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Para la mujer,

para que conociendo su reserva ovdrica

pueda tomar sus propias decisiones

siendo consciente del grandisimo potencial que tiene
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1. INTRODUCCION

Debido a la aparicidon de los métodos anticonceptivos hormonales
en los afos 60 y a la incorporaciéon progresiva de la mujer al mundo
laboral, la edad media del primer embarazo se ha ido retrasando hasta
calcularse actualmente en los 32 afios (Schimidt et al., 2012; Martin et al.,
2013; Bongaarts, 2015; Sander et al., 2015). No es de extrafiar por tanto
que problemas como la infertilidad y la esterilidad hayan doblado su
incidencia en los ultimos 20 anos (te Velde et al., 2012) y que por eso,
sociedades como la European Society of Human Reproduction and
Embryology (ESHRE) y la American Society for Reproductive Medicine
(ASRM) hayan llevado a cabo programas educacionales para informar a
hombres y mujeres sobre los riesgos de retrasar la paternidad y la
conveniencia de adelantar la edad media de la primera gestacion (ASRM,

2003; Tremellen and Savulescu, 2014).

No obstante, es evidente que la edad (fundamentalmente de la
mujer) no es el unico factor que influye en la dificultad a la hora de tener
hijos, si bien es uno de los mas importantes, no sélo por la disminucién en
la reserva ovarica que comportan los afios, sino también por la menor
calidad de los ovocitos con el paso del tiempo (Broekmans et al., 2009; Lee
et al., 2014). De hecho, el estudio de la reserva ovdrica y sus marcadores
(en concreto la hormona antimulleriana, HAM) es uno de los temas mas
en boga en los ultimos afos en reproduccion asistida y el tema central de

esta tesis.
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Asi, el objetivo del presente estudio es discutir la necesidad de
analizar la reserva ovarica mediante posibles programas de screening para
aconsejar a las mujeres de manera individual sobre la conveniencia o no
de retrasar la maternidad o incluso de criopreservar ovocitos en caso de
que en ese momento concreto no considerara conveniente ser madre por

sus circunstancias personales (Stoop et al., 2015).

De ahi, por tanto, la importancia del estudio de la reserva ovarica y
el conocimiento de la foliculogénesis que a continuacién vamos a detallar,
porque soélo conociendo en detalle los mecanismos por los que el
desarrollo folicular se lleva a cabo, sus pasos y las sustancias que
intervienen en la regulacion de dicho proceso, se podra hacer frente a esta
situacion que hoy en dia constituye ya un problema de salud publica

(Smeeding, 2014).

1.1. Oogénesis y foliculogénesis

La reserva ovarica se define como el numero de foliculos
primordiales presentes en los ovarios de una mujer en edad reproductiva
en un momento dado (Oktem and Urbam, 2010). La forma ma3s inicial de
las células germinales deriva del epiblasto proximal adyacente al
ectodermo extraembrionario que se diferencia a partir de sefales
procedentes de dicho ectodermo generadas por las proteinas BMP4 vy
BMP2 (Ying et al., 2001; Ying and Zhao, 2001; Oktem and Urbam, 2010). El
inicio de la actividad de las células germinales primordiales como tal, esta

marcado por la expresion de la proteina transmembrana Fragilis en dichas
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células, que induce la expresion del gen Stella, exclusivo de las células
germinales y que permite mantener su pluripotencialidad en su migracion
desde el endodermo de la pared dorsal del saco vitelino cerca del
alantoides hacia la génada definitiva (Saitou et al., 2002; Lange et al.,
2003; Oktem and Urbam, 2010) entre las semanas 4 y 5 de gestacion,
momento en el que el numero de células germinales primordiales es de
aproximadamente 100 (Oktem and Urbam, 2010). De esta manera,
alrededor de la semana 7, |la colonizacion del tejido gonadal por las células
germinales es completa (Fig. 1), lo cual es fundamental para la formacion y
desarrollo del ovario, pues sin ellas, las gdnadas degenerarian (Merchant-

Larios and Centeno, 1981; Oktem and Urbam, 2010).

Aorta Mesonephric duct
(Woltf)

Primardial
germ cells

Paramesonephric duct
Frimitive (Muller)
sex cords

Proliferating
coelomic epithelium

Figura 1. Colonizacion del tejido gonadal por las células germinales

Una vez ya en la génada, las células germinales (llamadas oogonias a
partir de este momento) inician un proceso de mitosis intenso, pasando
de 10.000 en la semana 6 de gestacion a 600.000 en la semana 8, llegando

hasta los 6.000.000 en la semana 20. A partir de aqui, el ratio de divisién
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mitética empieza a declinar y finaliza en la semana 28, momento en el que
también finaliza el proceso de atresia iniciado en la semana 8 que tiene su
culmen en la semana 20. Como consecuencia de estos procesos de mitosis
y atresia, la reserva ovarica pasa a ser de 6.000.000 de oogonias en la
semana 20 de gestacidon a 1.000.000 de células al nacimiento (que ya son
ovocitos primarios, pues a partir del séptimo mes de gestaciéon las

oogonias no pueden sobrevivir si no entran en meiosis y forman los

foliculos primordiales) y sélo 300.000-400.000 en la pubertad, de tal
forma que menos del 1% de las células primordiales llega a madurar
(menos de 300), quedando sélo unos 1.000 foliculos en el momento de la

menopausia (Oktem and Oktay, 2008; Oktem and Urbam, 2010), (Fig. 2).
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Figura 2. Evolucion de las células germinales segun el paso del
tiempo. Procesos conjuntos de mitosis y atresia (tomado de Oktem and

Urman, 2010)

Entender este proceso de mitosis y atresia que se lleva a cabo en la

gonada primaria y cuyos motivos resultan inexplicables todavia para la
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biologia es fundamental, ya que la reserva ovdrica de una mujer
dependera tanto de la actividad mitdtica de las oogonias como de su
atresia. De hecho, existe el dogma en medicina de que el nimero de
ovocitos primarios no aumenta durante la vida del individuo y, por tanto,
gue la reserva ovarica viene ya determinada desde el momento del
nacimiento. Sin embargo, estudios recientes han puesto esto en duda y
numerosas investigaciones se estan llevando a cabo en este sentido (Zou

et al., 2009; White et al., 2012).

Las ultimas fases de mitosis dan lugar a la formacién de sincitios en
los que las oogonias, conectadas unas con otras a través de puentes de
membrana, sufren procesos de meiosis de manera simultanea entre las
semanas 8 y 13 de gestacion, antes de la formacion de los foliculos, siendo
el gen Stra8 fundamental en la sintesis del ADN premeidtico y en la
progresion de la meiosis. A partir del inicio de la sintesis de ADN
premeidtico, las oogonias pasan a llamarse ovocitos primarios (Oktem and

Urbam, 2010) (Fig. 2).

Asi, tras la formacion de los ovocitos primarios en semana 15,
comienza la formacién de los foliculos primordiales, proceso que se
extiende hasta 6 meses después. Los foliculos primordiales estan
formados por ovocitos primarios detenidos en la primera fase de la
meiosis, con material genético doble (diploides) y rodeados de una capa
de células de la pregranulosa. Estos foliculos primordiales son los que
determinan el tiempo de vida reproductivo de una mujer, es decir, su
reserva ovarica y aun existiendo marcadores indirectos que nos permiten

estudiar esta reserva, no se ha descubierto todavia ninguno que sea
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directo. Multiples genes intervienen en el paso de ovocito simple a la
formacion de los foliculos primordiales, entre ellos: Fig alpha, Notch, Daz
la, Nerve growth factor etc. y todos son fundamentales para que este

proceso se lleve a cabo con normalidad (Oktem and Urbam, 2010).

Los foliculos primordiales permanecen latentes (letargo controlado
por el gen PTEN localizado en el cromosoma 10 que ejerce un efecto
inhibidor sobre el desarrollo folicular) hasta que son reclutados en una
primera fase de crecimiento para pasar a llamarse foliculos primarios.
Multiples factores de activacion y de inhibicién participan en este proceso
gue transforma las células planas de la granulosa en células cuboideasy a
los pequenos ovocitos en ovocitos mdas grandes (>60 micras) con zona
pelicida. Entre los factores que promueven dicho proceso nos
encontramos con: Kit ligand, FGF-2 (Basic fibroblastic growth factor), KGF
(keratinocyte-growth factor), BMP 4, 7, 15 etc., mientras que los que se
encargan de inhibirlo son: PTEN (tumor supressor gene), FoxI/2, Foxo3a,
AIRE, FMR, la famosa HAM etc. Estos factores inhibidores son
fundamentales, ya que la ausencia de los mismos o su mal funcionamiento
derivaran en un agotamiento precoz de la reserva ovarica y, por tanto, en
un fallo ovarico precoz (Oktem and Urbam, 2010) (Fig. 3). De hecho, estos
genes implicados en el reclutamiento folicular determinaran la edad en
gue la mujer tendra la menopausia, al estar implicados en el proceso de

deplecion folicular (Gleicher et al., 2015).
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Figura 3. Sustancias inhibidoras y promotoras del desarrollo folicular

en sus etapas iniciales (tomado de Oktem and Urman, 2010)

El reclutamiento de los foliculos primordiales para dar lugar a los
primarios comienza en la vida fetal y continda hasta que la reserva ovarica
se agota, dejando tan sdlo alrededor de 1.000 foliculos en el momento de
la menopausia (Oktem and Urbam, 2010) (Fig. 2). Este proceso es continuo
y diferente al reclutamiento ciclico de los foliculos antrales que se hace
bajo la accion de la FSH (hormona que en el paso previo de la
diferenciacion folicular no interviene). De hecho, podriamos hablar de 2
reservas ovaricas: la primera formada por los foliculos primordiales (que
es la reserva ovarica fetén), independiente de las gonadotropinas vy, la
segunda que deriva de la primera y que depende de la FSH, siendo ésta
una reserva dindmica que ciclicamente se va agotando (Oktem and
Urbam, 2010; Monniaux et al, 2014). Estas 2 reservas estan intimamente
relacionadas, reduciéndose con el paso del tiempo ambas, tanto en

numero como en calidad (Fig. 4y 5).
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Figura 4. La reserva ovdrica dindmica se nutre de la preestablecida,
siendo varios los factores que regulan dicho proceso, entre ellos la HAM
(a). Los procesos de reclutamiento y atresia son mds rdpidos en las
reservas ovadricas altas, aunque el numero final de ovulaciones es el mismo

(b) (tomado de Monniaux et al., 2014)

Siguiendo con esta idea de dos reservas coexistentes, queremos
resaltar el siguiente esquema que ahonda en lo mismo (Fig. 5). En él, se
representan 3 momentos distintos de la vida de la mujer: la pubertad, la
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edad adulta y la perimenopausia. Las reservas vienen identificadas a su
vez como dos tanques en cada columna, siendo los primeros los
constituidos por la reserva fetén, la de los foliculos primordiales y, estando
los segundos formados por la reserva dindmica en continuo crecimiento
gue se nutre de los primeros. La relaciéon entre HAM, FSH e Inhibina B
viene representada a su vez por la balanza cuyo punto de apoyo es la
HAM, cuyo tridngulo varia en tamafo en funcién de la cantidad de
foliculos preantrales y antrales pequefios que existen y que por tanto la

secretan.

Asi, vemos que en la primera etapa de la vida, en torno a la
pubertad, antes del inicio de los ciclos menstruales, hay un gran niumero
de foliculos primordiales, con mayoria de los formados en las primeras
etapas de la oogénesis (bolas rojas). De éstos, muchos se atresian y otros
pasan al segundo tanque, convirtiéndose en los foliculos preantrales y
antrales pequefios responsables de la secrecion de HAM y de los procesos
de reclutamiento y dominancia. En esta etapa, los niveles de Inhibina B

son mayores que los de FSH.

En la segunda etapa de la vida, el niumero de foliculos primordiales
es menor y, la mayor parte de ellos se han formado mas tardiamente que
los primeros (bolas verdes). Los niveles de FSH e Inhibina B estdn
equilibrados porque los procesos de seleccion y atresia son mas

equitativos.

Finalmente, en la perimenopausia, los foliculos son de menor

calidad por el tiempo transcurrido (bolas negras), los niveles de HAM son
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muy bajos por haber menos cantidad de pequefios foliculos antrales y

preantrales y los niveles de FSH son muy elevados por feed-back desde el

ovario al eje hipotalamo-hipofisis.
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Figura 5. Relacion entre las reservas ovdricas y los cambios

hormonales a lo largo de las etapas de la vida de la mujer (tomado de

Monniaux et al., 2014)

Tras la formacién de los foliculos primarios, el crecimiento de los

mismos continda hasta formar los preantrales, antrales y ovulatorios

(secundarios, terciarios y de Graaf respectivamente).
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Los foliculos secundarios se caracterizan por el crecimiento de las
células de la granulosa, que se disponen en multiples capas, asi como por
el crecimiento del ovocito (que de 40-60 micras en un estadio primario
pasa a 120-150 micras) y por la formacién de la lamina basal y de las
células de la teca (Oktem and Urbam, 2010). El desarrollo de estos
foliculos secundarios dura meses y parece independiente de las
gonadotropinas, ya que aunque si expresan receptores para la FSH (Oktay
et al.,, 1998), no parece tener esta hormona un papel decisivo en el
crecimiento folicular en este estadio. El paso de foliculo primario a
secundario, viene determinado por otros factores, como por ejemplo:
TGF-Beta, BMP 4, 7, 15, GDF 9 (factor 9 de diferenciacién) etc. y la ya
mencionada HAM, de la que hablaremos extensamente mas adelante y
que tiene un papel inhibidor en el paso de foliculo primario a preantral,
protegiendo a la reserva ovarica de una deplecién incontrolada y precoz.
La HAM no se expresa en los foliculos primordiales, sino en las células de
la granulosa de los preantrales y antrales pequefios, teniendo su maxima
expresion en los que miden menos de 4 mm (Oktem and Urbam, 2010;

Borekmans et al., 2008) (Fig. 6y 9).

Los foliculos secundarios ya formados siguen creciendo y pasan a
llamarse terciarios o antrales cuando las células de la granulosa y de la
teca aumentan, aumenta también la vascularizacion y el crecimiento del
ovocito y se produce la formaciéon del antro, espacio liquido en torno al
ovocito (Oktem and Urbam, 2010) (Fig. 7). El antro se forma cuando el
foliculo alcanza las 200-300 micras y se produce como consecuencia de la
secrecién de liquido por parte de las células foliculares y de lo que exudan

las células de la teca. A partir de los 4-5 mm, estos foliculos comienzan a
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hacerse dependientes de la FSH en su crecimiento y progresivamente
dejan de estar inhibidos por la HAM (Mc Gee and Hsueh, 2000) (Fig 6 y 9).
Asi, se constituye la reserva ovarica dindmica, que bajo la accién de la FSH
estimula el crecimiento y maduracion en oleadas de los foliculos antrales
de mas de 4 mm, siendo su fuente de alimentacién el grupo de foliculos

primordiales (Monniaux et al, 2014) (Fig. 4 y 5).

I 1nhibin B |
|_AvH__ |

I [
. -»o-»."O—»@-»

Small Large
Primordial Pre-Antral Pre-Antral Antral 2-7 mm Antral 8-12 mm Pre-Ovulatory

Figura 6. Puntos especificos de accion de FSH, Inhibina By HAM
(modificado de Broekmans et al., 2008)

Del conjunto de foliculos terciarios, uno de ellos sera el dominante y
el que finalmente se ovulara (foliculo de Graaf), perdiéndose de esta
forma miles de foliculos por el camino. De hecho, partiendo
aproximadamente de 400.000 foliculos primordiales al llegar la pubertad y
teniendo en cuenta que todos los meses se utilizan unos 1.000 foliculos en
los procesos de crecimiento y maduracion, si asumimos que la mujer tiene
unos 450 ciclos menstruales en su vida reproductiva (12-13 ciclos por aino
durante 30-35 afios aproximadamente) al llegar a la menopausia una
mujer contaria con sélo unos 1.000 foliculos (un 0.25% de su reserva en la

pubertad) (Fig. 2).
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Es fundamental en este proceso de crecimiento y maduracion la
prevencion de la luteinizacion precoz de los foliculos antrales, siendo las
proteinas BMP-6, BMP-15 y el factor GDF-9 claves para esto y para limitar
la sintesis de progesterona. El efecto de estos factores inhibidores
finalizard por tanto cuando el ovocito sea ovulado y sélo los foliculos que
expresen altos niveles de receptores de FSH y LH junto con actividad
aromatasa inducida por la FSH seran los seleccionados para la dominancia

y ovulacién (Oktem and Urbam, 2010).
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Figura 7. Crecimiento y maduracion folicular
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En cuanto al material genético, éste se mantiene diploide hasta el
momento de la formacién del ovocito secundario, punto en el que se
desprende el primer corpusculo polar 22 X, completandose asi la primera
meiosis. La segunda, se completara con la fecundacién, momento en que
se desprende el segundo corpusculo polar y el évulo ya maduro se une

con el espermatozoide.

En el ovario de la mujer se producen a la vez la mayor parte de los
procesos que acabamos de comentar. Foliculos primordiales, preantrales 'y
antrales conviven y multiples oleadas de crecimiento folicular se producen
a la vez segln las ultimas teorias (Baerwald et al., 2003), pero es a partir
de la pubertad, con la ovulacién, cuando se produce el paso de foliculos

primordiales a primarios (Fig. 7).

1.2. Reserva ovarica

Como ya hemos comentado, la reserva ovarica se define como el
numero de foliculos primordiales presentes en los ovarios de una mujer en
un momento dado, que en un principio es independiente de
gonadotropinas. Nos referimos pues con este concepto a la reserva

ovarica estatica y fetén de la que hablabamos anteriormente.

Esta reserva es cambiante a lo largo de la vida de la mujer, tal y
como hemos mencionado anteriormente. Al nacimiento,

aproximadamente la reserva es de 1.000.000 de foliculos, llegando a ser

VNIVERSITAT
EGVALENCIA



M? José Esquembre Gratacos
TESIS DOCTORAL

unos 400.000-500.000 en la pubertad y apenas 1.000 en la menopausia
(Fig. 2). Del tamafio de esta reserva dependera la vida reproductiva de la
mujer y el momento de la menopausia, pues sélo a partir de ella se podran
llevar a cabo los procesos de seleccion y dominancia de los foliculos

(reserva dinamica) (Forabosco and Sforza, 2007).

Esta reserva ovarica viene establecida desde el momento del
nacimiento, no pudiendo ser aumentada posteriormente, aunque algunos
autores estan trabajando en la hipdtesis de que con el estimulo adecuado
si que se podrian generar nuevas células primordiales, como ya hemos
comentado anteriormente (White et al., 2011). Por eso, se han llevado a
cabo trabajos que estudian dicha reserva en recién nacidas mediante la
determinaciéon de la HAM en sangre de corddn (Bergada et al., 2006; Sir-
Petermann et al., 2010), pero los resultados que se han obtenido no han
sido concluyentes a favor de realizar dicho procedimiento para conocer la
reserva ovarica ya desde los primeros dias de vida, como luego

explicaremos.

La reserva ovdrica comienza a disminuir en picado a partir de la
segunda mitad de la década de los 30 y precede a la menopausia en 10-12
afos (Lass, 2004). En un 1-2% de las mujeres por debajo de los 40 ainos,
puede observarse una deplecién prematura de los foliculos que resultara
en un fallo ovarico precoz, que en algunos casos viene determinado

genéticamente (Monniaux et al., 2014) (Fig. 2).

De hecho, se sabe que aproximadamente el 10% de las mujeres

sufren un envejecimiento ovarico precoz, que en el 8-9% de los casos se
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define como insuficiencia ovarica primaria oculta y en el 1-2% restante
como insuficiencia ovarica primaria o fallo ovarico prematuro. En la mayor
parte de casos, el diagndstico se produce en estadios clinicos avanzados,
cuando la mujer presenta ya problemas de esterilidad (Gleicher et al.,
2015). De ahi, la importancia de detectar estos casos de manera

prematura.

Un trabajo publicado recientemente, recomienda el estudio de la
reserva ovarica mediante dos determinaciones de HAM separadas un mes
en pacientes con riesgo de sufrir un fallo ovarico precoz. Si los valores
corresponden a la edad de la paciente, basta con repetir la AMH de
manera anual, para después repetirla cada 2 afos después de 3-5 aios sin
alteraciones (Gleicher et al., 2015). Por el contrario, si los valores son
bajos para la edad de la paciente, defienden la medida de la HAM cada 3-6

meses (Gleicher et al., 2015).

Para conocer esta reserva ovarica, multiples marcadores se han
desarrollado a lo largo de los ultimos afios, pero ninguno se ha constituido
como marcador directo y definitivo de la misma. Vamos a detallarlos a

continuacion.

1.2.1 Marcadores de reserva ovdrica

El marcador perfecto de reserva ovarica no existe todavia. El test
ideal seria aquel que pudiese determinar el tamaio y la calidad del pool

de foliculos primordiales tras un ciclo menstrual y, por tanto, que pudiese
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identificar a las mujeres que van a presentar un fallo ovarico precoz. Sin
embargo, no se ha desarrollado todavia ningin marcador directo que sea
capaz de revelar el pool de foliculos primordiales que quedan y que
constituye el potencial reproductivo a largo plazo (de Carvalho et al.,,

2008).

Los marcadores de los que disponemos son marcadores indirectos
gue en mayor o menor medida nos aportan informacidon mas o menos
valiosa y que pueden clasificarse en 3 grandes grupos: los dindmicos, los
estaticos y los ecograficos (Committee on Gynecologic Practice, 2015;
Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine,

2015).

1.2.1.1 Marcadores dindmicos

Muy poco utilizados en la actualidad, aunque han tenido su

importancia en ainos anteriores (de Carvalho et al., 2008).

Test de citrato de clomifeno

El clomifeno es capaz de actuar como antagodnico en los
receptores de estrogenos de la hipdfisis, de tal forma que simula una
deprivacion estrogénica que produce de forma compensatoria el aumento
de la FSH y por tanto el reclutamiento folicular. En pacientes con una
reserva folicular buena, esto se traduce en un aumento del estradiol y una
disminucion posterior de la FSH por feed-back negativo, mientras que en

pacientes con una reserva comprometida, el reclutamiento folicular se
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produce en menor medida, siendo por tanto la producciéon de estradiol

menor y la reduccién de la FSH no tan manifiesta.

Con el paso del tiempo se ha visto que este test apenas
aporta nada con respecto a la medicion aislada de FSH sobretodo en
mujeres jovenes, por eso hoy en dia apenas se utiliza, quedando relegado

a casos excepcionales (de Carvalho et al., 2008).

Test agonista GnRH

Se basa en la induccidn del pico de FSH, LH, estradiol e
Inhibina B que ocurre 24 horas después de su administracion, seguida de

la inhibicion de la hipdfisis.

No aporta mayores beneficios que el recuento de
foliculos antrales o que cualquier otro marcador, por lo que debido a los
riesgos que se derivan de la estimulacidon ovarica ha quedado relegado a

un segundo plano (de Carvalho et al., 2008).

Test de FSH exogena

Con la administracion de FSH exdgena, si la reserva
folicular es adecuada, se produce un incremento en el estradiol y la
Inhibina B. Sin embargo, como los otros test ya comentados, no supone
ningun beneficio frente al resto de marcadores, por lo que tampoco se

utiliza actualmente con este fin exclusivamente (de Carvalho et al., 2008).
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1.2.1.2 Marcadores estdticos

Estradiol basal

Es un predictor de respuesta ovarica en los ciclos de
estimulacion de reproduccion asistida y, por tanto, se ha querido utilizar
también como marcador indirecto de reserva ovdrica. Sin embargo,
debido a la baja sensibilidad y la falta de estandarizacidon de unos valores
homogéneos de corte, no se considera actualmente un marcador fiable de

reserva (de Carvalho et al., 2008).

FSH

Ha sido uno de los marcadores mas utilizados hasta
ahora, de tal manera que valores altos se asocian con una respuesta
ovarica baja. Sin embargo, se ha visto que sélo es util cuando es muy alto
y, por tanto, sélo es buen marcador cuando la reserva ovdrica ya esta

realmente comprometida, no antes (de Carvalho et al., 2008).

Inhibina B

Es una glicoproteina de la super familia de los factores
de crecimiento beta (TGF BETA) secretada por las células de la granulosa y
de la teca, que se encarga de inhibir la secrecidén de FSH; de tal forma que
en los ciclos ovulatorios normales los niveles de FSH e Inhibina B estan

inversamente relacionados. Asi, la Inhibina B asciende durante la fase
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folicular hasta que alcanza un pico que coincide con el de la masa de las
células de la granulosa para posteriormente descender y llegar a bajas

concentraciones en la fase lutea.

De esto, se puede deducir que la Inhibina B juega un
papel importante en el desarrollo folicular, reflejando la reserva ovarica.
Sin embargo y, aunque constituye un buen marcador segun la mayor parte
de los estudios, otros defienden que estos resultados no son
reproducibles y, por tanto, que no puede constituirse como Unico

marcador de reserva (Scheffer et al., 2007; de Carvalho et al., 2008).

HAM

Sin duda el marcador de reserva ovarica estrella desde
hace unos afios, de hecho, sobre esta sustancia se basa el trabajo de

investigacidn que hemos elaborado.

La hormona antimiilleriana (HAM) es, al igual que la
Inhibina B, una glicoproteina de la TGF-BETA super familia (no una
hormona a pesar de su nombre). La sintetizan las células de Sertoli en
varones y las células de la granulosa de los foliculos preantrales y antrales
pequeios en mujeres. Tiene dos funciones cruciales: en hombres,
favorecer la regresion de los conductos de Miiller durante la
diferenciacidn sexual en el estadio embrionario (Fig. 8); en mujeres, inhibir
el paso de foliculos primordiales a primarios y, por tanto, determinar el
momento en que los foliculos vuelven a entrar en meiosis y el ratio de

deplecion de los mismos (de Carvalho et al., 2008).
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Debido a esto precisamente, la HAM se expresa de
manera distinta en hombres y en mujeres: asi, en varones empieza a
detectarse desde la semana 8 de gestaciébn y aumenta de manera
progresiva a lo largo del embarazo y la primera infancia, declinando
posteriormente de forma gradual hasta la pubertad; en mujeres, la
expresion es totalmente contraria, como explicamos a continuacion

(Ledger, 2010).
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Figura 8. Desarrollo del aparato genital en embriones

En la diferenciacion sexual de los embriones femeninos
la HAM es inexistente. Esta presenta 2 picos de aparicion: el primero
cuando empieza a sintetizarse por primera vez en las células de Ia

granulosa al reclutarse los primeros foliculos primordiales en torno a la
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semana 36 de gestacion; y el segundo en la pubertad, cuando el eje
hipotalamo-hipdfisis-ovario se activa y comienzan los ciclos ovulatorios

(de Carvalho et al., 2008; Hagen et al., 2012 y 2012b; Lie Fong et al., 2012).

La HAM, como ya hemos comentado, se sintetiza por
los foliculos preantrales y antrales pequenos, siendo su expresidon maxima
cuando éstos miden por debajo de 4 mm vy casi inexistente cuando
alcanzan tamafos de 8-10 mm, momento en que la diferenciaciéon es lo
suficientemente importante como para empezar a ser controlados por la
FSH y comenzar su crecimiento hasta la dominancia (Mc Gee and Hsueh,

2000; Broekmans et al., 2008; de Carvalho et al., 2008) (Fig 6y 9).

Multiples trabajos de investigacion se han llevado a
cabo con el fin de establecer cual es el papel exacto de la HAM en la
foliculogénesis y, por ende, en la reserva ovarica. Todos coinciden en que
tiene un papel modulador en el reclutamiento folicular, ejerciendo un
papel inhibidor en los foliculos primordiales. Asi, actua en las células de la
granulosa para limitar el nimero de foliculos que se reclutan, impidiendo
gue sean seleccionados por la FSH. De hecho, la HAM inhibe |a sensibilidad
de las células de la granulosa a la FSH, por lo que la progresion a foliculo
antral se produce por la expresion variable de los receptores de HAM vy
FSH, creciendo los que mas receptores tienen para la FSH y menos para la

HAM (de Carvalho et al., 2008) (Fig. 9).

De hecho, estudios con ratones demuestran este papel
regulador de la HAM en estos 2 pasos importantes de la foliculogénesis:
por una parte, en ratones sin HAM, los foliculos primordiales se reclutan
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mucho mas rdpidamente y, por tanto, el pool se termina de manera
precoz llegando antes la menopausia al agotarse los ciclos ovulatorios
(Durlinger et al., 1999; Visser et al., 2007; Broer et al., 2011); por otra
parte, sin HAM, los foliculos son mas sensibles al efecto de la FSH. De
hecho, cada foliculo tiene un umbral determinado por encima del cual la
FSH ejerce su accion y lo selecciona, de tal forma que se ha visto que unos
niveles de HAM bajos se relacionan con una disminucion en este umbral
para la FSH y, por tanto, con una seleccion para el crecimiento mucho mas

rapida que si hubiera habido HAM (Visser et al., 2007) (Fig. 9).

FSH dependence
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Figura 9. HAM, FSH, Inhibina B y Estradiol en el desarrollo folicular
(adaptado de Mc Gee and Hsueh, 2000)
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Debido a todo esto, la HAM se ha erigido como
marcador fundamental de la reserva ovarica, ya que indica de manera
indirecta el stock de foliculos primordiales al ser sélo expresada por los
foliculos primarios hasta un estadio de antral pequefio (Visser et al., 2007;
Broekmans et al., 2009). El nimero de foliculos que entra en crecimiento
en cada ciclo menstrual decae con la edad y es proporcional al tamafio del
pool de foliculos primordiales restante, asi que como sélo un foliculo por
mes alcanza la dominancia y el resto se atresia, el pool de foliculos que
crece cada mes no hace mas que reflejar el numero vy la calidad de los

foliculos que quedan en el stock ovarico (Ledger, 2010).

Ademas, tiene la ventaja de que apenas muestra
variaciones a lo largo del ciclo menstrual (acorde con el crecimiento
continuo de los foliculos pequefios que es independiente del estimulo de
las gonadotropinas) (Cook et al., 2000; Visser et al., 2007) ni tampoco se
ve afectada por la toma de anticonceptivos hormonales, andlogos de
GnRh ni embarazo (a diferencia de estradiol, Inhibina B o FSH), por lo que
es un marcador bastante fiable y reproducible (Hehenkamp et al., 2006; La
Marca et al., 2006; de Carvalho et al., 2008; La Marca et al, 2010) (Fig. 10).
De todas maneras, también es cierto que han surgidos estudios en contra
de esta supuesta estabilidad de la HAM: segun algunos, los niveles de
HAM disminuyen en el embarazo y con la toma de anticonceptivos, por lo

gue no seria un marcador util en estas pacientes (Dewailly et al., 2014).
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Figura 10. Variabilidad de la HAM a lo largo del ciclo menstrual
(tomada de La Marca et al., 2006)

Que la HAM es independiente de gonadotropinas, a
pesar de las controversias, ha sido estudiado y demostrado tanto en
ratones como en mujeres (Visser et al., 2007). Se ha visto que la HAM
tiene un efecto paracrino mas que sistémico y, por tanto, que no forma
parte del feed-back hipodfisis-ovario. En los protocolos de estimulacion
ovarica, los niveles de HAM se correlacionan bien con la disminucion en el
numero de foliculos antrales pequenos, reflejando la conversion de los
pequenos en grandes en respuesta a la FSH exdgena (Visser et al., 2007)
(Fig. 9).

Ademas, es capaz de predecir la reserva ovdrica con
afios de antelacion, a diferencia de la FSH y otros marcadores, que se ven
afectados cuando ya la reserva esta muy disminuida (de Carvalho et al.,
2008). De hecho, como vamos a comentar a lo largo del estudio que
hemos desarrollado, una HAM baja en chicas jévenes no necesariamente
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indica una reserva ovarica ya comprometida, sino el riesgo de presentarla
en un futuro y con antelacidn con respecto a otras pacientes de su misma

edad y caracteristicas con una HAM dentro de los limites normales.

Para la reproduccidn asistida, la HAM ha supuesto toda
una revolucion (La Marca et al., 2004; La Marca et al., 2010), ya que
permite con una simple determinacién analitica conocer no sdélo cual es la
reserva ovarica, sino también predecir |la calidad de dicha reserva y como
va a ser la respuesta de la mujer a los ciclos de estimulacion. Valores bajos
de HAM se relacionan con una respuesta muy pobre y un crecimiento
folicular muy escaso cuando se estimula con gonadotropinas
(independientemente del protocolo utilizado) (de Carvalho et al., 2008;

Broer et al., 2013a).

Y no sélo esto, sino que 3 estudios publicados en 2013
demostraban que las pacientes con altos valores de HAM tenian una tasa
mayor de embarazos y de nifos vivos al nacer (aunque también es cierto
que esto no es corroborado por otras publicaciones) (Arce et al., 2013;

Brodin et al., 2013; Broer et al., 2013b).

El Unico caso que parece no beneficiarse del uso de
HAM como marcador de reserva ovarica es el del hipogonadismo
hipogonadotropo (Tran et al., 2011; S6nmezer et al., 2012; Chan and
Kimberly, 2014). Lo que se observa en estas pacientes, que tienen una
reserva escasa y por tanto niveles bajos de HAM, es un aumento de la
misma con la administracion de gonadotropinas y una posterior

disminucidon cuando cesa el protocolo de estimulacién. Sin embargo v,
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aunque pueda parecer contrario a lo que hemos defendido hasta ahora,
esto es comprensible si entendemos cual es la funcién y qué tipo de

foliculos sintetizan la HAM.

Las pacientes afectas de un hipogonadismo
hipogonadotropo con un fallo ovarico primario oculto (reserva ovdrica
baja con ciclos menstruales “normales”) pueden ver aumentados sus
niveles de HAM (que no su reserva ovdrica) con una adecuada
estimulacion de los ovarios por gonadotropinas (Tran et al., 2011). Esto es
porque existe un tamafo folicular que varia de los 6 a los 10 mm
aproximadamente en que se encuentran receptores tanto para FSH como
para HAM (Fig. 9). Si hay suficientes receptores para FSH, estos foliculos
creceran y seran a su vez capaces de segregar también HAM hasta que
pasen los 8-10 mm, momento en el que dejaran de sintetizarla. Por eso, si
a estas pacientes las estimulamos con FSH, los niveles de HAM
aumentaran, pero simplemente porque hemos estimulado foliculos que
tenian el tamafo adecuado tanto para ser estimulados por FSH como para

segregar HAM.

Debido a esto, estas pacientes no se beneficiaran de la
HAM como marcador de reserva ovarica, porque los niveles seran siempre
falsamente mas bajos de lo que ellas tienen en realidad, infraestimando la

reserva ovarica real (Tran et al., 2011).

Ademas del papel que la HAM juega en el cdlculo y
prediccion de la reserva ovarica y del rol que tiene en reproduccion

asistida, no debemos olvidar también que se utiliza como marcador de
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fisiopatologia ovarica, en el caso por ejemplo del sindrome de ovario
poliquistico (SOP) (Visser et al., 2007; Hampl et al., 2011; Xi et al., 2016).
De hecho, como la HAM es un indicador del nimero de foliculos en
crecimiento, en las mujeres con SOP suele estar aumentada. En estas
pacientes, que presentan disovulacion y por tanto un defecto en la
seleccion y crecimiento folicular, al acumularse los foliculos pequefios la
HAM aumenta, disminuyendo la sensibilidad de los mismos a la FSH vy
empeorando el problema (Visser et al., 2007) (Fig. 11). Asi, la HAM est3
llamada a convertirse en marcador de esta patologia, no necesitando de
esta manera solicitar ningun otro tipo de determinacién hormonal (incluso

algunos afirman que la ecografia tampoco seria necesaria).

(b)

PCO: TAMH

preovulatory preovulatory

eus i L Jiesesic

OOOOOOOO secondary ‘ ondary
'sed QOQQQ000OQOO\primary Q0000000000 QQQ\Krimary
Q

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO primordial

Figura 11. Secrecion de HAM por los foliculos. En el SOP, al haber mads
cantidad de foliculos en crecimiento y no llegar ninguno a la dominancia,

la cantidad de HAM secretada es mayor (tomado de Dewailly et al., 2014)

1.2.1.3 Marcadores ecogrdficos

Volumen ovarico
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Consiste en calcular el volumen del ovario mediante
ecografia 3D, de tal forma que un volumen ovarico pequefio se ha
asociado a una menor reserva ovarica. Se relaciona inversamente con la
edad, de hecho, se ha visto una disminucion estadisticamente significativa
del volumen en mujeres mayores de 30 afios (Broekmans et al., 2010).
Este marcador, sin embargo, no se utiliza actualmente para estimarla, ya
gue se ha visto que el recuento de foliculos antrales da mejores resultados

y una fiabilidad mayor (de Carvalho et al., 2008).

Recuento de foliculos antrales (RFA)

Se trata, junto con la HAM, del mejor marcador de
reserva ovarica que tenemos en la actualidad. No existe consenso en la
comunidad cientifica con respecto a cual es el mejor marcador de los dos,
si la HAM o el RFA: algunos defienden que éste es mejor que la HAM,
otros defienden lo contrario y otros que es mejor utilizarlos de manera
combinada (de Carvalho et al., 2008; Fleming et al., 2015; lliodromiti et al.,
2015). El RFA disminuye progresivamente con el tiempo (pérdidas de 0.35-
0.95 foliculos/afio) y por eso resulta mas efectivo que el volumen ovarico

(Broekmans et al., 2010).

El RFA consiste en contar el numero de foliculos entre
el dia 2 y 5 del ciclo, es decir, cuando los ovarios estan en reposo. Usando
ecografia 3D y un ecdgrafo con buena resolucién veremos mas que con un
ecografo de menor calidad (Fig. 12), por eso tenemos que ser cautelosos a
la hora de informar a las pacientes sobre su reserva ovarica cuando les

hagamos la ecografia con un aparato de baja resolucién, pues estaremos
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infraestimandola sin duda. En general, se considera indicador de baja
reserva cuando entre los dos ovarios el recuento es inferior a 5 foliculos

(lliodromiti et al., 2015).

La ecografia 3D y el modo sonoAVC (automatic volume
calculation) tienen importantes ventajas frente al modo en 2D, ya que
disminuye la variabilidad inter e intraobservador, disminuye también el
tiempo de exploracidon y permite estudiar posteriormente las imagenes sin
estar la paciente presente (Deb et al., 2009; Raine-Fenning et al., 2009;

Broekmans et al., 2010; Kollmann et al., 2014) (Fig. 12).

30

Figura 12. Comparacion entre reservas baja y alta con el volumen ovdrico y

el RFA en 3D (fotos tomadas con el ecografo de la consulta del Prof.

Bonilla-Musoles)
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La técnica a seguir para hacer un recuento de foliculos
lo mas correcto posible es muy sencilla: se identifican en primer lugar los
dos ovarios, se barre con la sonda cada uno de ellos y se cuentan los
foliculos entre 2 y 10 mm de diametro. Si el foliculo es redondo se mide el
diametro interno del drea econegativa, si es ovoide, se realiza una medida
a lo largo y otra a lo ancho (Raine-Fenning et al., 2009; Broekmans et al.,

2010).

Numerosos estudios han demostrado la correlacién
existente entre la HAM vy el RFA: una reserva folicular alta se asocia a un
recuento alto y a una HAM elevada vy, a la inversa (Bentzen et al., 2013;

Hagen et al., 2015).

1.2.2 Método combinado de calculo de reserva ovdrica

El uso combinado del calculo de HAM junto con el RFA es lo
gue mas se utiliza para el estudio de reserva ovarica y es lo que
presentamos en este estudio, aunque nuestra idea, viendo en este trabajo
gue los valores de la HAM se corresponden con el numero de foliculos
antrales, es que en un futuro sea Unicamente la HAM la que se utilice
como prueba de screening (por ser mas barato, rapido y cdmodo para la

paciente que hacerlo de manera combinada).

Sin embargo, recientemente ha sido publicado en “Journal of
Ovarian Research” un estudio que combina factores clinicos, bioquimicos

y ecograficos para el calculo de la reserva denominado “OvAge”
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(Venturella et al., 2015), con la idea de predecir el prondstico reproductivo
y el tiempo hasta la menopausia. Aunque sea interesante, que pueda ser
utilizado como técnica de screening para la poblacion general nos parece
complicado, porque implica el calculo de FSH, estradiol, HAM, realizacion
de ecografia 3D para el contaje de foliculos antrales, volumen ovarico e
indice de flujo de vascularizaciéon. Con todos estos datos, los
investigadores proponen realizar un modelo que obtenga una ecuacién
cuyo resultado informe de manera rapida y eficaz a la paciente sobre su
reserva ovarica, asumiendo que en la poblacidn de gente joven, fértil y
sana la edad ovarica es idéntica a la edad cronoldgica (aunque en
ocasiones esto no es asi, como vemos en esta tesis, lo que ya constituye

un sesgo para el estudio).

1.3. ¢Por qué es importante conocer la reserva ovarica?

Conocer la reserva ovarica es fundamental desde tres puntos de
vista. En un principio empezd a estudiarse para prevenir las posibles
consecuencias que los tratamientos oncolégicos tenian sobre los ovarios
(van Beek et al., 2007; Lie Fong et al., 2009; Broughman et al., 2012). Hoy
en dia, otras necesidades han surgido que justifican el estudio de esta

reserva (Gleicher et al., 2015).

Por una parte, en reproduccion asistida, su estudio pretende
identificar el punto de partida de cada mujer asi como identificar si el
tratamiento esta indicado en la paciente (Ddélleman et al.,, 2013). De

hecho, se ha visto que las pacientes con una HAM disminuida (inferior a
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1.1 ng/ml) son bajas respondedoras y tienen una mala calidad ovocitaria,
por lo que en muchas clinicas de reproduccidn asistida se les plantea la
posibilidad de donacion de ovocitos antes incluso de intentar un ciclo de
estimulacion propio (Committee on Gynecologic Practice, 2015; Practice

Committee of the American Society for Reproductive Medicine, 2015).

Por otra parte, el conocimiento de la reserva ovarica permite
calcular aproximadamente el tiempo restante hasta la menopausia
(Doélleman et al., 2013; La Marca et al., 2013). Esto es util para limitar o
incluso prescindir de tratamientos agresivos en mujeres con determinadas
patologias que se solucionan de manera natural con la menopausia, si se
conoce que dicha paciente se encuentra proxima al fin de sus

menstruaciones (Broekmans et al., 2009; Tehrani et al., 2013).

Finalmente, el conocimiento de la reserva ovarica es crucial desde el
punto de vista social e individual de la mujer, como algunos estudios ya
estdn planteando (Tremellen and Savulescu, 2014; Tremellen
and Savulescu, 2015) y como defendemos nosotros en este trabajo de
investigacion. Conocer el estado y la calidad de sus ovocitos, puede ayudar
a la mujer a planificar mejor su maternidad al poder plantearse a tiempo
opciones que, de otra forma, no podria plantearse por no disponer en ese
momento de sus propios ovocitos. De ahi la importancia de la tesis que

detallaremos a continuacion.
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1.4. Importancia de la tesis

Segun los estudios, aproximadamente el 10% de las mujeres son
menopausicas con 45 afos y una de cada 10 mujeres es estéril debido a
una reserva ovarica critica cuando alcanza los 35 anos (Tremellen and
Savulescu, 2014; Depmann et al., 2016). Esto antiguamente no suponia
ningun problema, ya que las mujeres solian tener sus hijos antes de los 35
y, por tanto, como mucho podian encontrarse con dificultad a la hora de
ampliar la familia mds que con serios problemas de esterilidad (Joffe et al.,

2009).

Hoy en dia esto no es asi. Debido a la incorporacion de la mujer al
mundo laboral, la aparicién de la anticoncepcion hormonal a mediados del
siglo XX y la mayor esperanza de vida, muchas mujeres retrasan la edad a

la que tienen el primer hijo a los 32 anos de media (Fig. 13 y 14).
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Figura 13. Informe demogrdfico Eurostat, 2013. Edad de la madre al

nacer el primer hijo (comparacion entre paises europeos)

De hecho, vemos en este grafico como en la mayor parte de
paises europeos predominan los tonos verdes, lo cual quiere decir que la

mayor parte de las mujeres tienen mas de 30 afios al tener su primer hijo.
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Figura 14. Informe demogrdfico Eurostat e INE, 2014

de media la edad a la que la mujer tiene su primer hijo.

Tanto la ESHRE como la ASRM han llevado a cabo numerosas
campanas a favor de una maternidad mas precoz de lo que sucede ahora,
advirtiendo de los riesgos de retrasarla, pero todas estas acciones han sido
en vano (Tremellen and Savulescu, 2014). El por qué estas campafias no
han dado su fruto puede ser por 3 motivos: primero, porque la gente no
estad concienciada. Piensan que van a poder tener hijos sin dificultad y, por
tanto, el consabido “no me va a tocar a mi” es bastante frecuente; en
segundo lugar, porque cada vez mas mujeres y hombres confian en los

avances que se estan produciendo en reproduccion asistida, siendo
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frecuente también caer en el error de pensar que siempre se podra
recurrir con una tasa de éxito del 100% a las técnicas de fecundacion in
vitro (y variantes) si no se consigue con éxito por la via natural; y tercero,
porque muchas mujeres piensan que con llevar una vida sana y tener
ciclos menstruales mas o menos regulares no van a tener ningun
problema a la hora de poder tener hijos. En este contexto, los términos
reserva ovarica y fallo ovarico precoz son los grandes desconocidos

(Tremellen and Savulescu, 2014).

De todo esto, por tanto, surge el concepto y la necesidad del
o" . 7 . ” . .
screening de reserva ovarica”. De hecho, varios estudios en los que se
pregunta a las mujeres en edad reproductiva si les gustaria conocer su
reserva ovdrica (Bavan et al., 2011; Aguinaldo, 2014) refieren que mas del
80% de las participantes estarian interesadas en saberla a la hora de
organizarse y establecer sus planes de futuro en cuanto a su maternidad

(Tremellen and Savulescu, 2014).

Sin embargo, otros estudios refieren que establecer dicho screening
seria imprudente por varios motivos (Loh and Maheshwari, 2011; Findlay
et al., 2015;): primero, porque faltan estudios que relacionen con una
fiabilidad del 100% los marcadores de reserva ovarica con el potencial
fértil de la mujer; segundo, porque un resultado adverso del screening
podria producir una ansiedad injustificada en mujeres que no se habian
planteado la maternidad hasta ese momento ni tienen posibilidades de
hacerlo por sus circunstancias personales; y tercero, porque los hay
también que defienden que los recursos econdmicos deben ponerse al
servicio de otras iniciativas mas provechosas que realmente valgan la
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pena, no considerando la incapacidad de la mujer para tener hijos como

un problema de salud publica (Tremellen and Savulescu, 2014).

En contra de estas opiniones, numerosos articulos estan surgiendo
en los ultimos afos que se plantean la necesidad real de afrontar este
problema de salud. Y es ahi donde nuestro trabajo de investigacion cobra
un especial protagonismo. Porque lo que hemos hecho ha sido estudiar,
mediante la determinacion analitica de la HAM y el contaje de foliculos
antrales por ecografia 3D, la reserva ovarica de mas de 1.000 mujeres

jovenes y sanas.

El articulo de Tremellen y Savulescu de 2014 va desmenuzando uno
a uno los criterios que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
considera necesarios para que un programa de cribado pueda ser
instaurado como tal y de todos ellos, sélo el punto 7, el que habla de que
“deberia haber un consenso general para saber a qué pacientes habria
gue tratar” no es cumplido por el cribado de reserva ovarica. Y
precisamente es en ese punto donde nuestro estudio cobra también
especial importancia. Como hemos comentado antes, no existen en la
literatura publicada hasta la fecha estudios observacionales prospectivos
en chicas jovenes y sanas sin deseos genésicos por el momento (es decir,
estudios como el nuestro) que puedan ser utilizados como guia para
establecer los puntos de corte de la HAM y el recuento de foliculos
antrales a partir de los cuales considerar que una reserva ovarica esta
realmente comprometida. Si que es verdad que en los ultimos afos se
han publicado estudios sobre la materia (Gleicher et al., 2015; Venturella

et al., 2015; Younis et al., 2015) y que grupos como la Sociedad Americana
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de Medicina Reproductiva han llevado a cabo trabajos y conferencias
sobre el tema (un ejemplo es la conferencia con titulo “Ovarian reserve:
Regulations and Implications for Women's Health” en San Diego, EEUU en
2012) pero ninguno de los estudios que nos hemos encontrado han

seguido nuestro disefo.

Por tanto, lo que pretendemos poner de manifiesto con nuestro
estudio, es que una proporcion (aproximadamente el 5%) de mujeres
jovenes y sanas, asintomaticas, presentan una reserva ovarica disminuida
a una edad temprana; lo que se asociara a su vez en un futuro a una
potencial dificultad para concebir. Por ello, conocer este dato les puede
ayudar a adoptar medidas que les permitan soslayar este problema:
anticipar la edad de la maternidad o preservar la fertilidad mediante la

criopreservacion de ovocitos.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

El objetivo principal de esta tesis doctoral es realizar un estudio
prospectivo de la reserva ovarica en chicas jovenes y sanas, entre 20y 30
anos, sin patologia ginecoldgica aparente mediante la determinacion
analitica de la HAM y el recuento de foliculos antrales mediante ecografia

3D vaginal entre los dias 2 y 5 del ciclo menstrual.

Ademas de este objetivo principal, tenemos una serie de objetivos

secundarios:

- Analizar, mediante un estudio prospectivo observacional, Ia
reserva ovarica mediante la determinacién analitica de la HAM

en sangre de corddn de nifas recién nacidas.

- Valorar la eficacia del andlisis de la HAM para detectar una baja

reserva en una poblacion de mujeres jovenes y sanas.

- Valorar la capacidad diagndstica del recuento de foliculos
antrales mediante ecografia 3D en la deteccion de una reserva

ovarica disminuida.

- Plantear a las mujeres con una reserva ovarica baja la posibilidad
de adelantar la maternidad o preservar su fertilidad mediante Ila
criopreservacion de sus ovocitos. Dar por tanto a la mujer la

opcidén de que elija qué hacer ante una reserva disminuida y
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afrontar una situacion que de no haber participado en el estudio

podria constituir un problema en un futuro.

- Defender el cribado de reserva ovarica como una técnica de
cribado o screening universal, poniéndolo al servicio de todas las

mujeres joévenes que asi lo deseen.

En cuanto a nuestra hipodtesis de trabajo, ésta se basa en que la
reserva ovarica viene determinada por el nimero de foliculos presentes
en la gonada femenina al nacimiento, como ya hemos comentado

anteriormente.

En la actualidad, existe una amplia evidencia cientifica de que esta
reserva presenta una gran variabilidad entre individuos de la misma edad
(Findlay et al., 2015b). Por ello, existen grandes diferencias entre mujeres,
no sélo en cuanto al inicio del declive de la fertilidad secundario al
agotamiento de esta reserva ovarica, sino también en cuanto al
establecimiento de la menopausia como consecuencia del agotamiento de

esta reserva (Crawford and Steiner., 2015).

El avance en los ultimos anos de técnicas para la valoracion de la
reserva folicular, ha permitido estimar de forma bastante precisa la
reserva ovarica en las pacientes mediante la determinacion analitica de la
HAM en sangre periférica y el recuento de foliculos antrales entre los dias

2y 5 del ciclo.
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Nuestra hipotesis de trabajo es, por tanto, que a través del estudio
de la reserva ovarica en mujeres jovenes, seremos capaces de identificar
aquellas que presentan una reserva folicular disminuida a una edad
temprana, permitiéndoles planificar su futuro reproductivo (Donnez and

Dolmans., 2013).
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3. MATERIAL Y METODOS

Los datos obtenidos en este trabajo provienen de un estudio
prospectivo realizado en el Hospital Clinico Universitario de Valencia entre

mayo de 2011 y diciembre de 2015.

3.1. Poblacion y criterios de inclusion

3.1.1 Grupo de mujeres adultas

Un total de 1052 mujeres jovenes y sanas decidieron participar en
este estudio. Las mujeres participantes fueron reclutadas inicialmente
entre estudiantes de la Universidad de Valencia y posteriormente se

incorporaron familiares y conocidas de éstas.

Asi mismo, se incluyé un grupo de 25 mujeres con alto riesgo de
fallo ovarico primario por presentar una patologia médica o genética
(grupo control positivo) y otro grupo de 25 mujeres sometidas a salpingo-
ooforectomia bilateral, intervencidn que se les realizd por ser portadoras

de la mutacidon BRCA (grupo control negativo).

3.1.1.1 Grupo control positivo

Formado por un total de 25 mujeres jovenes, entre 20 y 30
afnos que presentaban un alto riesgo de fallo ovarico precoz al asociar una
patologia médica que sabemos se acompaia de esta evolucidon en la

reserva folicular del ovario (Knauff et al., 2009; Spencer et al., 2013; Elizur
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et al., 2014; Greene et al., 2014; Oktay and Bedoschi, 2014; Shrebnik et al.,
2014).

Hemos querido incluir este grupo para evidenciar que
patologias médicas o genéticas que se acompainan de fallo ovarico
primario presentan unos niveles de HAM y un recuento de foliculos
antrales muy bajos en edades tempranas de la vida (20-30 afios). Por
tanto, si en nuestro grupo de estudio nos encontramos mujeres con
valores de HAM y de RFA similares a este grupo control, es légico pensar
gue estas pacientes tendran a la larga problemas de esterilidad como los
gue muestran estas pacientes con patologia asociada a un fallo ovarico

precoz.

Asi, se incluyeron 10 mujeres portadoras del sindrome del
cromosoma X fragil, 5 pacientes con galactosemia, 4 pacientes con
miastenia gravis, 3 pacientes con sindrome de Turner en mosaico y 3

pacientes con distrofia miotdnica.

3.1.1.2 Grupo control negativo

Formado por un total de 25 mujeres premenopausicas (29-42
afos), portadoras de la mutacion BRCA-1 o BRCA-2 y, por tanto, con un
alto riesgo de padecer cancer de mama y de ovario, que solicitaron una
anexectomia bilateral profilactica (Kauff et al., 2002; Rebbeck et al., 2009;
Marchetti et al., 2014).
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La razén de incluir este grupo es sencilla. Se midié los niveles
de HAM antes y tras la anexectomia bilateral para demostrar que la HAM
se produce Unicamente en los ovarios y que no existe una fuente externa
de produccién que pueda alterar los resultados analiticos. Asi mismo, el

RFA sélo es factible si existen gonadas femeninas.

3.1.1.3 Grupo estudio

1052 mujeres fueron incluidas en este grupo. Las
participantes fueron reclutadas de manera aleatoria y en su mayoria de la
Universidad de Valencia (55 %) siendo el 45% restante familiares vy
conocidas de dichas estudiantes. Recurrimos fundamentalmente a esta
poblacion por varias razones: la facilidad con la que probablemente
cumplirian los criterios de inclusion (edad y salud), la motivacién especial
en participar por tratarse de estudiantes universitarias, muchas de ellas de
la Facultad de Medicina vy, la facilidad para reunir a un grupo numeroso de

pacientes mujeres, jovenes y sanas.

Los criterios de inclusion fueron: mujeres jovenes y sanas,
entre 20 y 30 afios, sin patologia médica y/o genética, ni antecedentes de
cirugia ovarica, endometriosis o enfermedad pélvica inflamatoria. Sin
deseos genésicos por el momento ni antecedentes de técnicas de

reproduccion asistida.

A todas ellas se les solicitaron ademas los siguientes datos:
peso, talla, indice de masa corporal (IMC), habitos téxicos, patologia

médica y/o genética que requiriese medicacion continuada, uso de
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anticonceptivos hormonales y edad de menopausia de la madre (en caso

de que ya la hubiese tenido).

A todas ellas se les realizé entre el segundo y quinto dia del
ciclo menstrual un recuento de foliculos antrales mediante ecografia 3D
(Voluson E8, GE) asi como una determinacién analitica de FSH, LH,
progesterona, estradiol, TSH, prolactina, testosterona, androstendiona y

HAM.

A las usuarias de anticonceptivos hormonales que
presentaron un resultado analitico de HAM alterado y/o un RFA bajo se les
solicitd que durante al menos 2 meses dejasen de utilizar este tipo de
anticonceptivos para posteriormente volver a realizar la analitica y la
ecografia. La HAM, segun la mayor parte de estudios, al ser secretada por
los foliculos preantrales y antrales pequenos independientes de
gonadotropinas, no se ve modificada sustancialmente a lo largo del ciclo
menstrual, asi como tampoco se altera durante el embarazo ni por el uso
de anticonceptivos hormonales, como ya hemos comentado (Cook et al.,
2000; La Marca et al.,, 2004; Hehenkamp et al., 2006; Ledger 2010). Sin
embargo, dado que otros estudios defienden que si existen diferencias a
la hora de medir la HAM antes y después del tratamiento hormonal
(Wunder et al., 2008; Sowers et al., 2010; Kallio et al., 2013), se solicitd a
las pacientes con una HAM y/o RFA bajos, usuarias de este tipo de
anticonceptivos, que los dejasen durante un par de meses antes de la

nueva determinacion.
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3.1.2 Grupo de recién nacidos

174 nifos y nifas fueron escogidos de manera aleatoria para
formar parte de este trabajo de investigacién, en concreto 87 nifios y 87
nifas. Los criterios de inclusion fueron: nifios y nifias nacidos a término
(semanas de gestacion 37-42), de mas de 2500 g y sin patologia materna o

fetal a lo largo de la gestacion.

Se eligié también nifios y no sélo nifias para “utilizarlos” como
grupo control. Se sabe por diferentes trabajos de investigacion (Aksglaede
et al., 2010; Grinspon and Rey, 2010) que los nifios recién nacidos tienen
unos niveles de HAM altos, lo que concuerda con el papel inhibidor que
tiene la HAM en los conductos de Miller durante el desarrollo
embrionario de fetos masculinos; mientras que las niias, precisamente
por esta misma funcion, tienen légicamente valores mas bajos, llegando a
ser en la mayoria de casos, indetectables. Asi pues, la finalidad de incluir
varones en el estudio es doble: por una parte, para comprobar que esta
discrepancia en los valores de HAM en ambos sexos se cumple, por otra,

para asegurarnos de que la medicion de la HAM es correcta.

De estos 174 individuos, 17 fueron excluidos: 7 por pesar
menos de lo establecido, 6 por ser prematuros y 4 por no disponer de los
datos de HAM a pesar de haber sido solicitada al laboratorio; quedando

por tanto un total de 157 (75 nifas y 82 ninos).

El motivo de por qué no incluimos nifios prematuros ni con

bajo peso, fue porque se ha visto en distintos trabajos (Kerkhof et al.,
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2010; Sir-Petermann et al., 2010) que tanto el bajo peso como la
prematuridad se relacionan con un mayor riesgo de presentar en el futuro
un sindrome de ovarios poliquisticos (SOP) y, por tanto, posibles valores
alterados de HAM ya desde el nacimiento (las pacientes con SOP
presentan con mas frecuencia valores altos de HAM).

Se midié la HAM en sangre de corddn (arteria umbilical, por
ser ésta la sangre que viene del feto) con el consentimiento de los padres
(firmaron un consentimiento informado) en el momento del parto o la
cesdarea y se recogieron ademas los siguientes datos: edad y razas

maternas, pH al nacer, Apgar, peso y via de parto.

3.2. Estudio hormonal

A los recién nacidos se les realizd exclusivamente el estudio de la
HAM de sangre arterial del corddn umbilical en el momento del parto o la

cesarea.

Al resto de pacientes, se les midié FSH, LH, progesterona, estradiol,
prolactina, testosterona, androstendiona, TSH y HAM en los dias segundo
a quinto del ciclo menstrual. A las pacientes que presentaban ciclos mas
largos o irregulares, se les indujo la menstruacidn con progesterona y se

les hizo de la misma manera la determinacion analitica.

Tradicionalmente, el estudio hormonal de una paciente infértil
incluye todas las hormonas que hemos comentado anteriormente y, por

eso, hemos querido afiadirlas en nuestro trabajo de investigacion, pero lo
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gue se pretende en poco tiempo es que simplemente el RFA y la HAM sea

lo Unico que necesitemos para estudiar a la mujer.

FSH, LH, progesterona y estradiol tienen una evolucidn
caracteristica por todos conocida a lo largo del ciclo menstrual (Fig. 15). En
la primera fase del ciclo, la FSH aumenta para inducir el crecimiento y
reclutamiento ovocitario hasta la dominancia de uno de ellos; en la
segunda fase, la FSH deja de tener un papel protagonista y da paso a la LH,
que induce la ovulacién del foliculo dominante entre los dias 14 y 17. En la
primera parte del ciclo, por tanto, los niveles de estradiol ascienden
acompanando al crecimiento folicular, mientras que a partir de la segunda

fase, la protagonista es la progesterona secretada por el cuerpo luteo.

Nivel Hormonal
LH

I FSH
ESTROGENO
PROGESTERONA Y
— -~ — — / \\ / ‘\N
e = S = \;\1; / p,-< S L] S | bl ¥\—_ o
> < J"“\
Desarrollo Folicular
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DiadeCiclo
1.12.!3.:4./6,16./7.|8.9. 10.11.12.113.14.151. 16.17.1819.20.21.2223.242526.2728.

Fase Folicular Fase Ovulatoria Fase Lutea

Figura 15. Evolucion hormonal a lo largo del ciclo menstrual
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Por eso, niveles altos de FSH y LH en una fase folicular precoz, se
han relacionado con un fallo ovarico prematuro. En cuanto a los niveles de
estradiol, mientras este fallo ovarico se instaura, son altos en una fase
folicular precoz, porque se produce un reclutamiento precoz folicular que
eleva los niveles de estrégenos. Sin embargo, cuando el fallo ovarico ya
estd instaurado, los niveles disminuyen por la ausencia del desarrollo

folicular (Goswami and Conway, 2005; Nelson et al., 2005) (Fig. 15).

Por otra parte, también hemos medido prolactina y TSH porque se
ha visto que influyen en el ciclo hormonal. Niveles altos de prolactina
producen una amenorrea por inhibicion de la secrecién de la GnRH por el
hipotalamo, disminuyendo los niveles de FSH, LH y estradiol, con todas las
manifestaciones clinicas que esto conlleva. Por su parte, niveles altos de
TRH y TSH producidos por un hipotiroidismo producen elevacién también
de la prolactina, con las mismas consecuencias que hemos descrito

anteriormente.

Determinacion analitica de HAM

Las muestras fueron centrifugadas tras 2 horas de su
recoleccion y almacenadas a -202C hasta su procesado para evitar asi
fendmenos proteoliticos que pudieran afectar su resultado. La HAM se
determind con el sistema HAM Gen Il ELISA kit (Beckman Coulter). El
coeficiente de variacidon que presenta este sistema analitico es 4.7%, y el
rango de deteccion es 0.16-22.5 ng/mL (Steiner et al.,, 2011). Los

resultados fueron dados por tanto en ng/ml. Los resultados de pmol/I
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vistos en los articulos cientificos consultados fueron convertidos a ng/ml

segln la siguiente equivalencia: 1 pmol/I=7.143 ng/ml (Kelsey et al., 2011).

El test ELISA para HAM es un inmunoensayo enzimaticamente
amplificado en 2 sitios. En el ensayo, los calibradores, controles vy
muestras se incuban en pequefios pozos que se han recubierto
previamente de anticuerpo de HAM. Después de la incubacidn y lavado, el
anticuerpo anti-HAM detector unido a la biotina se afiade a cada pozo y
después de una segunda incubacion y lavado, se afiade también la HRP
(streptavidin-horseradish peroxidase). En un tercer paso de incubacién y
lavado, se suma la TMB (tetramethylbenzidine). Finalmente, se aflade una

solucion acida (Fig. 16).

CAPTURE

ANTI
e STOPPING

SOLUTION

X \! i BIOTIN LABELED

ANTIGEN ANTIBODY

Figura 16. Test ELISA de la HAM (tomado de Internet, “Next

Generation Genomics”)

El grado de recambio enzimatico del sustrato se determina

mediante la absorcion de la longitud de onda dual a los 450 nm y entre

VNIVERSITAT
EBGFVALENCIA

53



54

M¢ José Esquembre Gratacos
TESIS DOCTORAL

600 y 630 nm. La absorbancia medida es directamente proporcional a la
concentracion de HAM de las muestras. Un set de calibradores de HAM se
usa para trazar una curva de calibracidn de absorbancia vs concentracion
de HAM.

De este test cabe sefialar 2 puntos importantes:

1. Los anticuerpos que se usan en el ensayo se unen a la
porcion madura de la HAM, que es mucho mas estable frente a la

protedlisis que la region pro-hormonal.

2. El limite minimo de HAM que puede detectarse en una

muestra es 0,08 ng/ml con una probabilidad del 95%.

Se han considerado los siguientes valores de HAM de
referencia para el grupo estudio de mujeres, segun lo leido en varios
articulos publicados recientemente: valores de HAM bajos cuando son
iguales o inferiores a 1.1 ng/ml, dentro de lo normal entre 1.2 ng/mly 4.9

ng/ml, altos por encima de 5 ng/ml (Younis et al., 2015).

3.3. Estudio ecografico

Ver apartado de recuento de foliculos antrales (punto 1.2.1.3)
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3.4. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd mediante el programa Statistical
Program for the Social Sciences (SPSS, version 22.0). Se consideré que

existia una significancia estadistica cuando la P<0.05.

Las variables categdricas se presentan como porcentajes y se
compararon mediante los test chi-cuadrado (también llamada prueba x?
de Pearson se considera una pruebano paramétricaque mide Ia
discrepancia entre una distribucién observada y otra tedrica -bondad de
ajuste-, indicando en qué medida las diferencias existentes entre ambas,
de haberlas, se deben al azar en el contraste de hipdtesis. Asi, cuanto
mayor es el valor de x?, menos verosimil es que la prueba sea correcta. De
la misma forma, cuanto mas se aproxima a 0, mas ajustadas estan ambas
distribuciones. También se utiliza para probar la independencia de dos
variables entre si, mediante la presentacién de los datos en tablas de
contingencia) y el test de Fisher (el test exacto de Fisher permite analizar
si dos variables dicotdmicas estan asociadas cuando la muestra a estudiar
es demasiado pequeiia y no se cumplen las condiciones necesarias para

que la aplicacion del test x? sea adecuada).

Las variables continuas se compararon mediante una prueba t de
student pareada (las pruebas t de muestras dependientes o apareadas,
consisten tipicamente en una muestra de pares de valores con similares
unidades estadisticas, o un grupo de unidades que han sido evaluadas en
dos ocasiones diferentes), prueba t de Student despareada (las pruebas t

desapareadas o de muestras independientes, se utilizan cuando se
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obtienen dos grupos de muestras aleatorias, independientes e
idénticamente distribuidas a partir de las dos poblaciones a ser
comparadas), el analisis de la varianza (ANOVA) (el analisis de la varianza
permite contrastar la hipdtesis nula de que las medias de K poblaciones (K
>2) son iguales, frente a la hipdtesis alternativa de que por lo menos una
de las poblaciones difiere de las demds en cuanto a su valor esperado) y la
prueba post hoc de Tukey para la comparacion por pares (la prueba de
diferencia honestamente significativa de Tukey utiliza el estadistico del
rango estudentizado para realizar todas las comparaciones por pares
entre los grupos y establece tanto la tasa de error por experimento como
la tasa de error para el conjunto de todas las comparaciones por pares) si
los datos se distribuyen normalmente segun la evaluacion de la prueba de
Kolmogorov-Smirnov (la prueba de Kolmogdrov-Smirnov -también
prueba K-S- es una prueba no paramétrica que se utiliza para determinar

la bondad de ajuste de dos distribuciones de probabilidad entre si).

Finalmente, se utilizé la prueba de Mann-Whitney (prueba U de
Mann-Whitney, también llamada de Mann-Whitney-Wilcoxon, prueba de
suma de rangos Wilcoxon, o prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney), que es
una prueba no paramétrica aplicada a dos muestras independientes. Es,
de hecho, la versién no paramétrica de la habitual prueba t de Student
para comparar las variables continuas si los datos no se distribuyen

normalmente segun la evaluacion de la prueba de Kolmogorov-Smirnov.
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3.5. Consideraciones éticas

El presente estudio fue aprobado por el comité ético en
investigacion clinica (CEIC) del Instituto de Investigacidon Sanitaria INCLIVA,
gue controla la investigacion biomédica en el Hospital Clinico Universitario

de Valencia y su departamento de salud.

Todas las pacientes que participaron en este proyecto fueron
informadas tanto verbalmente como por escrito de las caracteristicas del
estudio y firmaron un consentimiento informado previo a su inclusién. Por
otra parte, los padres de los nifios recién nacidos también fueron
informados por escrito en el momento del parto de lo que ibamos a hacer

y nos firmaron el consentimiento (todos ellos accedieron).
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4. RESULTADOS

Un total de 1102 mujeres adultas participaron en el presente

proyecto, distribuidas en tres grupos:

o 1052 mujeres jévenes (20-30 afios) y sanas decidieron participar en
este estudio formando el grupo de estudio.

o 25 mujeres jovenes (20-30 afios) que presentaban un alto riesgo de
fallo ovarico precoz al asociar una patologia médica formaron el
grupo control positivo.

o 25 mujeres premenopausicas (29-42 afios), portadoras de la
mutacion BRCA-1 o BRCA-2 y por tanto con un alto riesgo de
padecer cancer de mama y de ovario que solicitaron una
anexectomia bilateral profilactica constituyeron el grupo control 39

negativo.

Asi mismo, un total de 174 recién nacidos fueron incluidos para formar
parte de este trabajo de investigacion, en concreto 87 nifios y 87 nifas
(de los cuales posteriormente fueron excluidos 17 por no cumplir con

todos los pardmetros, quedando 75 nifas y 82 niios).

4.1. Grupo de recién nacidos

La media de HAM en el grupo de los nifos es de 16.9 ng/ml, mientras
que en el grupo de las nifias de tan solo 3.0 ng/ml, lo que guarda relacion

con el importante papel que juega la HAM en el desarrollo masculino del
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embridn, mientras que en embriones femeninos es practicamente

inexistente.

A continuacion, mostramos un grafico con los valores de HAM
obtenidos en nifios y nifias (Fig. 17). Vemos claramente el predominio de
la HAM en el grupo masculino frente al femenino, con el 80% de los
valores por encima o igual a 10 ng/ml, mientras que, en las nifias, apenas

se encuentra el 11% por encima de este valor.
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Figura 17. Distribucion de los nifios y nifias en funcion de sus valores de
HAM agrupados en rangos

En la siguiente grafica (Fig. 18), por otra parte, se observa cémo el 80%
de las nifias aglutina los valores de HAM por debajo de 2 ng/ml, lo que
hace imposible el uso de la HAM como marcador de reserva ovarica
desde el nacimiento (sobre todo también por la imposibilidad de

comparar los valores con un RFA correcto).
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Figura 18. De las 75 nifias analizadas, el 80% de ellas tuvieron una HAM
por debajo de 2 ng/ml

4.2. Grupo de mujeres adultas

Las caracteristicas clinicas (tabla 1), endocrinoldgicas (tabla 1) vy
ecograficas (tabla Ill) de las mujeres adultas participantes en este estudio

estdn reflejadas en las diferentes tablas.

Todas las pacientes incluidas en el proyecto son de raza caucasica
dado que es la mas prevalente en nuestra sociedad. Ninguna de las
pacientes participantes declaré consumir alcohol o drogas de forma

habitual.
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Grupo Grupo Control Grupo Control | Valor de
estudio Positivo Negativo P
Numero de mujeres 1052 25 25
Edad (DE) 24 (4.2) 25 (3.8) 38 (2.9) <0.001
Edad Menarquia (DE) | 11.6(1.3) 11.2 (0.9) 11.7 (1.1) 0.53
Edad Menopausia
51.2 (0.9) 43.1 (3.8) 50.9 (1.7) <0.001
materna (DE)
IMC (DE) 22.5(2.5) 22.8(2.1) 24.1 (2.4) 0.36
Fumadora, n (%). 54 (5.1) 1(4.0) 2 (8.0) 0.18

Tabla I. Caracteristicas clinicas de la poblacion estudiada de acuerdo a los

diferentes grupos incluidos

Grupo Grupo Control Grupo Control Valor P
estudio Positivo Negativo

HAM, ng/mL (DE) 6.03 (2.4) 0.61 (0.32) 1.46 (1.6) <0.001
FSH, mUI/mL (DE) 4.92 (1.7) 6.99 (1.2) 5.38 (2.1) 0.22
LH, mUI/mL (DE) 4.02 (1.5) 5.57 (1.9) 4.92 (1.4) 0.13
Estradiol, pg/mL (DE) 9.81(2.3) 8.31(2.1) 12.4 (2.3) 0.39
Progesterona, ng/mL (DE) 0.42 (0.2) 0.31 (1.6) 0.38 (1.5) 0.38
Prolactina, ng/mL (DE) 8.2(2.7) 11.7 (0.8) 12.1(1.7) 0.45
TSH, pU/mL (DE) 1.61(1.2) 1.88 (0.8) 2.72 (2.4) 0.37
Testosterona, ng/mL (DE) 0.26 (0.8) 0.32(0.7) 0.29 (0.4) 0.56

Tabla Il. Caracteristicas endocrinoldgicas de los diferentes grupos
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Grupo
Grupo Grupo Control | Valor
Control
estudio Negativo P
Positivo
25.9
RFA, n (DS). 2.3(0.4) 8.7 (1.8) <0.001
(3.4)
Volumen ovarico, mL (DS) 5.6 (2.6) 2.7 (0.6) 3.6(1.3) <0.001

Tabla Ill. Caracteristicas ecogrdficas de los diferentes grupos

Figura 19. Tanto el RFA como el cdlulo del volumen ovdrico, se determind

como la media de los dos ovarios en cada paciente (fotos tomadas
mediante el ecografo de la consulta del Prof. Bonilla-Musoles)

La relacion entre los niveles de HAM y edad de las pacientes en el
grupo de estudio queda reflejada en la figura 20, mediante un modelo de
regresion lineal. Como puede observarse, se aprecia una disminucidn
progresiva de los niveles de HAM con la edad, mostrando una disminucién
de media de 4.8% por afio [intervalo de confianza del 95%, 3.4-6.9%,
P<0.001). Es destacable que la disminucion de los niveles de HAM tiende a
acelerarse con el incremento de la edad de las pacientes.
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Figura 20. Relacion cronoldgica entre la edad de la paciente y los niveles
de HAM

Al estudiar la reserva ovarica de las mujeres en el grupo de estudio
mediante el RFA determinado por ecografia tridimensional y el empleo del
sistema AVC, observamos un gran paralelismo con los niveles de HAM. Es

decir, se objetiva una disminucién progresiva del RFA con el avance de Ia

edad de las pacientes (Fig. 21).

La disminucidn progresiva del RFA con la edad, muestra una
disminucidon de media de 3.6% por afio [intervalo de confianza del 95%,
1.9-5.4%, P<0.001]. Es destacable que la disminucién del RFA tiende a

acelerarse con el incremento de la edad de las pacientes al igual que los
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valores de la HAM, aunque esta disminucidn es menos marcada que con

los valores de HAM.

RFA

¢ RFA-OD

—— Lineal (RFA-OD)

Figura 21. Relacion cronoldgica entre la edad de la paciente y el RFA

Al estudiar la reserva ovarica de las mujeres en el grupo de estudio
mediante el volumen ovarico determinado por ecografia tridimensional y
el empleo del sistema VOCAL, observamos un gran paralelismo con los
niveles de HAM y el RFA. Es decir, se objetiva una disminucidon progresiva

del volumen ovarico con el avance de la edad de las pacientes (Fig. 22).
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La disminucién progresiva del volumen ovarico con la edad de las
mujeres, muestra una disminucion de media de 1.2% por afio [intervalo de
confianza del 95%, 0.3-1.9%, P<0.001]. Es destacable que la disminucidn
del volumen ovarico tiende a acelerarse con el incremento de la edad de
las pacientes al igual que los valores del RFA y HAM, aunque esta

disminucidon es mucho menos marcada que con los valores anteriores.
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Figura 22. Relacion cronoldgica entre la edad de la paciente y el volumen
ovdrico (mL)

Al realizar una comparativa mediante un modelo multiple de
regresion lineal entre los niveles de HAM y el RFA en el grupo de estudio,
encontramos un incremento de los niveles de HAM con el incremento del

RFA (Fig. 24).
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Figura 24. Relacion entre el RFA y los niveles de HAM mediante un modelo
de regresion lineal

Los niveles de FSH y de LH en el grupo de estudio no mostraron una
variacion significativa con la edad de las pacientes, siendo menos
influenciables por el incremento de edad ovarica. Se trata por tanto de

marcadores de reserva ovdrica poco Utiles en estas edades (Fig. 25).
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Figura 25. Relacion cronoldgica entre la edad de la paciente y los niveles
de FSHy LH

Al estudiar el porcentaje de mujeres dentro del grupo control con
niveles de HAM bajos (< o iguales a 1.1 ng/mL) (Younis et al., 2015),
medios/normales (1.2-4.9 ng/mL) y altos (>4.9 ng/mL; entendiendo como
tales los asociados a ovario poliquistico), (lliodromiti et al., 2013; Lauritsen
et al.,, 2014) encontramos que el 4.73% de las mujeres presentaban
niveles bajos de HAM. El 17.4% de las mujeres presentaban niveles altos
de HAM y por tanto el 77.82% de las mujeres presentaban niveles

normales de HAM. Estos valores quedan ilustrados en la figura 26.
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Figura 26. Proporcion de pacientes en el grupo de estudio con niveles de
HAM bajos (< o iguales a 1.1 ng/mL), normales (1.2-4.9 ng/mL) y altos
(>4.9 ng/mlL)

Al estudiar el porcentaje de mujeres dentro del grupo control con
RFA bajos (<5) (Younis et al., 2015), medios/normales (5-19) o altos (>19;
entendiendo como tales los asociados a ovario poliquistico) (Lauritsen et
al., 2014) encontramos que el 5.12% de las mujeres presentaban niveles
bajos de RFA. El 13.8% de las mujeres presentaban niveles altos de HAM y
por tanto el 81.08% de las mujeres presentaban niveles normales de HAM.

Estos valores quedan ilustrados en la figura 27.

Por su parte, la figura 28 muestra como tanto el RFA como la
determinacion de HAM sirven de manera muy similar para estimar sin

apenas diferencias entre ellos la reserva ovdrica.
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Figura 27. Proporcion de pacientes en el grupo de estudio con niveles de
RFA bajos (<5), normales (5-19) y altos (>19)
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Figura 28. Comparacion entre los valores de HAM y el RFA en los tres
grupos de mujeres segun su reserva ovdrica bajos, normales y altos
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Asi pues, de los datos analizados previamente, podemos concluir
gue existe una correlacidon estadisticamente significativa entre:
- los valores de HAM y el RFA

- laHAMYy la edad de la mujer

Y aunque esto ya lo sabiamos porque ha sido publicado en varios
trabajos, lo que nos ha llamado la atencién es que en un 4.74% de
pacientes jovenes y sanas con ciclos regulares, la HAM era igual o inferior

a 1.1 ng/ml, valor tipico de las mujeres con fallo ovarico oculto.

Otro punto a destacar es que las mujeres jovenes asintomaticas
diagnosticadas de baja reserva en nuestro estudio y que han decidido
preservar su fertilidad mediante la criopreservaciéon de ovocitos, han
presentado siempre una baja respuesta a la induccidon de la ovulacién y
han precisado de varios ciclos para poder tener un niumero de ovocitos
suficientes criopreservados. Esto da aun mayor validez a nuestros datos,
dado que confirma que las mujeres etiquetadas de baja reserva la tienen

realmente.

Por otro lado, aquellas que decidieron adelantar su maternidad,
concibieron de forma espontdnea en los 12 meses siguientes,
demostrando que estas mujeres tienen una reserva baja pero no una mala
calidad ovocitaria (Hagen et al., 2012b). Todo lo contrario que acontece en
las mujeres de >42 afios que tienen “poco y malo”. Ademas, un dato
curioso es que dos de estas mujeres concibieron una gestacién gemelar
(bivitelina o bicigoética), fendmeno que se relaciona con edades avanzadas

en las mujeres.
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5. DISCUSION

Numerosos trabajos de investigacion se han publicado sobre la
hormona antimiulleriana y la importancia que ésta tiene en la embriologia
y en las técnicas de reproduccion asistida, pero no hemos encontrado
ningun trabajo con el mismo diseiio y los mismos resultados que este, que
la determinacion de HAM se puede utilizar como técnica de screening
para el calculo de la reserva ovarica en chicas jévenes que por el momento

no desean quedar gestantes.

Algunos estudios se han aproximado a la idea de que la HAM podria
predecir la edad de la menopausia (Délleman et al., 2014; Depmann et al.,
2016); otros (Dewailly et al., 2014) que la HAM es, junto con el recuento
de foliculos antrales, el mejor marcador que tenemos de reserva ovarica.
Algunos trabajos (Bentzen et al., 2013; Bentzen et al., 2013b; Cui et al.,
2016; Du et al., 2016) han estudiado la evolucion de la HAM a lo largo del
ciclo vital de la mujer, desde el nacimiento hasta la menopausia, mientras
gue otros autores (Tremellen and Savulescu, 2014; Findlay et al., 2015;
Tremellen and Savulescu, 2015; Younis et al., 2015) se han atrevido con la
idea de que realmente la HAM podria ser utilizada como marcador de
screening en un futuro para el calculo de la reserva ovarica (siempre
diciendo que faltaban estudios que pudiesen corroborar esto); pero
ninguno se ha disefiado como nuestro estudio, porque en ninguno se ha
estudiado de manera conjunta la HAM vy el recuento de foliculos en chicas
menores de 30 afios, con ciclos regulares y sin deseos genésicos por el
momento, con el fin de poder ayudarles en la programaciéon de su

maternidad de cara a un futuro.
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De ahi la novedad de este trabajo de investigacion y la importancia
del mismo, porque supone un avance en el campo de la medicina
reproductiva, detectando problemas antes de que aparezcan vy
ofreciéndoles a las pacientes soluciones antes de que sea demasiado
tarde. Porque de esta forma, pacientes que no se planteaban ser madres
hasta muy pasados los 30, deciden ser madres antes (evitando un
problema que muy probablemente tendrian en el futuro) o preservan su

fertilidad a través de la criopreservacion de sus ovocitos.

Légicamente, no todo el potencial genésico se encuentra en los
ovocitos, hay multiples factores que afectan a la fertilidad y, por tanto, no
todos los resultados por encima de 1.1 ng/dl de HAM supondran un 100%
de éxito de embarazo, pero si que es cierto que mas del 40% de los
problemas de esterilidad de una pareja se producen por una reserva
ovarica muy baja o una calidad ovocitaria pésima, por lo que si somos
capaces de prevenir esta situacion, muchas de las consultas de esterilidad

se resolveran de manera rapida y efectiva.

Un articulo publicado en octubre de 2014 vy, por tanto, cuando
nuestro estudio ya llevaba un rodaje de varios afios, en “Human
Reproduction” y titulado: “Ovarian reserve screening, a scientific and
ethical analysis” (Tremellen and Savulescu, 2014), nos da la razén. En él,
Kelton Tremellen y Julian Savulescu se plantean no sélo la necesidad o no
de realizar un screening de reserva ovarica, sino también si este es ético o

no. Y la respuesta para ambas cuestiones es que si, segun los autores.
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Muchas de las pacientes que nos encontramos en las consultas de
reproduccion asistida, nos dicen que les hubiera gustado saber de
antemano que pasada cierta edad les iba a resultar muy dificil tener hijos,
porque muy probablemente no hubieran retrasado la maternidad hasta
ese momento en el que ya la probabilidad de conseguir una gestacion con
ovulos propios es casi imposible. Por eso, hacen falta estudios como este.
Estudios que demuestren que una sencilla determinacién de HAM junto
con un recuento de foliculos antrales a una edad precoz en la que Ia
posibilidad de ser madre se plantea todavia como posibilidad y no ya
como necesidad y motivo de angustia, pueda ser suficiente para evitar

problemas en un futuro no tan lejano.

Las encuestas, segun el trabajo de Tremellen y Savulescu, dicen que
el 80% de las mujeres en edad reproductiva estan interesadas en conocer
su reserva ovarica y que gran parte de ellas cambiaria sus planes de ser
madres si el resultado fuera adverso (Bavan et al., 2011; Aguinaldo, 2014).
Pero quieren conocer su reserva de verdad, no la tedrica que se sabe por
edad y que ya ha sido publicada en numerosas ocasiones (Tremellen and
Savulescu, 2014). Nuestro trabajo es fiel reflejo de esta realidad: “las
mujeres quieren saber su reserva ovarica”. De hecho, a lo largo del
estudio, nos hemos visto desbordados en mas de una ocasidn por la gran
afluencia de mujeres jévenes que deseaban saber el estado real de sus

ovarios.

Hasta ahora, como hemos comentado anteriormente, estudios
como este que presentamos no se han realizado por diversos motivos. El

articulo de Tremellen y Savulescu plantea diversas razones:
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1. Que en la actualidad faltan trabajos que demuestren que
realmente el screening de la reserva ovarica refleja de forma fiable el

potencial natural fértil de la mujer en el momento en que se realiza.

2. Que se genera una ansiedad innecesaria en las mujeres.

3. Que el dinero deberia emplearse en otras campafas de salud
que realmente valiesen la pena y no en calcular reservas ovaricas de

incierto significado.

Todas estas razones no tienen suficiente evidencia cientifica y
éticamente, tampoco se sostienen, tal y como vamos a ver con la ayuda de

la publicacién de Tremellen y Savulescu.

5.1 ¢Por qué hacer un screening de reserva ovarica?

A medida que una mujer va cumpliendo anos, su potencial de ser
madre va reduciéndose por una disminucion progresiva de su reserva
ovarica, tanto en cantidad como en calidad, siendo los 35 afos, el punto

de inflexion a partir del cual la reduccidn se convierte en exponencial.

Aungue es algo légico y casi de cultura popular, muchas mujeres no
son conscientes de esto y piensan que simplemente por tener ciclos

regulares y ningun problema ginecolégico se quedaran embarazadas sin
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problemas en el momento preciso en que ellas lo elijan. Pero esto

desgraciadamente no es asi.

Antes que la FSH y la LH, que aumentan cuando ya no hay vuelta
atras y la perimenopausia es avanzada, la HAM disminuye con afios de
antelacidon, marcando lo que va a ser el potencial reproductivo de esa
mujer. De hecho, en este estudio, el 4.74% de las mujeres jovenes, con
ciclos menstruales regulares, tienen una HAM inferior o igual a 1.1 ng/mlL,

claramente reducida.

En base a esto, el trabajo de Tremellen y Savulescu, pone un
ejemplo muy claro de lo que nosotros defendemos: una mujer de 28 afios,
con una HAM de 0.5 ng/ml, probablemente tendra la menopausia con 40
afos (Teherani et al., 2013). Si desea ser madre y lo intenta con 28-30
afos, la tasa de éxito sera elevada (si no hay otros factores que lo
impidan) (Hagen et al., 2012b); pero como la caida de la fertilidad predice
la menopausia en unos 10 afilos mas o menos, probablemente esta mujer
tenga un problema de esterilidad secundaria (o primaria, si no ha tenido
antes hijos) pasados los 35 (te Velde and Pearson, 2002), lo que es de

crucial interés para ella si desea tener descendencia en un futuro.

En nuestro estudio, hemos visto que el 100 % de las mujeres que
tienen una reserva ovarica baja quieren ser madres en algin momento de
su vida, pero si se esperan a ser madres con 35 afios, probablemente no
puedan con sus propios 6vulos. De ahi la necesidad de estudios como este

que aboguen por el cribado de la reserva ovarica.
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5.2 {Cumple el screening de reserva ovarica los puntos que la OMS
considera que debe cumplir toda prueba de screening?

Para que una prueba de screening sea considerada como tal, los
puntos que debe cumplir segun la Organizacidon Mundial de la Salud (OMS)

son (Wilson and Junger, 1968; Tremellen and Savulescu, 2014):

1. La condicidn a estudio ha de ser un importante problema de
salud tanto para la comunidad como para el individuo

2. Debe haber tratamiento para la condicidn en cuestion

3. La historia natural de la “patologia” ha de ser conocida
suficientemente

4. Tiene que haber una fase de latencia precoz en la que poder
tratar de forma efectiva el problema

5. El test debe ser bien aceptado por el paciente y el médico

6. Tiene que haber facilidades en el diagndstico y tratamiento
de la “patologia”

7. Tiene que haber una politica concreta y aceptada sobre qué
pacientes tratar

8. El tratamiento precoz debe ser mas eficaz y beneficioso que
el tardio

9. El coste de realizar la prueba tiene que ser menor que el
derivado del tratamiento médico que requerira la “patologia”

10. La deteccidn de los casos ha de ser un proceso continuo y no

algo puntual para un Unico proceso

El screening de la reserva ovarica que nosotros proponemos,

cumple todos los puntos (Tremellen and Savulescu, 2014):
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1. Efectivamente, la disminucién precoz de la reserva ovdrica es
de crucial importancia tanto para la mujer como para su pareja y el resto
de sociedad. Para la mujer, porque si ser madre era un objetivo a cumplir,
el no poder serlo con sus propios medios supone un cambio radical en su
planteamiento de vida; para la sociedad, por lo que una tasa de natalidad
baja supone y un posible sindrome ansioso-depresivo derivado de la

frustracién de no cumplir lo deseado.

2. Una reserva ovarica baja en menores de 35 afios no supone
un problema de esterilidad de entrada, ya que la evidencia demuestra que
las posibilidades de tener hijos por debajo de los 35, son altas a pesar de
una HAM baja (Gnoth et al., 2003). Si en ese momento no desean ser
madres por sus circunstancias personales, la opcidn de criopreservar
ovocitos también es posible y, de esa forma, quedarse embarazadas mas
adelante con sus propios 6vulos. Por tanto, si que existe un tratamiento
efectivo en pacientes con una baja reserva, ya que aunque ni la cantidad
ni la calidad de los évulos puede mejorarse, el problema si que tiene

solucion.

3. Que la reserva ovarica disminuye con los afos es
sobradamente conocido, por tanto, el screening de reserva ovarica es
totalmente valido porque se basa en un principio de sobra sabido: que la
reserva ovarica viene determinada desde el nacimiento y que con los afios
va disminuyendo hasta llegar a niveles por debajo de los mil ovocitos en la

menopausia.
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4. Este criterio se cumple de sobra. El detectar una baja reserva
antes de que la baja reserva constituya un problema es de lo que trata
esta tesis y lo que conseguimos con esta prueba. Por tanto, la fase de
latencia en este caso la constituye una baja reserva determinada por un
RFA bajo y una HAM bajas en chicas jovenes que, por su edad, todavia
tienen posibilidades de quedarse embarazadas de manera natural en ese

momento o en un futuro con la criopreservacion de ovocitos.

5. Tanto la determinacién de la HAM como el RFA, constituyen
los mejores marcadores de reserva ovarica y son bien aceptados tanto por
la paciente como por el médico. Ambas son 2 pruebas sencillas, baratas,
rapidas y muy poco molestas para la paciente, con unos beneficios
potenciales mucho mayores que lo que la incomodidad de una analitica o
una ecografia vaginal puedan suponer. En esta tesis nosotros hemos
medido tanto la HAM como el RFA, pero la idea en un futuro es que con
una simple analitica se pueda saber la reserva ovarica sin necesidad de

realizar la ecografia.

6. La reproduccién asistida siempre es una opcion de
tratamiento a futuro. La mujer debe saberlo y, por tanto, tener la opcion
de criopreservar ovocitos en el momento en que se diagnostica la baja

reserva.

7. Este es el Unico punto que falla para poder considerar la HAM
como prueba de screening debido a la falta de estudios al respecto, ya que
no sabemos con certeza qué valores considerar de corte en mujeres

jovenes con ciclos menstruales. El trabajo de Tremellen y Savulescu,
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considera que una HAM por debajo del percentil 10 para la edad de la
paciente, es un punto razonable para considerar que el potencial fértil
estara comprometido en un futuro no muy lejano (te Velde and Pearson,
2012; Tremellen and Savulescu, 2014). Nosotros hemos utilizado el valor
de 1.1 ng/ml como punto de corte, de tal forma que valores de HAM
similares o inferiores a 1.1 ng/ml los consideramos disminuidos para una

chica joven y sana sin patologia (Younis et al., 2015).

8. Evidentemente vy, es lo que nosotros defendemos, el conocer
gue una paciente tiene una reserva ovarica baja nos ayuda a prevenir un
problema de esterilidad en el futuro, porque tanto la opcién de intentar
una gestacion como la de criopreservar ovocitos para en unos anos
intentarlo, son opciones validas y mucho mas eficaces que el intentarlo ya

pasados los 35.

9. En otros paises donde las técnicas de reproduccidn asistida no
estan financiadas por la seguridad social, este punto no es tan importante.
Pero en Espana, donde si que lo estan, esto es de vital importancia.
Porque no es lo mismo para la sociedad el coste econdmico de
criopreservar ovocitos en una chica sana de 30 afos o que una mujer
intente por sus medios quedarse embarazada, que todo el coste que
supone el tratamiento médico y las posibles complicaciones derivadas de

un ciclo de reproduccion asistida.

10. El screening de reserva ovarica habria de ofertarse a todas
las mujeres de entre 20 y 30 afios. Antes de los 25, el articulo de

Tremellen y Savulescu, defiende que la prevalencia de reserva escasa es
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muy baja y que son mujeres que por su corta edad no suelen estar en
situacion ni de formar una familia ni de plantearse un futuro con nifos.
Nosotros sin embrago hemos querido abarcar de los 20 a los 30 afos
porque pensamos que cuanto antes se detecte el problema, antes se

podran dar soluciones.

El trabajo de Tremellen y Savulescu defiende un modelo de
screening que nosotros proponemos en esta tesis doctoral. Algunos
puntos varian, como la edad a la que ellos consideran que deberia
hacerse, que son los 30 afios, pero la base es la misma. Asi, en nuestra

opinion:

-el screening deberia ofertarse a toda mujer mayor de 18 afios, de
forma gratuita, sin imponer y sin prejuzgar

-si la mujer quiere someterse a esta prueba de screening debe
realizarlo de manera totalmente voluntaria, sin ser coaccionada

-deberia realizarse Unicamente con la HAM en cualquier momento
del ciclo, y sélo si ésta es anormalmente baja para la edad de la paciente,
deberia realizarse un recuento de foliculos antrales los dias 2 al 5 del ciclo
junto con una determinacidon hormonal mas completa con FSH, LH y de

nuevo HAM en esos primeros dias de ciclo.

El estudio de Tremellen y Savulescu, defiende también que el
resultado de la prueba debe ser valorado por un médico especialista en
reproduccion asistida, que si los resultados de HAM son bajos hay que
darle la oportunidad a la mujer de intentar una gestacién natural en los 6

meses siguientes y que si no se consigue, plantea ya la necesidad de tratar
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de forma activa; finalmente, defiende también que a las pacientes con un
resultado de HAM en el limite bajo de la normalidad, se les debe ofrecer
una nueva determinaciéon a los 12 meses para valorar la evolucion de la
caida de la HAM con el tiempo (Tremellen and Savulescu, 2014).

A pesar de todo esto, todavia hay partidarios de no realizar el
screening por varios motivos, pero para todos ellos tenemos una
respuesta en contra y no encontramos evidencia suficiente para no

hacerlo (Tremellen and Savulescu, 2014):

1. Algunos, afirman que no hay evidencia suficiente para
defender que una baja reserva ovarica traiga consigo implicaciones para el

potencial fértil de una mujer en los préoximos 6 meses.

Lo que nosotros buscamos son implicaciones a largo plazo, no
en un futuro inmediato. Por tanto, que una mujer joven por debajo de los
30 afos tenga una baja reserva ovarica nos preocupa no porque ahora la
tenga baja, sino porque en un futuro tendra importantes repercusiones en

su vida personal.

2. Los hay también quienes afirman que calcular la reserva
ovarica puede producirle a la mujer un estado innecesario de ansiedad.

Sobretodo sabiendo que el test no es 100% fiable.

Nosotros defendemos que el screening se trata de algo
totalmente voluntario y, por tanto, si una paciente piensa que el conocer
Su reserva ovarica va a suponerle un estado de ansiedad importante, que

no se lo haga. Por otra parte, no obligamos a nadie, simplemente damos la
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opcién a aquella mujer que lo desee, de conocer su reserva y asi, poder
organizarse desde un principio antes de que sea demasiado tarde.
Ademas, un test de screening no da diagndsticos, solo probabilidades, por
tanto, que no sea 100% seguro no debe ser un impedimento para no
hacerlo.

3. Otros también defienden que el dinero deberia emplearse en
otras campafas de salud y que una educacién a favor de una maternidad
precoz explicando todos los riesgos que una maternidad tardia supone, es

suficiente y mucho mas econémico.

Que la esterilidad es un problema de salud publica es
evidente. Por una parte, porque realmente es un problema de salud, ya
que no entra dentro de la definicion de salud el no poder tener
descendencia. Por otra, porque supone un compromiso en la piramide
poblacional que el 17% de parejas al afio no puedan tener hijos en Espafia.
Por tanto, como tema de salud publica, es perfectamente entendible que
se invierta dinero en él, siendo ademas uno de los programas que menos

inversion requiere (una determinacion de HAM son apenas 10 euros).

Ademas, en cuanto a las campafas, ya se han llevado
numerosas para concienciar a la gente de los peligros de retrasar la
maternidad, pero como hemos comentado anteriormente, todas han sido

infructuosas.

4. Algunos opositores del screening de reserva ovarica,

defienden que éste puede suponer un intervencionismo innecesario sobre
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la paciente, aumentando de manera totalmente innecesaria el nimero de

ovocitos criopreservados y de tratamientos de reproduccion asistida.

Este es el Unico punto en el que coincidimos. Si informamos a
las pacientes de que tienen una reserva ovadrica baja, puede que decidan
criopreservarse ovocitos si en ese momento no tienen deseos de ser
madre o sus circunstancias personales se lo impiden, aumentado asi el
numero de este tipo de intervenciones que no se hubieran realizado de
otra manera. Sin embargo, también es cierto que se trata de pacientes
gue muy probablemente tengan complicado ser madres pasados los 35,
por tanto, que tengan un riesgo alto igualmente de recurrir a una técnica

de reproduccion asistida, mas cara que la simple criopreservacion.

5. Otros que se oponen también refieren que el decirle a una
mujer con 30 afios que tiene una buena reserva ovarica, puede suponer
gue se relaje en su deseo de concebir y lo deje para muy pasados los 35,
sin pensar en que existen otros factores asociados a la edad

independientemente de la reserva ovarica.

Nosotros creemos que para evitar esto, simplemente hay que
hablar con la mujer y explicarle que un resultado positivo del test no
implica un retraso de la maternidad, sino que su reserva ovdrica es buena
y que a diferencia de otras pacientes, podra ser madre con mas facilidad
con 35 que otras, pero eso no implica que no haya otros factores que lo
puedan dificultar. Basta con explicarselo a la paciente, pero no creemos

gue sea un argumento suficiente para evitar el screening.
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5.3 ¢Es ético el calculo de la reserva ovarica?

Tal como nos recuerda el articulo de Tremellen y Savulescu, la ética
en medicina debe cumplir 4 principios: autonomia, beneficencia, no
maleficencia y justicia. Pues bien, los 4 principios los cumple este test de

screening.

Autonomia

La mujer debe poder decidir si desea conocer su reserva
ovarica y como actuar en consecuencia. Valorar los pros y contras y tomar
una decision al respecto. Ser capaz de elegir, pero conociendo
previamente de qué base se parte, en este caso, su reserva. Ofrecerle a la
mujer la capacidad de conocerla y si asi lo desea, poder elegir qué es lo
que quiere hacer. Ser auténoma con respecto a sus decisiones y poder
tomarlas con toda la informacion disponible. Por eso pensamos que el

screening de reserva ovarica cumple de sobra este requisito.

Beneficencia y no maleficencia

Desde el punto de vista técnico, este test no supone ningun
peligro para la mujer, se basa en una simple analitica de sangre. Y es tanto
el beneficio que la paciente puede obtener de él que con creces cumple el
criterio de beneficencia. Porque advierte a una paciente joven de que si
retrasa la maternidad puede encontrase con un problema de esterilidad,
asi, lo unico que hacemos es facilitarle informacién para que, sin prisa,

pueda organizarse de la mejor forma que ella considere.
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Justicia

La medida de la justicia es dar a cada uno lo que le
corresponde. Si tal como defiende esta tesis disponemos de un test de
screening eficaz para valorar la reserva ovarica en pacientes jovenes y
sanas ¢es justo no ponerlo en practica y negarlo a la poblacion?, ées justo
no dar a la mujer la opcidon de elegir?, ées justo no darle soluciones a la
mujer si la reserva ovarica esta disminuida en base a que econdmicamente
no sale rentable? Nosotros creemos que no. Y que, por tanto, conocer la
reserva ovarica es algo justo, porque desde la libertad le permite a toda
mujer tomar decisiones cruciales para ella y su familia en el presente

pensando en el futuro.

Por todo lo expuesto, creemos que el screening de reserva ovarica
en chicas jovenes y sanas mediante la determinacion de HAM cumple
todos los criterios para considerarse como tal y, no solo eso, sino que es
completamente ético. Nuestra muestra es bastante extensa, consta de
mas de 1000 pacientes, pero es cierto que hacen falta mas estudios que
permitan establecer unos valores de corte para este tipo de poblacidn por
debajo de los 30 afos. Como también hacen falta estudios que confirmen
lo que nosotros defendemos, que el calculo de reserva ovarica entre los
20 y 30 anos supone un método eficaz de evitar problemas de esterilidad

en un futuro.
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6. CONCLUSIONES

A lo largo de los ultimos 4 afos, hemos leido gran parte de la
literatura publicada en relacién con la HAM, estudiando sus distintas
funciones, entre ellas la que nos ayuda a calcular la reserva ovarica con el
fin de aprovechar este potencial que sabemos que tiene. Las conclusiones

qgue hemos extraido de esta investigacidn son las siguientes:

1. No se puede calcular, con los medios actuales, la reserva ovarica
en nifas recién nacidas por los bajos valores de HAM. Como ademas
tampoco podemos estudiarles los ovarios para corroborar los valores
obtenidos, el calculo de la reserva mediante la HAM es inutil en las

primeras etapas de la vida.

2. Los mejores métodos para el calculo de la reserva ovarica son la
HAM vy el RFA, de acuerdo con nuestras conclusiones y con las de

numerosos trabajos de investigacidn en medicina reproductiva.

3. Los valores de HAM varian muy ligeramente a lo largo del ciclo
menstrual y por el uso de anticonceptivos, pero en general, se considera
un buen marcador a pesar de ello. El RFA en los primeros 5 dias de ciclo

también constituye un buen método de calculo.

4. Intentar establecer los valores de referencia de la HAM a lo largo
de la vida de la mujer ha sido objeto de estudio de muchas publicaciones
sobre el tema, pero intentar establecer unos valores de referencia para

una poblacion joven y sana entre 20 y 30 afios es complicado. Nosotros
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hemos tomado como referencia los valores publicados en varios estudios

recientes (Younis et al., 2015).

5. La determinacién de la HAM en etapas tempranas, corroborado
por el RFA, es util para predecir el declive de la reserva ovarica con el
tiempo. Valores bajos en el presente junto con un RFA disminuido nos
indican que en un futuro esa reserva estara seriamente comprometida,
pero no nos dice en cuanto tiempo ni cuales seran los valores de

entonces.

6. La determinacién de HAM vy el RFA (en un futuro la idea es que
sélo la HAM sea suficiente) son utiles como marcadores de screening,
aunque hacen falta mas estudios que corroboren esta hipdtesis v,
sobretodo, estudios a largo plazo que permitan ver la evolucion de esas

pacientes con baja reserva.

7. Es necesario concienciar a la comunidad médica de la importancia
de instaurar esta técnica de screening para evitar problemas de esterilidad
en un futuro relacionados con la baja calidad o cantidad ovocitarios. Para
ello, hacen falta también mas estudios que permitan concluir lo que

nosotros defendemos.

Por todo lo expuesto, podemos afirmar que esta tesis doctoral
constituye un paso importante en el campo de la medicina reproductiva y
preventiva, ya que aporta una nueva vision de la esterilidad y maternidad,

evitando muchos de los problemas que nos encontramos en la consulta a
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diario y dando a las pacientes la posibilidad de elegir libremente con toda

la informacion disponible, sobre su futuro y su vida como madres.
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