductivo son similares en ambos enfoques'*'?

. Por ejemplo, Hohmann
et al. (2003)"*no encontraron diferencias significativas en la proporcion de embarazo al comparar
una estimulacion “suave” con antagonista (inicio de FSH mas tardio) frente al protocolo largo
estandar forma similar, la revision de Gallos et al. (2017) '° —un meta-analisis en red de multiples
protocolos— no observo disparidades importantes en las proporcion de embarazo en IVF entre el
protocolo largo con agonista y los esquemas cortossciencedirect.com. Estos resultados
respaldan la observacion del presente trabajo que indica que el protocolo corto vs. largo no influye
significativamente en la proporcion de implantacion ni de aborto en la poblacion estudiada. En
linea con ello, Devroey et al. ya postulaban desde 2004 que las nuevas estrategias de estimulacion
mas cortas (p. €j., con antagonistas) podian ofrecer resultados comparables al protocolo largo

tradicional, mejorando la comodidad de las pacientes sin comprometer la efectividad del

tratamiento'’.
No obstante, algunos trabajos si han reportado diferencias en subgrupos especificos, lo que

merece discusion. Por ejemplo, Sbracia et al. (2005) encontraron que en mujeres >40 afios el

protocolo largo con agonista produjo mas ovocitos y embriones, traduciéndose en una proporcion
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de embarazo por ciclo y por transferencia significativamente mayor que con protocolo corto **.
Esto contrasta con los resultados de este estudio, donde en una poblacion también con edad
materna avanzada no mostré ventajas estadisticamente significativas del protocolo largo. De
hecho, estudios recientes sugieren que, en mujeres afiosas, gran parte de los embriones seran

aneuploides independientemente del protocolo utilizado °.

La variabilidad individual en la respuesta ovarica juega un rol importante: cada paciente puede
reaccionar de forma distinta a un mismo protocolo (segin su reserva ovarica, IMC, etiologia de
infertilidad, etc.), lo cual diluye las diferencias al promediar los resultados. Esto concuerda con la
literatura que muestra resultados heterogéneos —algunos a favor de un protocolo, otros sin

diferencias— dependiendo del perfil de las pacientes incluidas*'.

Un aspecto novedoso del presente trabajo es la evaluacion de la euploidia embrionaria bajo
distintos protocolos, algo que estudios previos rara vez reportaban directamente. Estos datos no
mostraron diferencias significativas en la proporcion de embriones euploides obtenidos con
protocolo corto vs. largo, hallazgo que esta respaldado por investigaciones recientes con pruebas
genéticas embrionarias. Huang et al. (2023) analizaron ciclos con PGT-A y tampoco encontraron
una asociacion significativa entre el tipo de protocolo (agonista largo vs. antagonista) y la
proporcién de blastocistos euploides *'. De forma complementaria, Ma et al. (2024) estudiaron
mas de 3100 blastocistos en ciclos con PGT-M y concluyeron de manera categdrica que ni
la intensidad de la estimulacion ovarica (dosis de gonadotropinas, duracion) ni el régimen
empleado afectan significativamente la proporcion de embriones euploides obtenidos ** Es decir,
controlando por la edad materna y otros factores, la dotacion cromosomica de los embriones
parece depender principalmente de factores intrinsecos (como la reserva ovarica y la edad de los
ovocitos) mas que del protocolo de estimulacion en si *° Este consenso reciente sustenta los
resultados del presente estudio : a pesar de la ligera ventaja descriptiva en euploidia con el
protocolo largo, estadisticamente no hubo diferencias, sugiriendo que ambos protocolos son

comparables en cuanto a la competencia cromosoémica de los embriones generados.

Cabe destacar que algunos autores han propuesto que protocolos mas suaves podrian incluso
mejorar la euploidia al evitar entornos endocrinos extremos; por ejemplo, Gleicher et al.
(2013) postularon que la estimulacion excesiva en pacientes con baja reserva podria agravar un
estado de “hipoandrogenismo” ovéarico y perjudicar la calidad ovocitaria, mientras que una

. ., . , , . . . . 20
estimulacion modulada junto con androgenos podria optimizar la competencia de los ovocitos .
Sin embargo, la evidencia global, incluyendo este estudio, apunta a que dentro de rangos
habituales de estimulacion no se observan diferencias sustanciales en la euploidia de los

embriones obtenidos. En ultima instancia, esto es clinicamente relevante: indica que elegir un
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protocolo corto o largo puede basarse en consideraciones de conveniencia, seguridad u otros

factores, sin comprometer la adecuada dotacion cromosomica de los embriones logrados.

El presente estudio no encontrd diferencias estadisticamente significativas en la proporcion de
embriones euploides entre las pacientes que recibieron testosterona como tratamiento adyuvante
y aquellas que no. No obstante, se observo una tendencia numérica favorable en el grupo con
testosterona (43,1 % vs. 17,6 %), en linea con la hipotesis de un posible efecto beneficioso sobre
la integridad cromosomica. Esta falta de significacion estadistica coincide con estudios como el
de Massin et al. (2006), uno de los primeros ensayos clinicos en mujeres con baja respuesta, que
no halld6 mejoras en la proporcion de embarazo ni en la respuesta ovarica con testosterona
transdérmica'®. De forma similar, otros ensayos clinicos controlados tampoco mostraron
beneficios concluyentes en poblaciones no seleccionadas®.

Sin embargo, revisiones sistematicas y metanalisis han sugerido que la testosterona podria
aumentar las proporciones de embarazo y mejorar la respuesta ovarica en ciertos subgrupos. Por
ejemplo, Gonzalez-Comadran et al. (2012) reportaron un riesgo relativo cercano a 2 en mujeres
con mala respuesta’’, y Noventa et al. (2019) describieron mayores proporciones de nacidos vivos
y niimero de ovocitos recuperados con este adyuvante®. A nivel fisiolégico, Gleicher et al.
(2013) plantearon que la suplementacion con androgenos podria corregir un estado de deficiencia
androgénica ovérica, mejorando tanto la cantidad como la calidad de los ovocitos 2°

Esto subraya la importancia de individualizar la indicacion de adyuvantes: si bien la testosterona

puede ser util en ciertos casos, no garantiza mejoria universal en todos los contextos de FIV.

En conclusion, al comparar los resultados del presente estudio con la literatura disponible, se
observa una amplia concordancia: ni el tipo de protocolo de estimulacion ovarica (corto vs. largo),
ni el uso adyuvante de testosterona mostraron un impacto significativo sobre los desenlaces
reproductivos evaluados, como la euploidia embrionaria, la implantaciéon o la proporcion de
aborto espontaneo'*'%!33"-

Las discrepancias observadas en algunos estudios que favorecen el protocolo largo en pacientes
de edad avanzada'*, o que respaldan el uso de testosterona en mujeres con baja reserva ovérica'**?,
pueden atribuirse a diferencias en el disefio metodologico, la edad de las pacientes, los criterios
de inclusion o el tamafio muestral. Asimismo, es posible que tendencias no significativas en
estudios como el presente alcancen significacion estadistica en investigaciones con mayor

potencia estadistica®".
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Sesgos y limitaciones

Este estudio presenta diversas limitaciones y posibles sesgos que deben tenerse en cuenta al
interpretar los resultados. En primer lugar, la edad materna de las pacientes constituye un factor
crucial en la aparicion de aneuploidias embrionarias, ya que multiples estudios han demostrado
que la incidencia de alteraciones cromosomicas aumenta significativamente con la edad de la
madre’”’. Para obtener resultados mas precisos, se recomienda realizar un anélisis estratificado
por subgrupos etarios (por ejemplo, 38—39, 4041 y 42 afios) que permita identificar si los efectos

de los protocolos de estimulacion varian en funcion de este parametro.

Asimismo, el tamafio muestral limitado representa una restriccion metodologica relevante. El
reducido niimero de pacientes y embriones incluidos disminuye la potencia estadistica del estudio
para detectar diferencias sutiles entre los grupos comparados®®. Por tanto, no puede descartarse
que algunos efectos clinicamente relevantes no hayan alcanzado significacion estadistica debido

a esta limitacion.

Uno de los principales sesgos identificados es el sesgo de seleccion o autoseleccion, dado que la
muestra procede exclusivamente del Hospital Ruber Juan Bravo. Esta circunstancia puede reducir
la representatividad de los resultados y limitar su generalizacion a otras poblaciones. Una
estrategia adecuada para mitigar este sesgo seria ampliar la recoleccion de datos a otros centros
de reproduccion asistida. Por otro lado, los estudios retrospectivos, como este, son susceptibles a
la pérdida de informacion, lo cual puede manejarse mediante un seguimiento sistematico de las
pacientes y el uso de herramientas estadisticas apropiadas. En este sentido, también es relevante
considerar el sesgo de informacion, especialmente cuando algunos datos clinicos proceden de
declaraciones de las propias pacientes; la validacion mediante historias clinicas completas o

cuestionarios estructurados puede ayudar a reducir este riesgo.

Otro sesgo potencial es el sesgo de observador, que podria surgir si los investigadores conocen el
protocolo de estimulacion aplicado a cada paciente, influyendo de forma involuntaria en la
interpretacion de los datos. Para evitarlo, se recomienda implementar procedimientos ciegos tanto
en la recoleccion como en el analisis de los datos. En paralelo, el sesgo de adherencia también
debe considerarse, ya que algunas pacientes podrian no haber seguido el protocolo de
estimulacion de manera estricta. Registrar con precision el grado de adherencia y realizar analisis

de sensibilidad permitiria evaluar el impacto de este factor en los resultados.

El sesgo de confusion también es relevante, ya que otras variables no controladas, como el tipo

de gonadotropina empleada (recombinante vs. urinaria), podrian interferir en la asociacion entre
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protocolo y resultados. Se recomienda incluir esta variable como covariable en el andlisis

estadistico para controlar posibles efectos distorsionadores.

Desde el punto de vista técnico, las limitaciones metodologicas y tecnoldgicas pueden
condicionar la fiabilidad de los resultados. Factores como diferencias en los equipos, experiencia
del personal, condiciones de cultivo o técnicas de andlisis de la euploidia podrian introducir
variabilidad. Para minimizar estos efectos, resulta fundamental emplear protocolos

estandarizados y mantener una homogeneidad metodologica.

El tipo de fertilizacion también puede influir en la proporcion de euploidia embrionaria, ya que
existen diferencias entre la fecundacion in vitro convencional (FIV) y la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). Por tanto, se recomienda registrar esta variable y
evaluar su impacto en los resultados.

Por otro lado, el presente estudio no incluyd una evaluacion detallada de la calidad ovocitaria,
factor clave en la viabilidad embrionaria. La competencia del ovocito afecta directamente la
dotacion cromosomica del embrion; por ello, su ausencia como variable en el analisis representa
una limitacion importante, ya que diferencias en esta caracteristica podrian explicar en parte las
proporciones de aneuploidia observadas®~°.

La vitrificacion embrionaria, aunque considerada segura y eficaz, también debe contemplarse
como posible factor de sesgo. En este estudio, todos los embriones fueron vitrificados antes de la
transferencia o analisis, siguiendo la préactica habitual en ciclos con PGT-A. No obstante, algunos
estudios han sefialado que la criopreservacion y posterior desvitrificacion podrian afectar

sutilmente la viabilidad embrionaria, especialmente en muestras pequefias donde incluso

pequefias pérdidas pueden alterar los resultados™®.

Finalmente, otros aspectos técnicos, como el momento de la puncién ovarica, podrian influir en
la competencia ovocitaria y, en consecuencia, en la euploidia embrionaria y los desenlaces
reproductivos. Por ello, seria recomendable analizar si existe un patrén asociado al tiempo de

puncion y ajustar los analisis para controlar este posible efecto.

En conjunto, estas limitaciones subrayan la importancia de disefiar futuros estudios con mayor
tamafio muestral, disefio prospectivo y aleatorizacion, asi como de incorporar variables criticas
como calidad ovocitaria, tipo de gonadotropina, método de fertilizacion y parametros técnicos del
laboratorio. Todo ello permitiria fortalecer la validez interna del analisis y mejorar la

generalizacion de los resultados obtenidos.
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Fortalezas

Este estudio retrospectivo de cohortes, realizado entre 2018 y 2023, incluy6 51 pacientes y 169
embriones, lo que proporciona una base solida para analizar variables clinicas y genéticas en
mujeres de entre 38 y 42 afios, un grupo de alta relevancia por su mayor incidencia de aneuploidia
embrionaria. Este enfoque en una poblacion con edad materna avanzada permite avanzar hacia

estrategias de tratamiento mas personalizadas.

Una de sus principales fortalezas es la evaluacion de la euploidia embrionaria como desenlace
principal, ya que la mayoria de los estudios similares se centran en proporciones de embarazo,
implantacion o respuesta ovarica. En cambio, este trabajo va un paso mas alla al valorar
directamente la dotacion cromosomica de los embriones mediante diagndstico genético
preimplantacional (PGT-A), una variable biologica mas especifica y clinicamente relevante para

predecir el éxito reproductivo®?*.

Ademas, el estudio incluye el analisis del uso de testosterona como adyuvante, una intervencion
aun debatida en la literatura. Existen pocos trabajos que examinen de forma conjunta el tipo de
protocolo de estimulacion ovarica y la terapia con testosterona, lo que convierte a este estudio en

un aporte novedoso, especialmente en el contexto de mujeres con baja respuesta ovarica'® %3233,

Otra fortaleza importante es el disefio comparativo entre protocolos largos y cortos, tanto con
como sin testosterona, lo cual permite valorar de forma estructurada su impacto en variables como
euploidia. Esta comparacion aporta claridad en un area clinica en la que atn existen dudas sobre

qué enfoque resulta mas efectivo.

Los datos se obtuvieron en un entorno de practica clinica real, y no en condiciones experimentales
artificiales, lo que confiere a los resultados una alta aplicabilidad en escenarios asistenciales
cotidianos. La extrapolacion a la practica clinica se ve favorecida por el hecho de que todas las

técnicas empleadas forman parte de los recursos actuales disponibles en medicina reproductiva.

Ademas, el estudio adopta un enfoque multidimensional, al analizar simultdneamente multiples
variables reproductivas relevantes: numero de ovocitos totales y maduros (MII), proporcion de
euploidia embrionaria, resultado de B-hCG positivo y aborto espontaneo. Esta amplitud en el
analisis permite una vision global del impacto de los protocolos de estimulacion sobre el proceso

reproductivo.
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Desde el punto de vista metodologico, el trabajo destaca por surigor estadistico, empleando
pruebas adecuadas en funcion de la distribucion de los datos (Shapiro-Wilk, U de Mann-Whitney,
chi-cuadrado y Kruskall-Wallis), con criterios claros para su aplicacion. Esto otorga validez

interna y refuerza la fiabilidad de los resultados obtenidos.

Pese a no alcanzar significacion estadistica en algunos casos, se observo una coherencia interna
entre los resultados genéticos y clinicos. En particular, el protocolo largo con testosterona mostréd
mejores proporciones de euploidia (33,3 %), lo cual proporciona evidencia preliminar valiosa y
coherente con hipotesis previas sobre los efectos positivos de los andrégenos en mujeres con baja

reserva ovarica.

Los hallazgos también confirman la relacion negativa entre edad materna avanzada y euploidia,
lo que respalda la validez del disefio y su alineacion con la literatura existente’”. Ademas, el
estudio genera nuevas hipdtesis en relacion con la dosis, duracion y momento de administracion

de testosterona, abriendo futuras lineas de investigacion clinica.

Finalmente, este trabajo contribuye a la mejora de la medicina reproductiva personalizada, al
ofrecer datos que podrian optimizar el uso de recursos clinicos, reducir el nimero de intentos
fallidos y mejorar la relacion coste-beneficio de los tratamientos, beneficiando tanto a las

pacientes como a los profesionales implicados en la toma de decisiones terapéuticas.

Sostenibilidad del estudio y su aplicabilidad en la practica:

Este estudio presenta un alto potencial de sostenibilidad para la medicina reproductiva, al
centrarse en la optimizacion de protocolos de estimulacion ovarica y la mejora de las proporciones
de euploidia en mujeres con edad materna avanzada. Sus resultados no solo se aplican a los
tratamientos actuales de FIV, sino que también pueden servir como base para futuras

investigaciones y adaptaciones clinicas.

La incorporacion de terapias complementarias como la testosterona ofrece una alternativa
terapéutica accesible y escalable, facilmente integrable en la practica clinica sin necesidad de

grandes cambios en la infraestructura o protocolos existentes.
Uno de los puntos fuertes del estudio es su escalabilidad, al basarse en técnicas y tratamientos ya

disponibles en centros de fertilidad. Esto favorece su adopcion a nivel internacional y contribuye

a la accesibilidad de tratamientos mas eficientes. Ademas, la identificacion de protocolos mas
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eficaces puede mejorar la eficiencia en el uso de recursos sanitarios, facilitando el acceso de mas
pacientes a los tratamientos y fortaleciendo la sostenibilidad de los sistemas de salud.

Los hallazgos también pueden estimular nuevas lineas de investigacion en estimulacion ovarica,
genética embrionaria y medicina personalizada, promoviendo el avance continuo del campo
reproductivo. Al ser potencialmente aplicables en diversos entornos, independientemente del
nivel tecnolégico o economico, los resultados del estudio podrian beneficiar a una amplia

poblacion de pacientes, ampliando la equidad en el acceso a tratamientos efectivos.

Finalmente, si se confirma que protocolos mas cortos o complementados con testosterona son
igual o mas efectivos, esto podria impulsar un cambio en los estandares clinicos, hacia

tratamientos mas rapidos, menos invasivos y mas accesibles para las pacientes.

Hallazgos positivos, anomalos e inesperado

Este estudio reveld varios resultados positivos que, aunque no alcanzaron significacion
estadistica, se alinean con las hipotesis planteadas y con la evidencia previa. Se destaca
especialmente la tendencia a mejores resultados observada en el grupo tratado con protocolo largo
y testosterona, que presento:

e Lamayor proporcion de embriones euploides (33,3%),

Estos hallazgos refuerzan la hipdtesis de que la suplementacion androgénica puede mejorar la
competencia ovocitaria y favorecer la euploidia embrionaria, especialmente cuando se emplea en

combinacién con protocolos largos, como han sugerido estudios previos'’, **.

Ademas, se observo una tendencia global a mayor euploidia en las pacientes que recibieron
testosterona (43,1%) frente a las que no la recibieron (17,6%). Aunque esta diferencia no fue
significativa (p = 0,470), es coherente con el efecto beneficioso de los androgenos en la
foliculogénesis y la competencia del ovocito?***>

Desde el punto de vista metodologico, el uso del diagnostico genético preimplantacional (PGT-
A) como herramienta de evaluacion cromosémica afiade valor clinico al estudio, al ofrecer un

desenlace objetivo y directamente relacionado con el éxito reproductivo™ 3",

A pesar de lo anterior, también se identificaron hallazgos que contradicen las expectativas
iniciales. En particular, el grupo con protocolo corto mas testosterona mostré la proporcion de
euploidia mas baja de todos los subgrupos (9,8%), incluso menor que el protocolo corto sin
testosterona (17,6%). Este resultado es especialmente llamativo dado que la literatura previa

sugiere que la testosterona deberia mejorar, y no empeorar, los resultados embrionarios'® '°.
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Ademas, en mujeres de edad materna avanzada (~38-40 afos), se espera una media de euploidia
embrionaria cercana al 40%"°, por lo que el 9,8% encontrado es andmalamente bajo.
Estas discrepancias podrian explicarse por:

e Sesgo de seleccion: es probable que las pacientes que recibieron testosterona tuvieran un
perfil clinico mas desfavorable desde el inicio (por ejemplo, baja reserva ovarica o edad
avanzada), lo cual limitaria la posibilidad de beneficiarse de este tratamiento.

e Falta de homogeneidad en la dosis, duracion y momento de la administracion de
testosterona, lo que podria haber reducido su efecto esperado®*-.

Asimismo, se observo que el grupo con protocolo corto presentd una mediana mayor de ovocitos
en metafase Il (MII) que el grupo largo (8,5 vs. 7), lo cual resulta contradictorio con la premisa
de que los protocolos largos podrian favorecer una maduracién ovocitaria mas completa. Sin
embargo, esta diferencia no fue significativa (p = 0,675).

Finalmente, ninguno de los analisis (ni euploidia, ni implantacion, ni aborto) mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los protocolos, lo cual podria deberse a la limitada potencia

estadistica del estudio (n = 51), y no necesariamente a la ausencia de efecto real.

Un hallazgo queno formaba parte del objetivo principal del estudio, pero que
resulté clinicamente interesante, fue la menor proporcion de aborto espontaneo observada con el
protocolo largo en comparacion con el corto:

e Proporcion de aborto en protocolo largo: 2%

e Proporcion de aborto en protocolo corto: 3,9%
Aunque esta diferencia tampoco fue significativa (p = 0,396), sugiere un posible efecto del
protocolo largo sobre la viabilidad gestacional, mas alla de la implantacion.,
Una hipétesis plausible es que los protocolos largos podrian favorecer una mejor sincronizacion
endocrina y una mayor proporcion de embriones euploides, lo que incrementaria las
probabilidades de desarrollo gestacional. lo que incrementaria las probabilidades de desarrollo

gestacional sostenido'® .

Este hallazgo es coherente con estudios que han relacionado una mayor euploidia con menores
. , 9,22 ., , ..

proporciones de aborto espontdneo -, lo cual también se observo descriptivamente en el grupo

largo con testosterona. Si bien este aspecto no fue considerado inicialmente, podria representar

una linea prometedora para futuras investigaciones, especialmente en el disefio de protocolos para

mujeres de edad materna avanzada.
Dificultades

Este estudio presentd diversas dificultades metodologicas y logisticas que deben ser consideradas

al interpretar los resultados obtenidos.
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En primer lugar, el tamafio muestral limitado (51 pacientes y 169 embriones) constituye una
restriccion significativa. La baja potencia estadistica reduce la capacidad para detectar diferencias
pequefias o moderadas entre los grupos analizados, lo que puede haber contribuido a la ausencia
de significacion estadistica en algunas comparaciones, a pesar de observarse tendencias
relevantes. Asimismo, la distribuciéon no homogénea entre subgrupos complicé los analisis
comparativos. Algunos grupos, como el protocolo corto con testosterona, contaron con un numero
reducido de casos, lo que aumenta la variabilidad y debilita la precision de las estimaciones.
Ademas, el grupo con protocolo largo sin testosterona estuvo ausente, lo cual impidié completar

una comparacion cruzada entre los cuatro escenarios posibles (largo/corto con/sin testosterona).

Otra dificultad clave fue el disefio retrospectivo del estudio. Al basarse en registros clinicos
previos, existen riesgos inherentes de errores de transcripcion, pérdida de datos, o falta de
uniformidad en la recoleccion de informacion. Este tipo de disefio limita también el control sobre
variables potencialmente confusoras y sobre la asignacion de tratamientos.

En cuanto al uso de testosterona, no se conté con un protocolo estandarizado en cuanto a dosis,
duracién o momento de administracion. Esto introduce variabilidad en la exposicion y complica
la evaluacion precisa del efecto de este adyuvante. Ademas, existe la posibilidad de sesgo de
seleccion, ya que las pacientes que recibieron testosterona podrian haber sido aquellas con peor

pronostico basal, lo que influye en los resultados obtenidos.

El estudio tampoco logré controlar variables clinicas relevantes como el tipo de gonadotropina
utilizada (recombinante vs. urinaria), indice de masa corporal (IMC), calidad morfologica de los
embriones, etiologia de la infertilidad o el tipo de técnica de fecundacion (FIV convencional vs.
ICSI). La ausencia de estos ajustes introduce riesgo de sesgos de confusion.

Ademas, no se realizd un andlisis por subgrupos de edad, a pesar de que incluso pequenas
diferencias dentro del rango de 38 a 42 afios pueden influir notablemente en la proporcion de
aneuploidia embrionaria. Esta falta de estratificacion por edad puede haber enmascarado efectos

diferenciales del tratamiento.

Otra limitacion fue la imposibilidad de evaluar resultados clinicos finales como la proporcion de
embarazo clinico confirmado o nacidos vivos, que serian variables mas representativas del éxito
del tratamiento. La informacion disponible se centrd en proporciones de euploidia, implantacion

bioquimica y aborto espontaneo, lo cual ofrece una vision parcial del impacto clinico.

Finalmente, el tamafio de la muestra no permiti6 la realizacion de modelos multivariables

robustos, por lo que no se pudieron ajustar los resultados a posibles factores de confusion
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mediante regresion logistica u otros analisis avanzados. Esto limita la capacidad para establecer

asociaciones causales firmes.

Implicaciones de los resultados para futuras investigaciones y propuestas de futuro

Aunque los resultados del estudio no alcanzaron significacion estadistica, se observaron
tendencias clinicas favorables en el grupo tratado con protocolo largo y testosterona, lo que
sugiere una posible ventaja que merece ser explorada en estudios posteriores.

Se destaca la necesidad de ensayos clinicos prospectivos, aleatorizados y multicéntricos con
mayor tamafio muestral y diversidad poblacional, que permitan validar los hallazgos y avanzar

hacia una medicina reproductiva mas personalizada.

Una linea de interés es la evaluacion sistematica de la testosterona como tratamiento adyuvante,
para determinar su dosis, duracion y momento optimos de administracion. Asimismo, se propone
ampliar el analisis de la calidad embrionaria incluyendo marcadores genéticos, epigenéticos y

metabolicos, junto con tecnologias emergentes de evaluacion no invasiva.

El estudio del microambiente uterino, la receptividad endometrial y factores del estilo de vida
(estrés, suefio, nutricion) también representa un area clave, asi como el impacto emocional del
tratamiento. También se sugiere investigar el impacto de la edad paterna en la calidad seminal y

los resultados reproductivos.

Por ultimo, se sugiere explorar el uso de inteligencia artificial para personalizar protocolos, y
realizar analisis de coste-beneficio para facilitar la implementacion de estrategias eficaces y

sostenibles en diferentes contextos clinicos.

Una de las implicaciones mas relevantes es la necesidad de individualizar los tratamientos de
reproduccion asistida, no solo en funcion de la edad, sino también considerando el perfil
endocrino, la reserva ovarica y la respuesta previa a la estimulacion. Los hallazgos de este estudio
abren la posibilidad de emplear algoritmos de decision mas personalizados, en los que se integren

variables clinicas y moleculares para seleccionar el protocolo mas adecuado para cada paciente.
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CONCLUSIONES

Euploidia embrionaria segin el protocolo de estimulacion ovarica

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la proporciéon de embriones
euploides entre los protocolos de estimulacion ovarica corto y largo. Por tanto, en esta muestra
de mujeres entre 38 y 42 afios, el tipo de protocolo no se asocid de forma significativa con la

euploidia embrionaria.

Influencia de la testosterona en la obtencion de embriones euploides

Aunque se observoé una mayor proporcion de embriones euploides en el grupo que recibio
testosterona como terapia adyuvante, la diferencia no fue estadisticamente significativa. Estos
resultados no permiten establecer una relacion concluyente entre el uso de testosterona y la

euploidia embrionaria.

Relacion entre la combinacion del protocolo de estimulacion y el uso de testosterona con la
euploidia embrionaria

La combinacion del tipo de protocolo de estimulacion con la administracion de testosterona no se
asocio significativamente con la proporcion de euploidia embrionaria. No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos analizados.

Proporcién de pacientes con resultado positivo de p-hCG segun el protocolo de estimulaciéon
La proporcion de resultados positivos de f-hCG fue similar en ambos protocolos, sin diferencias
estadisticamente significativas. Por tanto, el tipo de protocolo de estimulacion no se asocié con

una mayor probabilidad de embarazo bioquimico positivo en esta muestra.

Relacion entre el protocolo de estimulacion y la proporcion de aborto espontineo
No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la proporcion de aborto
espontaneo entre los protocolos de estimulacion analizados, lo que sugiere que este factor no

influyo en la probabilidad de pérdida gestacional en esta muestra.

Resultados de los ciclos de estimulacion ovarica: nimero y maduracién de ovocitos
El tipo de protocolo de estimulacion ovarica no se asocid con diferencias significativas en el
numero total de ovocitos recuperados ni en la cantidad de ovocitos en metafase 1. Ambos

protocolos mostraron una eficacia comparable en términos de maduracion ovocitaria.
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En conjunto, los hallazgos de este estudio no permiten establecer conclusiones definitivas desde
el punto de vista estadistico, pero aportan evidencia preliminar sobre el comportamiento
diferencial de los protocolos de estimulacion ovarica en pacientes de edad avanzada. En
particular, el uso de testosterona en protocolos largos podria representar una estrategia

prometedora para mejorar los resultados clinicos en este perfil de pacientes.
Este trabajo subraya la necesidad de continuar investigando en esta linea, incorporando disefios

prospectivos, muestras mas amplias y controles rigurosos de variables confusoras, con el objetivo

de avanzar hacia una medicina reproductiva mas personalizada, eficiente y basada en evidencia.
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ANEXOS

ANEXO 1: INFORME DEL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION
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SANITARIA
FUNDACION JIMENEZ DIAZ

INFORME DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION

Titulo del proyecto: “Comparacion entre protocolos de estimulacion ovarica en mujeres
de 38-42 afos y resultados de euploidia embrionaria tras biopsia”.
Documentos con versiones:

PROTOCOLO Version 1.0, Marzo de 2024

Investigador Principal: DANIEL ORDONEZ PEREZ; MARIA ALBALADEJO GARCIA
Servicio: Ginecologia
Centro: Hospital Universitario Ruber Juan Bravo
Estudiante:
- MARIA ALBALADEJO GARCIA. Universidad Europea de Madrid.

Este Trabajo de Fin de Grado ha sido evaluado, por procedimiento abreviado, por el
Comité de Etica de la Investigacion de la Fundacion Jiménez Diaz, y se considera que

reune las normas éticas estandar para la realizacion de este tipo de estudios.

Lo que firma en Madrid a 13/11/2024
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Dr. Javier Bécares Martinez
Presidente. CEImFJD

Nota: La obtencion de la informacion clinica necesaria para llevar a cabo el TFG se llevara a
cabo de acuerdo al procedimiento establecido en cada centro y departamento de Docencia,
siempre de acuerdo a la normativa aplicable en materia de proteccion de datos.
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aupo Vquironsalud de Madrid

36



ANEXO 2 TABLA DE VARIABLES

VARIABLES PRINCIPALES
VARIBALES CATEGORIA/UNIDAD DE EXPLICACION
MEDIDA
PROTOCOLO DE LARGO:0
ESTIMULACION CORTO:1
Resultados del diagndstico genético | Euplodia Test genético preimplantacional

preimplantacional (PGT-A);
Euploidia

SI: 46 cromosomas= euploides
NO : niimero incorrecto de

cromosomas = aneuploides

analizando nimero de cromsomas.

VARIABLES SECUNDARIAS

VARIABLES CATEGORIA/UNIDAD DE EXPLICACION
MEDIDA
TERAPIA DE ESTIMULACION
TESTOSTERONA SI/NO 5,5 mg de testosterona al dia en
forma de gel via transdérmica dos
meses antes de iniciar el protocolo.
RESULTADOS
BETAS POSITIVAS (B-hCG) 0=NO Esta variable indica si la prueba de
1=SI embarazo bioquimico fue positiva.
Medido con analitica sanguinea.
ABORTOS 0=NO Numero de abortos espontaneos.
1=SI
OVOCITOS RECUPERADOS Numero de ovocitos Numero de ovocitos recuperados
por puncién
folicular
OVOCITOS MADUROS ESTADO DE Ovocitos recuperados por puncion
MADURACION folicular y

0: Vesicula germinal
1: Metafase |
2: Metafase II (nimero de

ovovitos metafase II)

posterior decumulacion.

Ovulo en Metafase II (maduro):
apto para FIV.

Los 6vulos que estan en un estadio
de Metafase

I o Vesicula Germinal no pueden
ser

fecundados por el espermatozoide.
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