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I MARCO TEORICO

“Existe una estrecha relacion entre el pool de reserva folicular,
la respuesta ovarica a la estimulacion y la extension de la vida
reproductiva”.

Ferrareti, La Marca, Fauser et al (1)

I DESARROLLO FOLICULAR

Las mujeres nacen con un pool finito de foliculos ovaricos que
disminuye drasticamente durante la vida intrauterina desde un
pico de unos 7 millones hasta 1 millon aproximadamente al
nacimiento. Durante la infancia el descenso continua, de tal
forma que en la edad de menarquia persisten unos 400.000
foliculos. Finalmente en la menopausia solo quedan menos de

1.000 foliculos en los ovarios (2).

Mecanismos moleculares de control del reclutamiento folicular

Cuando llega la menarquia, los ovarios van a reclutar
mensualmente miles de foliculos en oleadas (3). Los foliculos
primordiales estan constituidos por un ovocito rodeado de una
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monocapa de células fusiformes. Son microscopicos, con un
tamafio menor de 0,05 milimetros. Se desconoce el mecanismo
exacto por el que son reclutados y comienzan a madurar en un
ciclo ovarico concreto ya que no son sensibles a los estimulos
hormonales. Se sabe que ciertos factores intraovaricos juegan
un papel en esta activacion, incluyendo neurotrofinas, el factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF), la proteina
morfogenética 4, BMP7, el factor inhibidor de la leucemia, el
factor de crecimiento fibroblastico y el factor de crecimiento
queratinocitico (4). Para que el ovario funcione correctamente,
tan importantes son los estimulos promotores como los
inhibidores. Si los mecanismos de supresion del crecimiento
folicular fallaran, la reserva ovarica se agotaria
prematuramente dando lugar a esterilidad (5). Estudios
recientes han demostrado que dos cascadas de senalizacion
intracelular son fundamentales para la supresion del
crecimiento de los foliculos primordiales. Se trata de la via PI3-
quinasa/Akt y la via del sistema p27-Cdk. Ambas parecen
funcionar de manera independiente a nivel ovarico (6).

Las células de la granulosa producen el ligando Kit, que actiia
sobre el Kit intraovocitario y activa a la PI3-quinasa, encargada
de producir el fosfolipido 3,4,5 fosfoinositol fosfato (PIP3).
Este a su vez activa a la proteincinasa PDK1, que fosforila a la
quinasa AKT, que actia sobre un factor de transcripcion
llamado FOXO3 inactivandolo, con lo que se impide la funcion

de genes implicados en el inicio del crecimiento folicular (6).
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Por otro lado, la PI3-quinasa también se puede activar gracias a
la accion de la fosfatasa PTEN, un conocido gen de supresion
tumoral (7).

En cuanto al p27-Cdk, se trata de un sistema regulador del
ciclo celular. Los complejos Cdk promueven la transicion entre
las distintas fases del ciclo celular. La proteina p27 es un
inhibidor del Cdk-2. Niveles altos de p27, y por consiguiente
escasa actividad Cdk, son caracteristicos de las células en
estado quiescente, mientas que cuando disminuyen los niveles
de p27 las células pueden volver a la fase S del ciclo celular (6).
Se han detectado niveles elevados de p27 en los ovocitos de

foliculos primordiales, primarios y secundarios (8).

En definitiva, sabemos que el control de la activacion de los
foliculos primordiales depende de una compleja interaccion
entre los ovocitos y las células somaticas que los rodean de
forma paracrina. Pero queda mucho por comprender sobre
como se articulan las interacciones a nivel intracelular y como
se gestiona el delicado equilibro entre estimulos activadores y

supresores del crecimiento (9).

Siguientes pasos en el desarrollo folicular

En su desarrollo, los foliculos primordiales dan Ilugar a

foliculos primarios (monocapa cubica) y secundarios
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(multicapa cubica). Estos tienen un diametro entre 0,05 y 2 mm
y fabrican la hormona antimiilleriana (AMH) en sus células de
la granulosa. La AMH actua inhibiendo el reclutamiento de los
foliculos primordiales y atenuando el efecto de la FSH sobre
los foliculos en crecimiento (10). Tras unos seis meses de
crecimiento, algunos de los foliculos consiguen alcanzar un
tamafio mayor a 2 mm y Se genera en su seno una cavidad
donde se acumula el liquido folicular (11). Son los foliculos
antrales. Son altamente sensibles a FSH, que es la hormona
responsable de seleccionar el foliculo en el que proliferaran
mas las células de la granulosa y se acumulara mas liquido
celular, dando lugar al foliculo de Graaf que se encuentra
preparado para la ovulacion. La FSH induce la sintesis de
inhibina folicular, que actia sinérgicamente con los estrogenos
sobre el feedback negativo hipofisario. Asi que la inhibina y los
estrogenos secretados por el foliculo dominante producen una
disminucion de las concentraciones circulantes de FSH hasta
que resultan insuficientes para mantener el desarrollo de
aquellos foliculos con menor capacidad de respuesta a la FSH
conllevando su atresia (12). La FSH también induce Ila
expresion de receptores de LH en las células de la granulosa
del foliculo periovulatorio. El mRNA que codifica al receptor de
la LH se detecta en las células de la granulosa de todos los
foliculos antrales, pero alcanza su maxima expresion en el
foliculo periovulatorio, a diferencia del mRNA del receptor de

FSH cuyos niveles van disminuyendo segiin aumenta el tamano
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del foliculo. Por tanto, en los ultimos estadios de maduracion
la LH asume el papel de promover la maduracion folicular,
gracias a lo cual el foliculo dominante puede completar su
maduracion a pesar de que los niveles de FSH estén en
descenso, y simultaneamente se prepara para responder al
estimulo ovulatorio de la LH (5). Esta ultima fase del desarrollo
dura unos 14 dias.

Por tanto, en condiciones naturales solo uno un foliculo
consigue dominar y alcanzar la ovulacion. Todo el resto de
foliculos reclutados en esa oleada degenera en alguna de las
etapas del proceso madurativo, generalmente mucho antes de

hacerse sensibles a gonadotrofinas.

Apoptosis Apoptosis Apoptosis Apoptosis

PRIMORDIAL PRIMARIO SECUNDARIO ANTRAL PREOVULATORIO
n=1000 n=1

Figura 1: esquema de la foliculogénesis

La “edad ovarica” se refleja en la “reserva ovarica total” de una
mujer, que esta compuesta principalmente por foliculos
primordiales durmientes, quiescentes en estadios primitivos
del desarrollo. Los foliculos en crecimiento son un componente

infimo de la reserva ovarica total.
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I LA RESERVA OVARICA

El concepto de la reserva ovarica hace referencia a la cantidad
y calidad de foliculos primordiales que quedan en el ovario en
un momento determinado (13). No existe ninguna herramienta
clinica capaz de determinar la verdadera reserva ovarica. Los
foliculos primarios, secundarios y antrales pequenos producen
AMH (14); los foliculos antrales se pueden observar mediante
ecografia (15). Pero ;de qué manera podriamos aproximarnos a
la cuantificacion de los foliculos primordiales? Ni siquiera una
biopsia ovarica seria valida porque éstos no se distribuyen de

forma homogénea en la corteza ovarica (13).

La estimacion de la reserva ovarica se basa en varios

parametros indirectos, de los que destacan tres:

Edad

La edad siempre ha mostrado ser el mas importante predictor
de tanto la cantidad como la calidad de la reserva ovarica (16).
La fertilidad natural desciende desde los 30 anos, a un ritmo
mayor a partir de los 35 afos, y llegando a la esterilidad a una
edad media de 41 afios (17). El efecto deletéreo de la edad
sobre la posibilidad de concepcion espontanea se ha observado

en grupos poblacionales que no utilizan métodos de control de
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la fertilidad, siendo la edad media a la que estas mujeres dan a
luz a su ultimo hijo de unos 40-41 afos en todos los grupos, lo
que sugiere que existe un patron universal de pérdida de la
fertilidad (18). Sin embargo hay una gran variabilidad
interindividual en este proceso de envejecimiento
reproductivo, existiendo mujeres de edad relativamente joven
con una densidad folicular claramente disminuida, asi como
mujeres alrededor de la edad a la cual la fertilidad natural se
pierde pero que mantienen una densidad folicular propia de
edades mas tempranas. En condiciones naturales, se ha
estimado que el 75% de mujeres que buscan gestacion a los 30
anos conseguiran tener un hijo en un plazo de un ano, siendo
este porcentaje del 66% a los 35 anos y del 44% a los 40 anos.
Si ampliamos el plazo a 4 afos, la tasa de éxito sera del 91%,
84% y 64% respectivamente. Si durante este plazo de tiempo las
mujeres que no han concebido de forma natural se someten a
técnicas de reproduccion asistida, se compensaria solo la
mitad de los nacimientos perdidos por posponer la busqueda
de embarazo de los 30 a los 35 afos, y menos del 30% de los
perdidos por posponer la busqueda de los 35 a los 40 anos.
Por tanto, las técnicas de reproduccion asistida no alcanzan a
compensar los nacimientos “perdidos” por el declive natural

de la fertilidad después de los 35 anos (19).
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Hormona antimiilleriana

Debe su nombre a que es responsable de la regresion de los
conductos miillerianos en los varones durante la vida fetal. En
las mujeres es producida por las células de la granulosa de los
foliculos en crecimiento (primarios, secundarios y antrales
pequenos) durante toda la vida reproductiva (14). Los niveles
de AMH disminuyen progresivamente con la edad hasta
hacerse indetectable en la menopausia. Su variabilidad
intraciclo e interciclo es pequena (10). Se ha calculado una
desviacion de +3% a -19% de los niveles tanto intra como
interciclo (20, 21), lo que se considera suficientemente bajo
como para permitir su determinacion en cualquier momento
del ciclo (22). La relacion entre los niveles de AMH vy la
respuesta a la estimulacion ovarica controlada asi como el
numero de ovocitos obtenidos tras fecundacion in vitro esta
ampliamente demostrada (23). Sin embargo no puede decirse
lo mismo sobre los aspectos cualitativos de la reproduccion
asistida. Tras cierta controversia por los resultados dispares
obtenidos en distintos estudios, hoy en dia se considera que la
AMH no es un marcador adecuado de calidad embrionaria
porque no ha demostrado estar correlacionada de forma
consistente con la morfologia embrionaria ni con la tasa de
aneuploidia embrionaria (24). Algunos estudios han sugerido
que los niveles de AMH son utiles como valor predictivo de

recién nacido vivo tras ajustar por edad (25, 26). Sin embargo,
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cuando se ha introducido esta variable en modelos de
regresion logistica, se ha observado poca (27) o ninguna (28)

mejoria de las areas bajo la curva de dichos modelos.

Recuento de foliculos antrales

Se consideran foliculos antrales aquellos que miden entre 2 y
10 mm, siendo el tamafio del foliculo la media de sus dos
diametros mayores. Se suman los foliculos antrales observados
en ambos ovarios mediante la ecografia transvaginal. Hay que
tener en cuenta que en cualquier estadio de maduracion se van
quedando atras un gran numero de foliculos atrésicos;
también en el estadio antral. Debido a ello, al cuantificar los
foliculos mayores a 2 mm por métodos de imagen podemos
estar incluyendo algunos en estadio precoz/avanzado de
atresia sin poder distinguirlos de los que son viables. Por
tanto, el recuento de foliculos antrales puede sobrestimar la
reserva ovarica real. Aun teniendo en cuenta esta limitacion,
clasicamente demostro ser el método que mejor reflejaba la
reserva ovarica de forma individual (13). Hoy en dia sabemos
que la AMH ofrece el mismo nivel de exactitud y valor clinico

para la prediccion de la respuesta ovarica (29).

En el pasado se han utilizado otros métodos tanto hormonales

(FSH basal, estradiol basal, test dindmicos como el de
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clomifeno) como de imagen (volumen ovarico, flujo vascular
ovarico) e incluso histologicos (biopsia ovarica) habiéndose
descartado hoy en dia por tener menos sensibilidad vy
especificidad asi como una mayor variabilidad en sus

determinaciones (13).

Por tanto, en la practica clinica lo que somos capaces de
valorar no es mas que un reflejo de la reserva ovarica total. La
relacion entre los resultados de los métodos empleados y la
verdadera reserva ovarica es desconocida. Probablemente es
moderada o buena para aspectos cuantitativos pero mala para
valorar aspectos cualitativos (1). A pesar de estas limitaciones,
la reserva ovarica es un concepto importante en reproduccion
asistida ya que es el principal determinante de la respuesta
ovarica a la estimulacion con gonadotrofinas (30). Una baja
reserva ovarica suele conllevar una pobre respuesta, y por
consiguiente, una menor tasa de gestacion y de recién nacido
vivo, que se estiman alrededor del 9% y 6% respectivamente
para este tipo de pacientes (31), en comparacion con el 35% y
28% reportados de forma global (32, 33) (datos por ciclo

iniciado).
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I ENVEJECIMIENTO OVARICO PREMATURO

Definiciones e historia natural

De forma fisiologica, la funcion ovarica disminuye
paulatinamente hasta su cese con la menopausia a una edad
media de 51 anos. Sin embargo, en algunas mujeres este
organo envejece de forma prematura, es decir, antes de los 40
anos. Aproximadamente en el 10% de las mujeres ocurre una
senectud prematura de los ovarios (POS, por sus siglas en
inglés) (34).

En algunos casos el cese de la funcion ovarica se establece de
forma brusca. En otros, no se recupera tras un periodo de uso
de anovulatorios o tras una gestacion (35). Pero en la mayoria
de casos hay un periodo prodromico mas o menos duradero de
fallo parcial que se considera un estadio precoz de
insuficiencia ovarica y que se ha dado en llamar “insuficiencia
ovarica prematura oculta” (OPOI) (36). Clinicamente puede
manifestarse con oligomenorrea o esterilidad. Al realizar una
evaluacion médica encontramos signos de baja reserva ovarica.
Los niveles de FSH pueden no estar elevados o solo hacerlo de
forma puntual, por lo que no se recomienda excluir el
diagnostico de OPOI ante una FSH normal (35).

La evolucion natural es llegar a una insuficiencia ovarica total,

pero los estudios realizados no han podido determinar
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biomarcadores ni signos o sintomas que anticipen este
acontecimiento. Por tanto, actualmente se desconoce coémo
predecir el periodo de tiempo en el que el fallo ovarico se
instaurara de forma completa, pudiendo ser de unos pocos
meses a varios anos (37).

Solo el 10% de las mujeres con envejecimiento prematuro de
los ovarios presenta un fallo ovarico completo con la triada
caracteristica de amenorrea, hipergonadotropismo e
hipoestrogenismo antes de los 40 afnos. A esta circunstancia se
la conoce con el nombre de insuficiencia ovarica prematura
(POI). A lo largo de la historia ha recibido otros nombres
menos apropiados como fallo ovarico prematuro o menopausia
precoz. La guia de la ESHRE establece el criterio diagnostico de
oligo/amenorrea durante al menos cuatro meses junto con una
FSH mayor de 25 UI/L en dos ocasiones separadas por un
periodo de tiempo mayor a 4 semanas en una mujer menor de

40 anos (38).

< 40 afios
+

Oligo/amenorrea > 4 meses
+
FSH > 25 Ul/L

(confirmado tras > 4 semanas)

Figura 2: criterios diagnosticos de POI de la ESHRE
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Etiologia

La causa del POI es desconocida en el 90% de casos (39). En
ocasiones la insuficiencia ovarica puede estar enmarcada
dentro de un contexto sindromico. Destacan las alteraciones
asociadas al X fragil cuando la premutacion del gen FMR1 esta
presente, es decir cuando existen entre 55 y 200 copias del
triplete CGG en este gen (40). Aproximadamente el 2% de las
mujeres con POI aislada y el 14% de las que ademas tienen
historia familiar positiva son portadoras de dicha premutacion,
lo que hay que recordar que confiere un riesgo elevado de
tener un hijo con sindrome de X fragil (41). Otros sindromes
asociados son la galactosemia, la anemia de Fanconi, la
hiperplasia adrenal congénita, el sindrome poliglandular
autoinmue tipo 1 y 2, la ataxia-telangiectasia y un largo
etcétera (39). Finalmente, se conoce que existe una
predisposicion familiar siendo éste el factor de riesgo mas
importante, ya que hasta el 15% de pacientes con POI tiene un

familiar de primer grado afecto (42).

Fisiopatologia

En cuanto a los mecanismos por los que ocurre la insuficiencia
ovarica prematura, ésta puede ser debida a una disfuncion

folicular o bien a una deplecion folicular precoz (43). La
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disfuncion folicular ocurre por alteraciones autoinmunes
(ooforitis linfocitica, responsable de 4% de los casos de POI),
defectos en la sefializacion intracelular (mutacion del receptor
de FSH o de LH), deficiencias enzimaticas (deficiencia de
aromatasa) o luteinizacion precoz de los foliculos antrales. La
deplecion folicular precoz ocurre cuando hay un numero
inicial de foliculos insuficiente (documentada por ejemplo en
el sindrome de blefarofimosis, ptosis y epicantus inverso) o
bien cuando el ritmo de deplecion esta acelerado (en el
sindrome de Turner o tras la exposicion ambiental a ciertos

toxicos como el 2-bromopropano) (39).

Prevencion

Algunos autores han propuesto desarrollar programas de
screening que permitan detectar los casos de POI en estadios
precoces (fase oculta) en poblacion de riesgo (34). Hoy por hoy,
solo se ha establecido esta indicacion en la practica clinica
para la baja reserva asociada a la endometriosis (44). Asi que
nos encontramos con la situacion de que en la inmensa
mayoria de mujeres no se descubre el OPOI hasta que

consultan por infertilidad (34).
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Pronostico reproductivo

Se estima que el 4,4% de estas pacientes podra concebir de
forma espontanea gracias a la actividad ovarica residual que
aun conservan (45). El resto pueden optar a un tratamiento de
reproduccion asistida pero con pocas perspectivas de éxito
debido a su baja reserva ovarica (46). La tasa de recién nacido
vivo oscila entre el 6 al 11% por ciclo iniciado, en comparacion
con el 30% en pacientes con una reserva ovarica normal (32,
33). Por tanto, en muchas de estas pacientes, la Unica
alternativa para cumplir sus deseos reproductivos acaba

siendo la ovodonacion.

I LA RESPUESTA OVARICA

La pobre respuesta ovarica a la estimulacion con
gonadotrofinas (POR, por sus siglas en inglés) hace referencia a
la respuesta insuficiente a los protocolos de tratamiento
habituales durante la hiperestimulacion ovarica controlada con
gonadotrofinas en el contexto de un tratamiento de
reproduccion asistida.

La incidencia de pobre respuesta ovarica en los tratamientos
de FIV se estima en torno al 10 - 25% (47). El amplio rango de

prevalencia descrito en la literatura se explica por la ausencia
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de consenso en cuanto a los criterios clinicos especificos que

se han utilizado para definir la pobre respuesta. Han sido

publicadas mas de veinte formas diferentes de catalogarla (1).

Ante la disparidad de criterios existente, la ESHRE (European

Society of Human Reproduction and Embryology) estableci6 en

2011 una definicion de consenso para la pobre respuesta (1):

Dos episodios de pobre respuesta ovarica (< 3 ovocitos
recuperados en un esquema convencional con al menos
150 UI de gonadotrofinas al dia) en ausencia de edad
avanzada o test de baja reserva ovarica.

Al menos dos de los siguientes criterios: edad > 40 afnos
o cualquier otro factor de riesgo de pobre respuesta
ovarica, ciclo previo de FIV con < 3 ovocitos (siguiendo
un protocolo de estimulacion convencional), test
anomalo de reserva ovarica (contaje de foliculos

antrales <5 -7y/o0 AMH < 0,5 - 1,1 ng/mL).
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Dos episodios de pobre respuesta
(< 3 ovocitos)

/\.

N NO

o

Edad > 40 afios u otro factor de riesgo

/\

si NO
Un episodio de pobre respuesta Un episodio de pobre respuesta
+
l\‘ Test anémalo de reserva ovdrica
— T
sf No sf No

l

Test anémalo de reserva ovdrica
(AFC<5-7 + AMH<0,5-11ng/mL)

— T

Si NO = Diagndstico de POR

Figura 3: criterios diagnoésticos de POR de la ESHRE

ESTRATEGIAS DIRIGIDAS A MEJORAR EL MANEJO DE LA

POBRE RESPUESTA

Clasicamente los esfuerzos para conseguir un mejor manejo de

las bajas respondedoras se han enfocado a la identificacion a

priori de las bajas respondedoras y a la modificacion de los

protocolos ya existentes.
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Identificacion a priori de la baja pobre respondedora

La identificacion a priori de las bajas respondedoras no ha
demostrado mejorar los resultados clinicos de las
estimulaciones ovaricas hoy por hoy (48). Idealmente tendria
que determinar en qué casos la probabilidad de gestacion es
minima para poderlos orientar hacia un acimulo de ovocitos,
de embriones o bien la ovodonacion. Sin embargo, ningun test
de reserva ovarica ha demostrado ser util para predecir la
probabilidad de gestacion. Solo algunos de ellos (edad, AMH y
recuento de foliculos antrales) predicen de forma bastante

precisa el riesgo de pobre respuesta ovarica (13).

Modificaciones de los protocolos de estimulacion

Desde el inicio de la aplicacion de las TRA se han propuesto
multiples protocolos para el manejo de las pacientes con pobre
respuesta, obteniéndose resultados muy dispares en los
estudios publicados y siendo muy complejo extraer
conclusiones de los mismos. Se ha valorado el aumento de la
dosis de gonadotrofinas empleadas (49, 50), el uso de FSH
recombinante en lugar de urinaria purificada (51), el uso de
FSH en fase lutea (52), modificaciones en los protocolos de
desensibilizacion hipofisaria (53), y el priming folicular o pre-

tratamiento con estrogenos, anticonceptivos orales
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combinados o androgenos (54, 55). La realidad es que ninguna
de estas intervenciones ha demostrado su eficacia de forma
contundente para aumentar la tasa de gestacion en el

subgrupo de pacientes pobres respondedoras.

Fragmentacion ovarica para mejorar el numero de foliculos

antrales

El grupo de trabajo de Hsueh y Kawamura ha descrito
recientemente una técnica novedosa ya que supone un cambio
en el enfoque del problema. Su objetivo son los foliculos
durmientes que pueden persistir en el ovario incluso después
de la menopausia. Tratan de activarlos mediante varios
estimulos para conseguir que se desarrollen y lleguen a dar
lugar a foliculos antrales susceptibles de ser estimulados con
gonatrofinas (56). Se basan la observacion de que ciertos
procedimientos utilizados en reproduccion asistida emplean la
ruptura de la corteza ovarica buscando inducir el crecimiento
folicular mediante la alteracion de las tensiones mecanicas. Por
ejemplo, la reseccibn en cufia y el drilling ovarico han
demostrado aumentar el crecimiento folicular en pacientes con
sindrome de ovarios poliquisticos (57, 58). En preservacion de
la fertilidad, la corteza ovarica se suele fragmentar para

mejorar su tolerancia a la congelacion y el injerto, y al
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reimplantar estos fragmentos se puede observar crecimiento

folicular (59).

ACTIVACION DE FOLICULOS PRIMORDIALES MEDIENTE
FRAGMENTACION DE TEJIDO OVARICO, INHIBICION DE
PTEN Y ACTIVACION DE AKT - PROCEDIMIENTO IVA (IN
VITRO ACTIVATION)

Activacion in vitro de foliculos primordiales durmientes.

Inhibidores de PTEN y estimuladores de Akt.

A pesar de que el mecanismo completo de activacion folicular
permanece sin descifrar, estudios realizados en ratones
knockout, han demostrado que la deleccion especifica en
ovocitos del gen PTEN y Foxo3 (60, 61) promueve la activacion
y el crecimiento de todos los foliculos primordiales. El gen
PTEN codifica una enzima fosfatasa que regula negativamente
la cascada de senalizacion PI3K-Akt-Foxo3. También se ha
conseguido promover la activacion de foliculos primordiales
durmientes empleando inhibidores de PTEN y/o activadores de
Akt, tanto en ovarios murinos como humanos (56, 62). Dicha
activacion podria estar mediada a través de la inhibicion de la

proteina MST2, molécula implicada en la activacion de la via
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Hippo (ver abajo) (63). Este tratamiento de activacion in vitro
(IVA) persigue activar los foliculos primordiales durmientes
que quedan en la corteza, pues son el principal componente de
la reserva ovarica. Para ello se desarrolla un tratamiento de la
corteza ya fragmentada durante 48 horas con la molécula

inhibidora de PTEN Bpv(pic) y el estimulador de Akt 740YP.

Via de senalizacion intracelular Salvador / Warts / Hippo

La coordinacion de la proliferacion y muerte celular es esencial
para el mantenimiento del tamafio de los organos y la
homeostasis de los tejidos durante la vida postnatal. En
mamiferos, la coordinacion de ambos procesos es orquestada
por via de Salvador / Warts / Hippo (abreviada Hippo) (64).
Esta via de senalizacion consiste diferentes reguladores
negativos que actian en una cascada de quinasas que en
ultima instancia antagoniza el coactivador transcripcional Yes
Associated protein (YAP) y su PDZ-binding motif (TAZ)
induciendo una supresion del crecimiento.

YAP es inactivado por una fosforilacion mediada por la via
Hippo, lo que lo excluye del nucleo, mientras que la pérdida de
la senalizacion Hippo promueve la acumulacion de YAP en el
nucleo y un aumento de su actividad. Una vez dentro del
nucleo, la proteina YAP actia de forma coordinada con los

activadores transcipcionales TEAZ para desencadenar la
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expresion de factores de crecimiento CCN e inhibidores de la
apoptosis BIRC (baculoviral inhibitors of apoptosis repeat
containing). Esto da lugar a un aumento de la proliferacion y el

crecimiento celular.

A diferencia de la mayoria de vias de senalizacion activadas
por ligandos extracelulares, Hippo esta regulada por una red
de componentes relacionados con la adhesion, forma vy
polaridad celular (65). Estas caracteristicas celulares estan
mediadas por cambios rapidos en la polimerizacion de la
actina globular (forma G) a la actina filamentosa (forma F) que
se inducen al fragmentar el tejido y que son los
desencadenantes de la inhibicion de la ruta Hippo, tal y como

se muestra en la siguiente figura:

35



= Ovarian fragmentation \
2 POOOOOOOOTH

,:‘éigt‘ F-Actin

/ Degradatlon

LATS1 i iiﬁ iiw i

“Follicle
growt

Figura 4: esquema del funcionamiento de la ruta Hippo

(Kawamura et al., 2013)

Aplicacion in vitro

Se ha investigado sobre ovarios murinos observandose que su
fragmentacion da lugar a un incremento transitorio de la
polimerizacion de la G-actina a F-actina, se interrumpe la via
Hippo, disminuye la fosforilacion de YAP, aumentan los niveles
intranucleares de YAP y aumenta la expresion tanto de los
factores de crecimiento CCN como de los inhibidores de la

apoptosis BIRC (56).
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El tratamiento de ovarios murinos con un péptido promotor de
la polimerizacion actinica llamado jasplaquinolida, o con un
componente del liquido folicular que se sabe que promueve la
polimerizacion actinica llamado esfingosina-1-fosfato, aumenta
la formacibn de F-actina, aumenta la concentracion
intranuclear de YAP y aumenta la expresion del factor de
crecimiento CCN observandose finalmente crecimiento
folicular (66). La importancia de YAP en el crecimiento folicular
inducido por la fragmentacion se ha demostrado mediante el
uso de verteporfina, que es una pequeila molécula capaz de
inhibir la interaccion de YAP con los factores de transcripcion
TEAD (67).

En ovarios humanos se ha observado que, tras fragmentar tiras
de corteza ovarica en pequeiios cubos, se incrementan los
niveles de CCN, lo que resalta el papel de estos factores de
crecimiento en el desarrollo folicular (56).

Por ultimo, destacar que se han llevado a cabo estudios
genomicos y genéticos que apoyan el papel esencial de la via
de senalizacion Hippo y la polimerizacion actinica en la
regulacion del desarrollo folicular. En investigaciones
realizadas sobre células de insectos se ha tratado de identificar
genes capaces de interrumpir la via Hippo utilizando un gen
activado por el promotor de Ykri (el equivalente a YAP en los
vertebrados). La mayoria de genes identificados estan
implicados en la polimerizacion de la actina. Se ha observado

que su supresion da lugar a un incremento en la formacion de
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F-actina e interrumpe la via Hippo (4). Tanto en ovarios
murinos como humanos se ha observado la expresion de genes
clave de la via Hippo en foliculos ovaricos que se encontraban
en diferentes estadios madurativos (56). Fallos en genes que
codifican proteinas implicadas en esta via se asocian a
infertilidad en ratones asi como a insuficiencia ovarica
prematura, sindrome de ovario poliquistico y oncogénesis en

pacientes humanas (4).

Experiencia en modelos animales

Utilizando el modelo del insecto Drosophila, se ha observado
que la sobreexpresion de una forma activada de DIAPH
(proteina relacionada con la polimerizacion de la actina) da
lugar a un crecimiento excesivo de los discos imaginales de
esta mosca. La disrupcion de la via Hippo mediante la
polimerizacion actinica también esta conservada en células
HeLa humanas (68, 69).

En un modelo murino se llevdb a cabo una intervencion
qururgica experimental para comprobar la hipotesis de que el
dafio sobre los ovarios promueve el crecimiento folicular. Se
extirparon los ovarios de ratones jovenes y se fragmentaron en
tres trozos. Estos fueron alotransplantados bajo la capsula
renal de animales adultos por cinco dias. Se evidenci6é un gran

incremento del tamafo de los injertos fragmentados respecto
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a los ovarios intactos correspondientes (56). Este incremento
del tamano fue debido al fomento del desarrollo de los
foliculos a estadios antrales y preovulatorios. También se ha
observado que al fragmentar ovarios de ratones de dia 23 que
contienen foliculos antrales precoces o foliculos mas pequenos
se promueve el desarrollo folicular. Estos hallazgos se han
replicado en otros modelos como ratas, lo que sugiere que no

se deben a cuestiones especificas de una sola especie (4).

Aplicacion en pacientes

Tras caracterizar el funcionamiento de la via Hippo in vitro, y
comprobar su actividad en modelos animales, el siguiente paso
natural era estudiar si la disrrupcion de la via Hippo podia
promover la activacion y el crecimiento de foliculos
primordiales en el ser humano. El estudio pionero lo
implemento6 el grupo de investigacion del doctor Hsueh de la
universidad de Standford en colaboracion con el grupo del
doctor Kawamura de Kawasaki, Japon y fue publicado en la
revista Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America en agosto de 2013 (56, 70).

En dicho estudio, a pacientes previamente diagnosticadas de
senescencia ovarica prematura con menopausia establecida, se
les realiz6 ooforectomia uni o bilateral mediante cirugia

laparoscopica vy vitrificacion la corteza ovarica. Tras
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descongelar la corteza le aplicaron in vitro un estimulo
mecanico (fragmentacion en multiples alicuotas) junto con otro
quimico (incubacion en un medio con activadores del PI3K e
inhibidores de PTEN). En una segunda cirugia reimplantaron el
tejido en la serosa de la trompa de Falopio. Posteriormente, en
aquellas pacientes en las que se observo crecimiento folicular,
llevaron a cabo ciclos convencionales de FIV.

Esta técnica fue probada en veintisiete pacientes con
insuficiencia ovarica prematura. Los resultados fueron los
siguientes: ocho pacientes presentaron crecimiento folicular,
habitualmente semanas o pocos meses tras la intervencion.
Obtuvieron ovocitos maduros en cinco pacientes. Una paciente
quedo gestante y finalmente dio a luz a un recién nacido sano.
So6lo trece pacientes presentaban foliculos residuales en el
analisis histologico de las piezas, y las ocho a las que se
consigui6 inducir la ovulacion pertenecian a este grupo, lo que
supone un 62% de respuesta al tratamiento en términos de
activacion ovarica. En 2015 el mismo grupo public6 una
actualizacion de sus resultados. Durante este periodo
incluyeron a diez pacientes mas. Consiguieron dos nuevos
embarazos, de los cuales uno terminé en aborto y otro dio

lugar a un recién nacido sano (70).

En conclusion, sabemos que el ovario humano esta organizado
de tal forma que los foliculos primordiales se sitian en la

region cortical, que es mas rigida que la zona interna
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correspondiente a la médula. Estos foliculos permanecen en
estado quiescente por mecanismos desconocidos. Una vez son
activados y comienza su crecimiento, las senales de la via
Hippo generadas por foliculos cercanos en el area cortical
podrian ser interrumpidas debido a los cambios en la rigidez
del nicho, dando lugar a un incremento de la actividad YAP y
secrecion de los factores de crecimiento CCN seguido de
proliferacion celular y crecimiento folicular a la etapa
secundaria. Segun los foliculos van creciendo, se van
desplazando hacia la region medular, que es mas blanda, y por
tanto podria volver a funcionar la senalizacion Hippo, lo que
ralentizaria de nuevo el crecimiento folicular (4). Basandose en
estudios sobre cultivos foliculares, Woodruff y Shea
concluyeron que la activacion folicular depende del entorno
fisico del ovario ademas de las ya conocidas senales
hormonales (71). Hasta ahora el estudio del funcionamiento
ovarico no habia considerado los aspectos mecanicos y fisicos,
pero gracias a que hoy en dia disponemos de datos que avalan
su importancia, podemos trabajar con un modelo holistico que
integre tanto el control hormonal como el mecanico y asi
aplicar este conocimiento para el tratamiento de patologias

médicas como la insuficiencia ovarica prematura.
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ACTIVACION DE FOLICULOS PRIMORDIALES MEDIENTE
PROCEDIMIENTO IVA MODIFICADO - OFFA (OVARIAN
FRAGMENTATION FOR FOLLICULAR ACTIVATION)

Fruto de un estudio minucioso de la base teorica presentada en
el apartado anterior, nuestro grupo de investigacion se planteo
varias cuestiones: ;Se deben al azar los resultados observados?
¢(Son reproducibles? Y lo mas importante, ;pueden ser
mejorados? Para ello contamos con la experiencia que nos ha
aportado el programa de preservacion de la fertilidad de
nuestro servicio clinico. Se trata de uno de los mas
importantes a nivel internacional, habiendo realizado hasta la
fecha mas de 600 criopreservaciones de corteza ovarica. Nos
ha dotado de una experiencia practica de gran valor en cuanto
a la aplicacion de técnicas de extraccion de tejido ovarico y
reimplante del mismo mediante abordajes minimamente
invasivos (72).

Los puntos de mejora que identificamos e implementamos son
los siguientes:

1. Eliminar el proceso de incubacion del tejido

Los tiempos de isquemia ejercen un efecto dafiino sobre el
tejido condicionando su viabilidad (73). Al prescindir del
proceso de incubacion logramos minimizar el dafio tisular. Por
otro lado, las sustancias en las que se incuba el tejido ovarico
para realizar el IVA (activadores de PI3K e inhibidores de
PTEN) tienen efecto oncogénico in vivo y por tanto pueden
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inducir malignidad (74). Aunque es cierto que se restringen a
un uso in vitro, hemos considerado prudente abstenernos de
poner en contacto las muestras de tejido con sustancias
potencialmente  oncogénicas. Finalmente, eliminar Ila
incubacion nos permite realizar el procedimiento en un unico
acto quirurgico conllevando una mayor aceptabilidad por las
pacientes y un menor coste econoémico.

2. Modificar el sitio de reimplante a la subcortical

ovarica preferentemente

Se han evaluado distintos sitios de reimplante intraabdominal
- extraovarico en primates, siendo el peritoneo pélvico el que
menor supervivencia folicular proporciona (75). En programas
de preservacion de la fertilidad se ha observado un mayor
desarrollo folicular tras el reimplante bajo la cortical ovarica
comparado con reimplante bajo el peritoneo adyacente (76).
Sin embargo, la cantidad de tejido que se puede colocar en
remanente ovarico es limitada, lo que no ocurre en otras
localizaciones. Por tanto, elegimos de forma preferente al
propio ovario al existir evidencias de que ofrece un area de
mejor vascularizacibon pero no descartamos  otras
localizaciones como el peritoneo pélvico para poder
reimplantar el tejido excedente.

3. Evitar la vitrificacion del tejido
Por un lado, como ya hemos comentado, resulta ventajoso
simplificar el procedimiento de tal manera que se pueda

llevara a cabo en un unico acto quirurgico. Por otro, se sabe
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que el tejido ovarico es sensible a los cambios de temperatura
y sufre dafos tanto durante el proceso de enfriamiento como
durante la descongelacion (77). Esto se traduce en una
disminucion del pool folicular (78), que si bien es menor que la
asociada al dafo por isquemia - reperfusion (79), puede ser
trascendente en pacientes que ya parten de una reserva ovarica
escasa. Por tanto, evitar la vitrificacion del tejido ovarico

contribuye a preservar su vitalidad.
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La fragmentacion de la corteza ovarica in vitro activa el

crecimiento de foliculos primordiales, condicionando 1la
aparicion de un mayor numero de foliculos antrales, lo que
posibilitaria una mayor obtencion de ovocitos tras
estimulacion ovarica controlada, siendo util para mejorar la

tasa de éxito de la FIV en pacientes con baja respuesta ovarica.
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Objetivo primario

Valorar si la activacion folicular  mediante
fragmentacion ovarica aumenta el pool de foliculos

antrales en pacientes bajas respondedoras.

Objetivos secundarios

46

Valorar si la activacion  folicular  mediante
fragmentacion ovarica mejora la respuesta ovarica tras
estimulacion con gonadotrofinas en tratamientos de
fecundacion in vitro.

Valorar si la activacion  folicular  mediante
fragmentacion  ovarica mejora los  resultados
reproductivos (tasa de gestacion y recién nacido).
Valorar si la activacion folicular  mediante
fragmentacion ovarica mejora la calidad embrionaria.
Valorar si los resultados obtenidos por el grupo de
Hsueh con la técnica IVA son reproducibles en pacientes

con fallo ovarico establecido con la técnica OFFA.



INTERES DE LA INVESTIGACION

La baja respuesta ovarica es un problema frecuente en los
tratamientos de FIV. Hasta una de cada cuatro pacientes
sometidas a esta técnica de reproduccion asistida presentara
una pobre respuesta ovarica. Esto compromete el éxito del
tratamiento ya que la tasa de gestacibn en bajas
respondedoras es significativamente menor que en pacientes
normorrespondedoras.

Ademas, hasta el momento no se ha descrito ninguna
estrategia util para mejorar los resultados de FIV en este
subgrupo de pacientes. Se ha propuesto adaptar los protocolos
de estimulacion aumentando la dosis de FSH o bien incluyendo
pre-tratamiento con otras hormonas, sin que ninguna de estas
intervenciones haya demostrado eficacia. Por lo tanto, la
realidad es que actualmente no existe solucion para el
problema de la baja respuesta, aunque se trata de un problema
frecuente.

En nuestro medio, el coste del tratamiento de FIV oscila entre
6000 - 8000 euros. Teniendo en cuenta que menos del 16% de
las bajas respondedoras consigue gestar, se realiza una gran
inversion para obtener resultados relativamente pobres.
Aumentar la tasa de gestacion en bajas respondedoras
supondria una reduccion de costes sanitarios para el Sistema

Nacional de Salud, asi como un ahorro para la sociedad en
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cuanto a costes indirectos (pérdida o reduccion de la capacidad
para trabajar o disfrutar del ocio de un paciente que requiere
venir regularmente a visitas de control, que ingresa para
punciones foliculares o que debe convalecer en su domicilio...),
y un aumento de la calidad de vida de las pacientes y sus
parejas. Obviamente un analisis coste - beneficio mas
detallado seria necesario una vez se evaluase la eficacia de la

intervencion propuesta.

48



Para alcanzar los objetivos planteados y verificar o rechazar la

hipotesis de trabajo principal se ha planteado un estudio con

un diseflo en dos fases (figura 5).

Pacientes potenciales
bajas respondedoras

FASE 1 FASE 2

Valoracion criterios
inclusion y exclusion

Cumplen No cumplen

[Grupo cirugiaj [Grupo controlj

Intervencion

Valoracion criterios
POI / OPOI

Figura 5: diseiio del estudio
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Fase 1: Ensayo aleatorizado, controlado, ciego unico en bajas
respondedoras (Follicular Activation in Previously Diagnosed

Poor Responders - FAPPOR)

Diseno de la fase 1

Treinta y seis pacientes previamente confirmadas como bajas
respondedoras acorde a criterios de la ESHRE seran
aleatorizadas a dos brazos de tratamiento:

- Brazo 1 (control): no se realiza ninguna intervencion
sobre la paciente.

- Brazo 2 (intervencion): procedimiento de activacion
folicular mediante fragmentacion mecanica de la corteza
(OFFA) unilateral.

El presente disefio permite realizar un doble control: pacientes
a las que se les ha realizado el procedimiento vs pacientes
control, y a la vez cada paciente es control de si misma (ovario
en el que se ha realizado el procedimiento versus ovario
contralateral -ovario control-).

Tras la realizacion del procedimiento se realiza una
monitorizacion del crecimiento folicular mediante control
ecografico y analitico bisemanal. En el momento en que se
aprecia un incremento en el numero de foliculos antrales del
100% (doblan el numero de foliculos), se realiza un

procedimiento de FIV mediante protocolo estandarizado.
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Poblacion de estudio

Pacientes del servicio de Reproduccion humana del Hospital
Universitario La Fe afectas de esterilidad subsidiaria de
tratamiento mediante FIV o ICSI que sean bajas respondedoras

confirmadas en base a los criterios de inclusién.

Criterios de inclusion (debe cumplirse uno)

- Al menos dos episodios de pobre respuesta ovarica (< 3
ovocitos recuperados en un esquema de estimulacion
convencional).

- Un ciclo previo de FIV con < 3 oOvulos (siguiendo un
protocolo de estimulacion convencional) y presencia de un
test anomalo de reserva ovarica (contaje de foliculos

antrales de <5 o AMH < 5 pM).

Criterios de exclusion (la presencia de uno excluye la

participacion)

- Pacientes mayores de 40 anos.
- Sospecha clinica de endometriosis ovarica.

- Cirugia previa sobre el ovario.
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Malformaciones del tracto genital no corregidas en el
momento de la valoraciéon y/o alteraciones de la cavidad
endometrial.

Pacientes con ciclos irregulares, periodos de amenorrea de
mas de 40 dias o con ciclos anovulatorios (definidos por
progesterona sérica en el dia 21 del ciclo de < 10 ng/mL).
Parejas con factor masculino severo: oligoastenozoospermia
severa, oligoastenoteratozoospermia y  azoospermia,
definido éste como REM < 5,00.

Todas aquellas pacientes que de forma voluntaria no den su

consentimiento expreso por escrito.

Estimacion del tamano muestral

Basandonos en datos obtenidos en nuestra poblacion de bajas

respondedoras, en las cuales se obtuvo de media 2,9 ovocitos

con una desviacion estandar de 2,54 y asumiendo que la

técnica permitiria doblar el nimero de ovocitos obtenidos con

nuestra intervencion, asi como un 15% de pérdidas, son

necesarias 18 pacientes por brazo para poder demostrar

diferencias si las hubiese, asumiendo un error alfa del 5% y un

beta del 10%.
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Valoracion inicial

Previamente a la inclusion de la paciente en el estudio se
realiza una primera visita en fase folicular inicial en la que se
actualizan los datos de recuento folicular y se extrae una
muestra de sangre para las determinaciones hormonales
basales (FSH, estradiol y AMH). Al ovario con menor numero de
foliculos antrales se le adjudica la nomenclatura ovario-
intervencion (OInt); el otro ovario pasara a denominarse ovario
contralateral (OC). También se recogen los datos de la historia
clinica de la paciente y se constata que es apta para participar
en el estudio mediante comprobacion por check-list en
cuaderno de recogida de datos electronico. Se le da una copia
de la hoja de informacion al paciente y se resuelven las dudas
respecto al objetivo y funcionamiento del estudio. Si la
paciente esta de acuerdo, firma el consentimiento informado
en el momento en que se tienen los resultados de las

determinaciones hormonales.

Aleatorizacion

La asignacion de las pacientes a los grupos de estudio se
realiza mediante un generador de numeros aleatorios
(www.random.org). Los numeros generados estan guardados

en un archivo digital al que solo tiene acceso una persona
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ajena al estudio, la cual informa al investigador via telefonica
cuando éste solicita aleatorizar a una paciente, para asi

garantizar el ocultamiento de la asignacion.

Descripcion de la técnica quirurgica

Extraccion de la corteza ovarica

Se realiza mediante abordaje laparoscopico colocando un
trocar tipo Hasson a nivel umbilical y tres trocares de 5 mm en
ambas fosas iliacas y suprapubico. El pneumoperitoneo se fija
a 12 mmHg. El ovario del que se extraera la corteza es aquel en
el que se haya contabilizado un menor numero de foliculos
antrales (OInt). Se procede a decorticacion de dicho ovario
mediante diseccion con tijera fria de la interfase cortico-
medular de la cara posterior del ovario elegido. La cantidad de
corteza extraida sera de al menos 3% partes de toda la
superficie posterior del ovario, lo que normalmente equivale a
un fragmento de corteza ovarica de entre 1 y 2 cm?
Usualmente el lecho precisa poca o ninguna medida
hemostatica; de requerirlo, se realizaria coagulacion selectiva
de punto sangrante mediante energia bipolar con sistema de

deteccion de impedancia en el tejido (Biclamp, ERBE, USA).

Fragmentacion de la corteza ovarica

Se lleva a cabo en una mesa auxiliar estéril y refrigerada entre

4 y 10°C preparada para tal efecto al lado de la mesa
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operatoria. El bidlogo del equipo acude a quir6éfano cuando la
corteza ovarica esta lista para ser extraida. La manipulacion de
la corteza tiene lugar en una batea estéril de borde bajo de
medidas 20 cm x 30 cm X 4 cm y el tejido esta
permanentemente irrigado con medio M199 a 4°C (Sigma-
Aldrich, Madrid, Spain). Tras completar la limpieza de la
médula que pudiera encontrarse adherida mediante rascado
con bisturi frio hoja #24, se realiza la fragmentacion del tejido
en cubos de 1 mm de arista (1 mm?®) con una hoja de bisturi
frio #11. Estos fragmentos son introducidos en una canula de
biopsia endometrial modificada que se le entrega al cirujano

principal para su recolocacion en ovario.

Reimplante de los microfragmentos

Se procede a tunelizar un trayecto de aproximadamente 15
mm x 10 mm en la cara anterior del ovario decorticado. Dicha
tunelizacion se realiza seccionando la cortical ovarica a nivel
proximo a la entrada del pediculo utero-ovarico con tijera fria
y posterior diseccion subcortical roma con técnica de traccion-
contratraccion empleando una pinza tipo Maryland y otra tipo
Manbhes. El bolsillo ovarico subcortical se llena hasta el maximo
de su capacidad con los microfragmentos de corteza ovarica.
Se reservan entre 1 y 5 microfragmentos para su estudio
anatomopatologico a posteriori. El extremo del tiinel se cierra
con puntos simples de monofilamento de polipropileno 5-0

(Prolene, Ethicon, USA) mediante anudado intracorpoéreo. En
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caso de que hubiese microfragmentos excedentes, éstos se
colocan en bolsillos peritoneales realizados mediante
hidrodiseccion a 1la altura del mesoovario ipsilateral,
cerrandose igualmente con puntos sueltos. De esta forma todo
el proceso de activacion folicular se lleva a cabo en un unico

acto quirurgico.

Figura 6: pasos quirurgicos

1. Decorticacion cara posterior 2. Extraccion del fragmento de 3. Tunelizacion cara anterior
corteza ovarica

4. Introduccién microfragmentos 5. Punto de sutura en extremo
del tunel ovarico

7. Creacion del bolsillo peritoneal 8. Introduccion 9. Cierre del bolsillo peritoneal
microfragmentos
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Seguimiento

Comienza dos semanas tras la cirugia en las pacientes que
pertenecen a este grupo, y con la siguiente regla en las
pacientes asignadas al grupo control.

El recuento de foliculos antrales y las determinaciones
hormonales se actualizan cada dos semanas, y siempre que la
paciente tenga la menstruacion independientemente del
tiempo que haya pasado tras el ultimo control.

El seguimiento se extiende por un maximo de seis meses.
Puede ser de duracion inferior si en algun control se detecta
un incremento de foliculos antrales de al menos el 100%
respecto a su basal y las condiciones son 6ptimas para iniciar

un ciclo de estimulacién ovarica.

Recuento de foliculos antrales

El recuento de foliculos antrales se realiza por ginecologos con
un entrenamiento adecuado en ecografia. La exploracion se
lleva a cabo mediante un equipo Voluson (General Electric,
Espafia) o bien un Siemens Acuson S2000 (Siemens,
Washington DC) equipado con transductor endovaginal 2D con
6,5 - 9 MHz de forma estandarizada de acuerdo con las
recomendaciones publicadas (15). El recuento se obtiene

mediante barrido bidimensional del ovario contando
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individualmente  cada  foliculo antral y midiendo
transversalmente sus dos ejes mayores. Se considera foliculo
antral cualquier imagen anecogénica de entre 2 y 10 mm
incluida dentro del parénquima ovarico. Los parametros del
ecografo se adecilan a las caracteristicas clinicas de cada
paciente. Se registra el niumero y tamano de los foliculos en
cada ovario por separado, y también la suma total de foliculos

entre ambos ovarios.

Determinaciones hormonales

La toma de muestras se realiza por venopuncion y recogida en
un tubo seco de 7 ml. La obtencion del suero se realiza tras
separacion mediante centrifugacion a 3000 rpm durante 15
minutos. El analisis de las muestras y determinacion de AMH
se centraliza en un solo laboratorio (IVI-Valencia) y los de FSH
y Estradiol en otro (HUP La Fe). La cuantificacion de AMH se
realiza usando el sistema automatizado de
quemoluminiscencia Roche Modular E170. Los coeficientes de
variacion intra e interensayo son inferiores al 2,9% y 3,3%
respectivamente. La FSH y el estradiol se cuantifican mediante
el sistema de quemoluminiscencia Architect de Abbott
Diagnostics. El coeficiente de variacion intra e interensayo es
del 3% y 4% para la FSH y del 4.6% y 5% para el estradiol

respectivamente.
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Proceso de fecundacion in vitro

El ciclo de estimulacion ovarica se realiza tras finalizar el
seguimiento, bien por un criterio temporal o bien por mejoria
ecografica significativa (acorde a protocolo, si la paciente
duplica el numero de foliculos antrales). El protocolo de
estimulacion aplicado es el mismo para todas las pacientes y
es el protocolo seguido por nuestro grupo en pacientes bajas
respondedoras: administracion diaria 300 Ul de menotropina
urinaria altamente purificada (HMG-Hp, Menopur, Ferring SAU,
Madrid, Spain) en un ciclo con antagonista de la GnRH
(Cetrorelix, Cetrotide, Merck SL, Madrid, Spain) afladido cuando
el mayor de los foliculos alcanza un diametro de 14 mm o las
cifras de estradiol sérico sobrepasan los 500 pg/mlL. La
ovulacion se desencadena con hCG recombinante humana
(Ovitrelle, Merck SL, Madrid, Spain) siendo la punciéon 36 horas
después. Los embriones son transferidos en dia + 3 o en
blastocisto y siempre en ciclo fresco salvo contraindicacion
médica (niveles de progesterona > 2 ng/mL o aspecto
ecografico del endometrio sugestivo de patron no receptivo),
en cuyo caso son congelados y transferidos en un ciclo

diferido.

59



60




Definicion de las variables resultado

* Tiempo hasta realizacion del ciclo de FIV: tiempo
transcurrido desde la cirugia (en pacientes intervenidas)
0 desde el primer control (en pacientes no intervenidas)
hasta el comienzo de la estimulacion ovarica controlada.

* Incremento de AMH respecto a AMH basal: diferencia
entre la ultima determinacion de AMH obtenida y la que
se obtuvo en la primera visita.

* Numero de foliculos antrales en el momento de inicio
de ciclo: AFC con el que se inicia la estimulacion ovarica
controlada.

* Incremento de foliculos antrales respecto a recuento
basal: diferencia entre el ultimo AFC y el que se obtuvo
en la primera visita.

* Variacion de numero de foliculos antrales en ovario-
intervencion respecto a recuento basal: diferencia
entre el ultimo AFC del ovario operado y el que se
obtuvo en la primera visita en ese mismo ovario.

* Dosis de gonadotrofinas empleadas: suma de la dosis
de gonadotrofinas diaria durante el numero de dias que
dura la estimulacion ovarica.

* Estradiol maximo el dia de triggering. niveles de
estradiol alcanzados el dia que se indica la

administracién de hCG.
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Numero de ovocitos obtenidos: numero total de
ovocitos obtenidos tras la punciéon ovarica.

Numero de ovocitos MII obtenidos.

Tasa de fecundacion: porcentaje de cigotos obtenidos
sobre el numero de ovocitos inyectados. Se consideraron
morfologicamente normales cuando eran visibles dos
pronucleos centrados y de igual tamanfo.

Tasa de clivaje: numero de embriones segmentados en
dia +2 y +3 respecto al numero total de ovocitos que
fecundaron.

Tasa de blasto: numero de embriones que llegan a dia
+5 respecto al numero total de ovocitos que fecundaron.
Tasa de embriones de maxima calidad: numero de
embriones de maxima calidad sobre el nimero total de
ovocitos que fecundaron. La calidad embrionaria se
evalu6 en dias +2 o +3 siguiendo los criterios descritos
por Veeck (80): los embriones de maxima calidad en dia
+2 tienen 2 a 4 células y un 15% de fragmentacion tipo I-
II en ausencia de multinucleacion; los embriones de
maxima calidad en dia +3 tienen 6 a 8 células y un 20%
de fragmentacion tipo I-II. La fragmentacion de tipo I es
minima en volumen y tipicamente asociada a s6lo una
blastbmera, mientras que los fragmentos de tipo II
ocupan principalmente el espacio perivitelino (81).

Numero de embriones transferidos.



Tasa de implantacion: numero de embriones que se
implanta de manera satisfactoria sobre el total de
embriones transferidos. En la practica se considera que
la implantacion ha ocurrido cuando se observa saco
gestacional intrattero mediante ecografia transvaginal.
Tasa de gestacion bioquimica: nimero de pacientes con
test de embarazo positivo sobre el nimero de embriones
transferidos (por transferencia) o bien sobre el numero
total de pacientes que fueron sometidas a al menos una
transferencia embrionaria (por ciclo). El aumento de la
b-HCG sérica se comprueba 15 dias tras la transferencia
embrionaria. Si posteriormente no se observa saco
gestacional intratitero mediante ecografia se considera
que ha ocurrido un aborto bioquimico (82).

Tasa de gestacion clinica: numero total de gestaciones
clinicas (definidas por la presencia de saco gestacional
intrautero tras dos semanas del test de gestacion
positivo) sobre el numero total de transferencias (por
transferencia) o bien sobre el nimero total de pacientes
que fueron sometidas a al menos una transferencia
embrionaria (por ciclo).

Tasa de gestacion evolutiva: numero total de
gestaciones que se desarrollan mas alla de la semana 12

respecto al total de ciclos llevados a cabo.

63



* Tasa de recién nacido vivo: numero de ciclos que han
dado lugar a nacimiento vivo respecto al total de ciclos
llevados a cabo.

» Tasa de aborto: numero de gestaciones clinicas cuyo
desarrollo se detuvo antes de las 20 semanas sobre el
total de gestaciones. Los abortos se clasifican en
tempranos (antes de semana 12) o tardios (mas alla de la

semana 12) (82).

Analisis estadistico

La informacion de las variables del estudio se recoge en un
cuaderno electronico de registro de datos (eCRD) diseilado
especificamente para este estudio. Dicho eCRD esta dotado de
reglas de coherencia interna, para controlar las incoherencias
y/0 incorrecciones en la recogida y tabulacion de los datos. Las
leyes de coherencia interna se garantizan a partir de campos
indice que eviten la duplicidad de registro, detecten datos
fuera de rango o sospechosos e impiden la grabacion de datos
inconexos.

El analista de datos es ciego respecto a la intervencion asignada
a cada brazo. El analisis estadistico se ha realizado con el
paquete estadistico SPSS 20.0. Las variables cuantitativas que
siguen una distribucion normal se expresan como media y

desviacion estandar y las variables no normales como mediana

64



y rango intercuartilico. Las variables categoricas se expresan en
valores absolutos y porcentajes. Las diferencias observadas se
consideran estadisticamente significativas si p < 0,05. La
comparacion entre grupos de variables cuantitativas se realiza
mediante el test de la t-Student o U-Mann segun proceda. La
comparacion de las variables categoricas, mediante el test de
Chi-cuadrado o Fisher segun proceda. Las comparaciones intra-
paciente (ovario operado vs no operado) se realiza mediante los
test de t-Student para muestras pareadas o Wilcoxon para
variables cuantitativas y mediante el test de McNemar para

variables cualitativas.

Autorizacion y registro

El Comité Etico de Investigacién Biomédica del Hospital La Fe
evalud este proyecto y emitio un informe favorable para su
puesta en marcha el 14 de enero de 2014 con numero de
registro 2014/0004 (anexo 1). Igualmente la fase 1 ha sido
registrada en clinicaltrials.gov con el codigo NCT02354963.
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Fase 2: Estudio no aleatorizado no controlado en sub-

poblacion POI

Diseno de la fase 2

En una segunda fase, y con intencion de comparar si la técnica
de activacion in vitro modificada sin incubacion con
inhibidores de PTEN y activadores de Akt es igualmente
efectiva en pacientes con POI documentado, aquellas pacientes
identificadas como POI durante el screening de la fase 1 son
propuestas para, en un diseno pragmatico, realizar la cirugia
de activacion folicular y observar de forma prospectiva cual es
el resultado de la funcion ovarica y de los tratamientos de
reproduccion asistida en caso de que deseen realizarlos. El
seguimiento de las pacientes es censurado en el momento en
que opten por ovodonacion, tras cesar sus deseos
reproductivos o en el momento de consecucion de una

gestacion.

Poblacion de estudio

Pacientes descartadas en la Fase 1 del estudio que cumplan
criterios de POI u OPOI (ver abajo). A aquellas pacientes que no
cumplan los criterios de prestacion de servicios de la seguridad

social se les ofrece realizar el tratamiento en el Instituto
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Valenciano de Infertilidad a través de un convenio de
colaboracion entre la Fundacion IVI y el grupo acreditado de

investigacion en medicina reproductiva del IIS La Fe.

Criterios de inclusion (debe cumplirse uno)

- Oligo/amenorrea durante al menos cuatro meses junto con
una FSH mayor de 25 UI/L en dos ocasiones separadas por un
periodo de tiempo mayor a 4 semanas en paciente menor de
40 anos.

- Periodos de oligomenorrea con o sin sintomatologia
climatérica acompanante, junto con esterilidad y/o muy baja
reserva ovarica (AMH menor de 3 pM o menos de 4 foliculos
antrales) o bien FSH mayor de 25 UI/L en al menos alguna

determinacion basal.

Criterios de exclusion (la presencia de uno excluye la

participacion)

- Pacientes mayores de 45 anos.

- Sospecha clinica de endometriosis ovarica.

- Cirugia previa sobre el ovario.

- Malformaciones del tracto genital no corregidas en el
momento de la valoraciéon y/o alteraciones de la cavidad

endometrial.
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- Parejas con factor masculino severo: oligoastenozoospermia
severa, oligoastenoteratozoospermia y azoospermia,
definido éste como REM < 5,00.

- Todas aquellas pacientes que de forma voluntaria no den su

consentimiento expreso por escrito.

Estimacion del tamano muestral

La finalidad de la fase 2 del estudio es realizar una prueba de
concepto sobre la factibilidad de las modificaciones
presentadas respecto al procedimiento inicialmente propuesto
por los doctores Hsueh y Kawamura. Hasta la fecha soélo
existen tres series publicadas de pacientes POI en las que se ha
realizado el procedimiento de activacion, dos de ellas
compartiendo veintisiete pacientes. Con el procedimiento
original, que incluye vitrificacion del tejido e incubacion
durante dos dias, se han descrito dos recién nacidos en treinta
y siete pacientes (70). Con el mismo procedimiento omitiendo
el paso de la vitrificacion se ha descrito un recién nacido vivo
en catorce pacientes (83). De forma empirica y en base a estos
datos decidimos incluir catorce pacientes, como en la ultima

serie publicada.
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Valoracion inicial

La valoracion inicial se realiza tal y como esta descrita en la
fase 1 del estudio; de hecho se realiza en el momento del

screening de dicha fase.

Descripcion de la técnica quirurgica

La técnica quirurgica se realiza de la misma forma a como fue
descrita en la Fase 1 del estudio. La unica diferencia es que se
realiza de forma bilateral sobre los dos ovarios de forma

sistematica, salvo imposibilidad técnica.

Seguimiento

Comienza dos semanas tras la cirugia y se lleva a cabo de
mediante la misma cadencia descrita en la fase 1, al igual que
la misma metodologia en lo referente a determinaciones

hormonales y controles ecograficos.

Proceso de fecundacion in vitro

El ciclo de estimulaciéon ovarica se realiza si se observa un
incremento en el nimero de foliculos antrales en caso de que

hubiese foliculos antrales de inicio, o en el momento en que se
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visualicen foliculos antrales en caso de que no los hubiese de
inicio. El protocolo de estimulacion aplicado se deja a eleccion
del médico tratante en funcion al numero de foliculos y
caracteristicas clinicas de la paciente, no existiendo un
protocolo definido. A aquellas pacientes de mas de 38 afos se
les ofrece la posibilidad de realizar un screening genético

preimplantacional si asi lo desean.

Definicion de nuevas variables resultado incluidas en la Fase 2

Las variables resultado incluidas en la fase 2 son esencialmente
aquellas definidas en la fase 1. Ademas se incluyen las
siguientes variables clinicas:

* Recuperacion de la funcion endocrina (en aquellas
pacientes en las que habia cesado definitivamente),
definida ésta como normalizacion de los niveles de
estradiol y FSH o bien la recuperacion de la
menstruacion si la paciente estaba en amenorrea.

* Realizacion de ciclo de FIV como variable dicotomica, e
igualmente se recoge el numero de tratamientos de FIV
realizados.

* Tipo de protocolo de FIV: variable descriptiva en el que
se detalla el tipo de protocolo empleado para realizar la

estimulacién ovarica.
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Fase 1. Estudio FAPPOR

Reclutamiento de pacientes

Fueron revisadas 377 historias clinicas, de las cuales excluimos

347 por los siguientes motivos:

> En 302 casos no se cumplian los criterios necesarios

para aceptar su participacion:

69 pacientes tenian mas de 40 afios, o cumplirian
esta edad durante el seguimiento.

56 pacientes no cumplian alguno de los
requisitos para ser catalogadas de POR.

51 pacientes tenian un diagnostico clinico de
endometriosis.

13 pacientes tenian un antecedente de cirugia
sobre el ovario.

14 pacientes presentaban malformaciones del
tracto genital no corregidas.

7 pacientes eran anovuladoras.

7 casos asociaban un factor masculino severo y

rechazaron utilizar semen de donante.
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* 88 pacientes por otras razones (estar incluidas en
otros ensayos clinicos, padecer alguna alteracion
genética susceptible de DGP, tener antecedentes
de patologia oncolégica habiendo recibido
tratamiento gonadotoxico...).

> 23 pacientes validas segin su historial clinico
rechazaron participar por los siguientes motivos:

* 10 pacientes ya habian tomado la decision de
recurrir a la ovodonacion.

* 7 pacientes manifestaron que no estaban
dispuestas a participar en un ensayo clinico.

* 5 pacientes habian decidido abandonar la
busqueda de gestacion.

> 15 mujeres ya habian conseguido quedar gestantes
espontaneamente en el momento en que fueron
contactadas.

» Fue imposible contactar con 7 pacientes.

Aleatorizacion

Treinta pacientes firmaron el consentimiento informado:
> Una lo revocdé a los pocos dias porque comenzo un
nuevo trabajo que no podia compatibilizar con los
requisitos del estudio, por lo que fue considerada un

fallo de screening.
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» Veintinueve pacientes fueron aleatorizadas:

* Once fueron asignadas al grupo cirugia. Todas
fueron intervenidas, excepto una que tuvo que
trasladarse a otra comunidad autébnoma por
motivos laborales antes de establecer fecha para
la cirugia.

* Dieciocho fueron asignadas al grupo control.
Hubo dos pérdidas en el seguimiento, una por no
estar dispuesta a cumplir los plazos temporales
del estudio y otra porque inici6 los tramites de
divorcio cuando se encontraba en la quinta

semana de seguimiento.

El proceso de reclutamiento y aleatorizacion esta reflejado en

la figura 8.
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@77 pacientes evaluada9

347 excluidas

- 302 no cumplian los criterios
56 no POR
69 edad sobre el limite
51 endometriosis
13 cirugia previa sobre el ovario
14 malformaciones del tracto genital no corregidas
7 anovuladoras
7 factor masculino severo

88 otros (alteraciones genéticas, participantes en otros estudios...)

- 23 rechazaron participar
7 no querian entrar en ensayo clinico
10 habian decidido ovodonacién
5 no querian seguir buscando gestacién

-7 imposible contactar
- 15 ya gestantes

(30 pacientes elegibles: firmaron CI)

1 revoco el CI (comenzé trabajo nuevo) i

29 aleatorizadas

11 grupo cirugia 18 grupo control

(se trasladé de ciudad) PR

2 pérdidas

(1 no queria esperar,
di

(10 se sometieron a la intervenciérg

(16 continuaron seguimientoj

Figura 6: diagrama de flujo de pacientes del estudio FAPPOR

Analisis intermedio

Al no ser un estudio ciego, los investigadores que participaban
en el seguimiento de las pacientes tenian la impresion
subjetiva de que el AFC era mayor en el grupo de pacientes
intervenidas y requerian un menor tiempo de seguimiento
hasta alcanzar este objetivo. Tras exponérselo al asesor

estadistico, se decidi6 realizar un anadlisis de los datos
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disponibles dado que, en caso de confirmarse la sospecha,
podriamos estar sometiendo a las pacientes a los riesgos
derivados de una intervencion quirurgica de forma innecesaria.
El analisis intermedio detectdé un incremento del recuento de
foliculos antrales estadisticamente significativo en las
pacientes que se habian intervenido quirurgicamente respecto
al grupo control. Habiendo alcanzado 1la significacion
estadistica para la variable objetivo primario, decidimos
detener el ensayo clinico y realizamos el analisis estadistico
definitivo.

* De las dieciséis pacientes que permanecian en el grupo
control, doce habian llegado a finalizar el seguimiento
antes de detener el estudio, mientras que las otras
cuatro tenian una mediana de seguimiento de cien dias.

» Las diez pacientes intervenidas finalizaron el

seguimiento con buen cumplimiento del mismo.

Realizamos un analisis estadistico por protocolo entre el grupo

de pacientes no intervenidas respecto al grupo control. Las

variables resultado fueron analizadas por ciclo iniciado.

Caracteristicas basales de las pacientes

Las caracteristicas basales de las pacientes estan reflejadas en

la tabla 1. No obtuvimos diferencias estadisticamente
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significativas, por lo que ambos grupos se pueden considerar

comparables.

Tabla 1: caracteristicas basales de las pacientes (fase 1)

Grupo control Grupo cirugia
n=12 n=10 P
Edad 36.5 [35.0-38.0] 34.5[33.8-37.3] NS
Edad de la pareja 37.0 [37.0-42.0] 38.0 [36.8-39.3] NS
IMC 21.0 [20.0-24.0] 22.0[19.8-24.0] NS
Gestaciones previas 5 (41.7%) 2 (20.0%) NS
Partos previos 0 (0.0%) 0 (0.0%) NS
Abortos previos 5 (41.7%) 2 (20.0%) NS
Etiologia de la
esterilidad NS
Solo POR 11 (91.7%) 10 (100.0%)
Factor tubarico 1(8.3%) 0 (0.0%)
Tiempo de esterilidad | 5 ) 155 .75 ] 48.0 [36.0-120.0] NS
(meses)
AFC inicial total 5.0 [1.3-5.0] 3.5[2.8-4.0] NS
AMH inicial (pmol/L) 2.2[0.3-4.0] 3.0 [1.0-3.6] NS
L 1.0 [1.0-1.75] 1.0 [1.0-2.3] NS
previos
Numero de ciclos
previos con pobre 1.0 [1.0-1.0] 1.0 [1.0-2.0] NS
respuesta

IMC: indice de masa corporal; POR: pobre respuesta ovdrica; AFC: recuento de foliculos
antrales; AMH: hormona antimiilleriana; FIV: fecundacion in vitro
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Variables relacionadas con la cirugia

Los aspectos técnicos relacionados de la cirugia estan
reflejados en la tabla 2. Se detectd6 la presencia de
endometriosis en dos casos; en ambos se trataba de lesiones
puntiformes sobre el peritoneo parietal pélvico, superficiales,
muy poco extensas y con apariencia antigua, por lo que no
desestimamos la permanencia de estas pacientes en el estudio.
Una paciente present6 un episodio de fiebre sin foco a los tres
dias de la cirugia que se autolimit6 en dos dias sin requerir

ningun tratamiento especifico.

Tabla 2: cirugia (fase 1)

Grupo cirugia
n=10

Tamano de la corteza

ovarica extraida (cm?) 2.0[1.0-2.9]

Numero de fragmentos

reimplantados 81.0[55.3-108.5]

Sitio del reimplante
Subcortical 4 (40.0%)
Subcortical + subperitoneal 6 (60.0%)

Biopsias con presencia de

)
foliculos primordiales 1(10.0%)
Cortical ov.anfzail de aspecto 1(10.0%)
fibrotico
Presencia de endometriosis 2 (20.0%)

pélvica

Duracion de la cirugia

110.0 [81.5-124.5
(minutos) [ ]

Complicaciones quirurgicas 1(10.0%)
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Resultados del seguimiento

Las variables relacionadas con el seguimiento de las pacientes
estan reflejadas en la tabla 3. El seguimiento de las pacientes
intervenidas tuvo una duracion menor puesto que fue mas
habitual que consiguieran doblar su AFC inicial antes de
cumplir los seis meses de seguimiento, pero esta diferencia no
alcanzo6 significacion estadistica. No observamos diferencias
estadisticamente significativas entre el AFC inicial y el final del
ovario contralateral. Sin embargo, en el ovario-intervencion si
que aumento el AFC en las pacientes operadas respecto al
grupo control, y este incremento fue significativo tanto en
valores absolutos como relativos (p = 0.02 y 0.048
respectivamente). Esto se tradujo en un incremento del AFC
global, también de forma estadisticamente significativa (p =
0.027). En cuatro pacientes intervenidas y en tres del grupo
control se observo un incremento del AFC mayor al 100%
(objetivo primario). El incremento de la AMH fue discreto y no

alcanzo la significacion estadistica.
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Tabla 3: resultados del seguimiento (fase 1)

Grupo control Grupo cirugia
n=12 n=10 P
Duracién del 141.5 87.0 NS
seguimiento (dias) [117.3-162.3] [62.0-153.3]
AFC del OC

Inicial 3.0 [1.0-3.8] 2.5[2.0-3.0] NS

Final 3.0 [2.3-3.8] 3.0 [2.0-4.0] NS

Incremento (%) 63.0 [8.3-175.0] 83.0 [0.0-150.0] NS

AFC del Olnt

Inicial 1.0 [0.0-2.0] 1.0 [0.8-1.3] NS
Final 1.0 [1.0-2.8] 3.0 [1.8-4.3] 0.02
[ErEmmE (7)) [(-62.50).?1 00.0] [ 002.8-0520.0] 0.048

AFC Total

Inicial 5.0 [1.3-5.0] 3.5[2.8-4.0] NS
Final 5.0 [3.3-6.0] 6.5 [4.0-7.5] 0.027

Incremento (%) 20.0 [0.0-162.5] 75.0 [45.8-200.0] NS

AMH

Inicial (pmol/L) 2.2[0.3-4.0] 3.0 [1.0-3.6] NS

Final (pmol/L) 2.6 [1.1-4.8] 2.9[1.7-6.5] NS

Incremento (%) [35.:?1'23.4] [(-24.2?-'1 20.1] NS

AFC: recuento de foliculos antrales; OC: ovario contralateral; Olnt: ovario-intervencion;
AMH: hormona antimtilleriana

Resultados reproductivos

Las variables relacionadas con los resultados reproductivos de
las pacientes estan reflejadas en la tabla 4. No observamos

diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.
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En global, en los doce ciclos del grupo control se obtuvieron
cuarenta y cinco ovocitos, de los cuales treinta y cuatro fueron
maduros y veintiocho fecundaron. Doce embriones
presentaron un desarrollo adecuado y fueron transferidos a
siete pacientes. Tres pacientes quedaron gestantes; una de
ellas dio a luz a un recién nacido vivo sano, otra tuvo una
gestacion gemelar con parto prematuro a las 26 semanas de
gestacion con buena evolucion de ambas recién nacidas, y hay
una gestacion en curso de 17 semanas en el momento actual.
En los diez ciclos del grupo cirugia se obtuvieron treinta
ovocitos, de los cuales veintiuno fueron maduros pero solo
diez fecundaron. Ocho embriones presentaron un desarrollo
adecuado y fueron transferidos a cuatro pacientes. Dos
pacientes quedaron gestantes; una de ellas dio a luz a un
recién nacido vivo sano y la otra tuvo un aborto diferido tras
haberse observado saco gestacional con vesicula vitelina y
embrion de dos milimetros.

La causa de cancelacion de los ciclos fue ausencia de respuesta
en un caso de cada grupo. Adicionalmente, una paciente del
grupo cirugia tuvo una ovulacion espontanea por lo que se
decidi6 realizar un nuevo ciclo de tratamiento con la siguiente

regla y fue el ciclo que incluimos en el analisis.
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Tabla 4: resultados reproductivos (fase 1)

Grupo control

Grupo cirugia

n=12 n=10 P
Dosis total de 2400.0 2400.0 NS
gonadotrofinas (Ul) [2100.0-3750.0] [1800.0-3000.0]
o 996.0 657.0
E2 maximo (pg/mL) [602.0-1743.0] [451.0-1126.0] NS
Foliculos > 16 mm 3.0[2.0-5.8] 2.0[0.8-3.5] NS
Ndmero de foliculos 4.0 [2.0-7.5] 4.0 [1.8-5.8] NS
puncionados
Numero de ovocitos
obtenidos 2.5[2.0-5.8] 3.0[1.0-5.0] NS
Numero de MII
obtenidos 2.5[1.0-4.0] 2.5[1.0-3.3] NS
Tasa de 'Ef/c)””dac'on 81.2 [12.5-100.0] 33.3[0.0-81.3] NS
(o]
Tasa de clivaje 50.0% (12/24) 72.7 % (8/11) NS
Tasa de blasto 8.3% (2/24) 18.2 % (2/11) NS
Tasa de embriones 50.0% (12/24) 36.4 % (4/11) NS
de maxima calidad
Numero de
embriones 2.0[0.5-2.0] 0.0[0.0-2.0] NS
transferidos
Ciclos con
transferencia 7 (58.3%) 4 (40.0%) NS
embrionaria
Tasa de implantacion 28.6% (4/14) 25.0% (2/8) NS
Tasa de gestacion
L 25.0% (3/12) 20.0% (2/10) NS
clinica
Tasa de aborto 0.0% (0/12) 10.0% (1/10) NS
Tasa de gestacion
. 25.0% (3/12) 10.0% (1/10) NS
evolutiva
Ciclos cancelados 1(8.3%) 2 (20.0%) NS

UI: unidades internacionales; E2: estradiol; MII: metafase II
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I Fase 2. Valoracion del efecto OFFA en POI

Llevamos a cabo la cirugia de activacion folicular sobre
diecisiete pacientes en situacion de fallo ovarico. Sin embargo,
para el analisis hemos excluido dos casos por las siguientes
razones: una por padecer sindrome de Asherman y otra por no
cumplir criterios de POI (fallo ovarico instaurado a la edad de
cuarenta y cuatro anos). Adicionalmente una paciente esta
recién intervenida y todavia no disponemos de datos sobre el
seguimiento.

Por tanto, analizamos a catorce pacientes, con edades
comprendidas entre los veintiséis y los cuarenta y tres anos.
Las pacientes mayores de cuarenta anos habian sido
diagnosticadas de POI antes de cumplir esta edad. En tres
casos se ftrataba de un POI oculto. Una paciente fue
diagnosticada de X fragil en rango de pre-mutacion con
expansion de 58 tripletes. Todas las pacientes habian
consultado por esterilidad, excepto una mujer sin pareja que
presentd amenorrea y sintomatologia climatérica con veintiséis
anos edad, motivo por el que solicito valoracion. Todas las
pacientes tenian una baja reserva ovarica reflejada en un
escaso numero de foliculos antrales y niveles de AMH muy
bajos o incluso indetectables. Nueve pacientes se habian

sometido a ciclos de FIV previamente. En todos los ciclos se
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habian obtenido menos de cuatro ovocitos o bien habian sido
cancelados por ausencia de respuesta ovarica.

En cuanto a los aspectos técnicos relacionados con la cirugia,
en la mayoria de casos se optd por un abordaje bilateral,
puesto que no era preciso que cada paciente sirviera de control
de si misma a diferencia de la fase 1, lo que nos permitio
ampliar la superficie de trabajo. El reimplante también fue
predominantemente bilateral. No ocurrio ninguna
complicacion intra ni postquirargica.

Siete pacientes de las que intervinimos no tenian ningun
foliculo antral visible por ecografia cuando se les realizé la
valoracion inicial. En todas ellas observamos desarrollo
folicular tras la cirugia; sin embargo, los niveles de AMH
permanecieron por debajo de los limites de deteccion excepto
en una paciente. En todas las pacientes con foliculos antrales
en la valoracion inicial, el AFC aument6 al doble o mas durante
el seguimiento, excepto en una que partia de cinco foliculos
antrales y lleg6 a tener hasta siete. No pudimos obtener datos
del seguimiento de una paciente que acudi6 al primer control
estando ya gestante tras concepcion espontanea; actualmente
tampoco podemos valorar su funcion ovarica puesto que esta
en periodo de amamantamiento.

En siete pacientes fue posible comenzar al menos un ciclo de
estimulacion ovarica. Realizamos un total de diecinueve ciclos
con los siguientes protocolos de estimulacion: uno largo con

agonistas, once cortos con antagonistas, seis minimamente
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estimulados siguiendo el protocolo descrito por Teramoto et al
(84) y uno natural. Debido a la heterogeneidad en los tipos de
ciclo empleados no reportamos niveles de estradiol maximo en
estas pacientes. En los ciclos con estimulacion convencional,
los niveles de estradiol maximo oscilaron entre 215 y 844
pg/mL. Tres ciclos fueron cancelados por falta de respuesta
ovarica y dos por ovulacion espontanea. Recuperamos un total
de veintiin ovocitos, de los cuales quince eran MIIL. Seis de
ellos fecundaron y tres tuvieron un desarrollo adecuado, por lo
que fueron transferidos. Uno dio lugar a una gestacion
evolutiva que actualmente se encuentra en curso.

En total obtuvimos cuatro gestaciones, todas en un intervalo
de tiempo menor a seis meses desde la cirugia. Tres fueron
concebidas espontaneamente, en dos casos tras haberles
realizado varios ciclos de FIV por lo que una dispone de cinco
ovocitos vitrificados. La gestacion por FIV ocurrio en la
paciente con X fragil en pre-mutacion. Se realizo6 DGP en los
tres embriones de esta paciente, obteniendo un resultado
normal en uno de ellos que fue el que se le transfirio. Las tres
pacientes con POI oculto quedaron gestantes. Fruto de estas
gestaciones ha nacido un recién nacido sano, y otras dos
pacientes se encuentran en el tercer trimestre de embarazo
actualmente. Una gestante tuvo un aborto diferido en semana
doce. De las diez pacientes sin gestacion, una se encuentra

todavia en fase de seguimiento.
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Realizamos una comparacion estadistica entre las pacientes

que quedaron gestantes y las que no.

Caracteristicas basales de las pacientes

Las caracteristicas basales de las pacientes estan reflejadas en
la tabla 5. No observamos diferencias estadisticamente
significativas excepto para el estado de la funcion ovarica,
predominando el POI en las que no gestaron y el POI oculto en
las que si (p = 0,01). Aun sin alcanzar significacion estadistica,
se observa una tendencia a presentar niveles basales de FSH

mas bajos en las pacientes que quedaron gestantes.

Tabla 5: caracteristicas basales de las pacientes (fase 2)

Pacientes que no Pacientes que
gestaron gestaron p
n=10 n=4
Edad 37.0 [26.0-43.0] 37.5[35.0-38.0] NS
Edad de la pareja 40.0 [33.0-52.0] 36.0 [32.0-40.0] NS
IMC 21.0[19.0-30.0] 26.0 [22.0-26.0] NS
Gestaciones previas 1(10.0%) 1(25.0%) NS
Partos previos 1(10.0%) 0 (0.0%) NS
Abortos previos 0 (0.0%) 1 (25.0%) NS
Etiologia de la
esterilidad
Solo POR 9 (90.0%) 3 (75.0%) NS
Factor masculino 0 (0.0%) 1 (25.0%)
Factor tubarico 1(10.0%) 0 (0.0%)
Tiempo de
.0 [7.0-120. . .0-36. N
ol (eses) 24.0 [7.0-120.0] 27.5[18.0-36.0] S
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Estado de la funcion
ovarica 0.01
POI 10 (100.0%) 1(25.0%) ’
OPOI 0 (0.0%) 3 (75.0%)
Tiempo en
oligo/amenorrea 23.0 [12.0-64.0] 42.0 [42.0-42.0] NS
(meses)
AFC inicial 0.0 [0.0-3.0] 1.0 [0.0-5.0] NS
AMH inicial (pmol/L) 0.0 [0.0-1.0] 0.0 [0.0-2.0] NS
FSH basal inicial 71.0 [29.0-179.7] 13.5 [7.0-32.0] NS
(UI/L)
E2 basal inicial
5.0 [0.0-55.0 23.0[0.0-28.0 NS
Ndmero de FIV 3.0 [2.0-6.0] 3.0 [3.0-3.0] NS
previos
Numero de ciclos
previos con pobre 2.0 [0.0-6.0] 1.5[0.0-3.0] NS
respuesta

IMC: indice de masa corporal; POR: pobre respuesta ovdrica; POI: insuficiencia ovdrica
prematura; OPOI: insuficiencia ovdrica prematura oculta; AFC: recuento de foliculos
antrales; AMH: hormona antimtilleriana; FSH: hormona foliculoestimulante; E2:
estradiol; FIV: fecundacion in vitro

Variables relacionadas con la cirugia

Los aspectos técnicos relacionados de la cirugia estan
reflejados en la tabla 6. No obtuvimos diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, en las pacientes
que quedaron gestantes predominé el reimplante en
localizacion combinada subcortical y peritoneal respecto a las
que no quedaron gestantes, en las que se realizo

principalmente subcortical.
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Tabla 6: cirugia (fase 2)

Pacientes que no

Pacientes que

gestaron gestaron p
n=10 n=4
Lateralidad de la
extraccion NS
Unilateral 1(10.0%) 1(25.0%)
Bilateral 9 (90.0%) 3 (75.0%)

VMDD B e 2.0 [0.4-3.0] 3.0 [1.0-4.0] NS

ovarica extraida (cm®)

Numero de fragmentos 129.0 156.0 NS

obtenidos [50.0-252.0] [85.0-210.0]

Numero de fragmentos 123.0 157.5 NS
reimplantados [50.0-245.0] [85.0-200.0]
Lateralidad del

reimplante NS
Unilateral 1(10.0%) 0 (0.0%)
Bilateral 9 (90.0%) 4 (100%)
Sitio del reimplante
Subcortical 8 (80.0%) 1(25.0%) NS

Subcortical + subperitoneal 2 (20.0%) 3 (75.0%)

BIOpS’IaS con presepma 2 (20.0%) 0 (0.0%) NS

de foliculos primordiales

Cortical ovarica de o o
aspecto fibrotico 4 (40.0%) 3(75.0%) NS
Presencia de 3 (30.0%) 0 (0.0%) NS
endometriosis pélvica
Complicaciones 0 (0.0%) 0 (0.0%) NS

quirdrgicas
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Resultados del seguimiento

Las variables relacionadas con el seguimiento de las pacientes
estan reflejadas en la tabla 7. No obtuvimos diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a los resultados del
seguimiento. Todas las pacientes que abandonaron el
seguimiento pertenecian al grupo sin gestacion. Tres pacientes
decidieron recurrir a la ovodonacion en un plazo menor a tres
meses tras la cirugia al no haber alcanzado un desarrollo
folicular suficiente como para realizar estimulacion ovarica y
no desear seguir realizandose controles. Dos pacientes
decidieron dejar de intentar gestar, ambas de cuarenta y tres
anos. En las pacientes que gestaron se observo una tendencia a
la mejoria en todos los parametros de estimacion de la reserva
ovarica, tanto ecograficos como hormonales, aun si alcanzar la
significacion estadistica. Cuatro pacientes recuperaron los
ciclos menstruales en un plazo inferior a tres meses aunque no
quedaron gestantes. La Ginica gestante que partia de un estado
de POI completo gest6 antes de recuperar la menstruacion y

actualmente se encuentra lactando.

88



Tabla 7: resultados del seguimiento (fase 2)

Pacientes que no Pacientes que
gestaron gestaron p
n=10 n=4
Buen cumplimiento 5 (50.0%) 4 (100.0%) NS
del seguimiento
Mejor AFC 3.5[1.0-6.0] 7.0 [3.0-7.0] NS
Mejor FSH basal
(UIlL) 58.0 [7.0-93.0] 7.0 [2.0-16.0] NS
Mejor AMH (pmol/L) 0.0[0.0-1.0] 1.0 [1.0-5.0] NS
Reanudacnonlc’ie la 4 (40.0%) i NS
menstruacion
Tiempo hasta
reanudar 41.0 [22.0-90.0] - NS
menstruacion (dias)

AFC: recuento de foliculos antrales; FSH: hormona foliculoestimulante; AMH: hormona
antimiilleriana

Resultados reproductivos

Las variables relacionadas con los resultados reproductivos de
las pacientes estan reflejadas en la tabla 8. No obtuvimos
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a los
parametros de reproduccion asistida. Sin embargo, en el grupo
de pacientes que quedaron gestantes fuimos capaces de iniciar
un mayor numero de ciclos de FIV y obtuvimos un mayor

numero de ovocitos totales y MII.
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Tabla 8: resultados reproductivos (fase 2)

Pacientes que no Pacientes que
gestaron gestaron p
n=10 n=4
Numero de ciclos de
FIV
Ninguno 6 (60.0%) 1(25.0%) NS
Uno 1 (10.0%) 0 (0.0%)
Dos o mas 3 (30.0%) 3 (75.0%)
Ndmero de ovacitos 0.0 [0.0-2.0] 6.0 [0.0-7.0] NS
obtenidos
Numero de MII
obtenidos 0.0 [0.0-2.0] 4.0[0.0-5.0] NS
Tasa de gestacion o
por FIV - 25.0% (1/4)
Tasa de ge'stamon i 75.0% (3/4)
espontanea

FIV: fecundacion in vitro; MII: metafase II



DISCUSION

Es la primera vez que se realiza el procedimiento de activacion
folicular en pobres respondedoras de forma controlada, y en
mujeres con insuficiencia ovarica prematura segun las
modificaciones técnicas descritas. Hemos obtenido una tasa de
gestacion del 20% en pobres respondedoras, sin diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo control. La
tasa de gestacion en mujeres con insuficiencia ovarica
prematura ha sido del 29%, lo que sugiere que puede tratarse

de una buena alternativa de tratamiento en esta poblacion.

La muestra de la primera fase del estudio esta constituida por
un grupo homogéneo de pobres respondedoras asignadas de
forma aleatoria a un brazo de tratamiento y otro control. Tras
dicha aleatorizacion, los grupos se han demostrado
comparables. Las pacientes asignadas a la intervencion fueron
sometidas a un procedimiento invasivo pero técnicamente
sencillo, con una duracion de tiempo razonablemente breve y
sin aparicion de complicaciones significativas. Esto nos
permitio darles el alta hospitalaria al dia siguiente de la
intervencion, y plantearnos en un futuro realizar el
procedimiento sin ingreso hospitalario con la consiguiente
reduccion de los costes asociados al mismo. Fruto de la

intervencion, durante el seguimiento fue detectado un
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incremento significativo del recuento de foliculos antrales,
tanto en el ovario intervenido respecto al ovario control, asi
como en el recuento total de foliculos antrales en las pacientes
intervenidas respecto al grupo control. Sin embargo, un mayor
numero de foliculos antrales no se tradujo en una mejoria de
los resultados reproductivos, lo que puede indicar que la
intervencion logra activar el desarrollo folicular, resultando en
dicho incremento de foliculos antrales, pero no mejora el
numero de ovocitos obtenidos ni la tasa de gestacion. Estas
observaciones podrian justificarse por la ausencia de efecto
del procedimiento sobre la calidad folicular, de tal forma que
el incremento en el namero de foliculos no se acompane de un
aumento de la calidad funcional de los mismos ni de los
ovocitos que potencialmente contengan. Una mala calidad
ovocitaria inherente a una baja reserva ovarica podria explicar
nuestros hallazgos en este grupo de pacientes (85, 86).
Igualmente, tampoco parece que el aumento de foliculos
antrales se traduzca en una disminucion del tiempo hasta
realizar el ciclo de FIV, ni en una disminucién de las dosis de
gonadotrofinas empleadas, ni en una mejora los resultados
reproductivos en pacientes pobres respondedoras. Nuestras
tasas de gestacion son congruentes con las publicadas por

otros estudios en este tipo de pacientes.

En la segunda fase del estudio intervinimos a un grupo de

pacientes con insuficiencia ovarica prematura. En este caso
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asumimos la limitacion de no disponer de un grupo control.
Sin embargo, al existir precedentes en la literatura, resulta
interesante confrontar nuestros datos con los publicados hasta
la fecha por otros grupos de investigacion. La experiencia en
humanos se limita a los casos reportados por Hsueh vy
Kawamura, con treinta y siete pacientes intervenidas, tres
gestaciones y dos recién nacidos vivos; asi como los publicados
por Zhai, que intervino a catorce pacientes con una gestaciony
un recién nacido vivo. En nuestro estudio hemos obtenido una
mejor tasa de gestacion, con cuatro gestaciones, un recién
nacido vivo y dos gestaciones cursando su tercer trimestre tras
catorce intervenciones. Esto puede deberse a varios motivos.
Por un lado, nosotros hemos incluido a pacientes con POI
oculto, que son mujeres que clinicamente han entrado en el
camino del fallo ovarico pero todavia no cumplen
estrictamente todos los criterios necesarios para el diagnostico
de POI de la ESHRE. Nuestras gestaciones han ocurrido
principalmente en este grupo de pacientes. Esto es congruente
con la observacion de Hsueh y Kawamura de que un menor
tiempo de evolucion del POI es un factor predictivo de éxito
del IVA (70). Nosotros proponemos ampliar la posibilidad de
intervencion a mujeres con POI oculto sin necesidad de esperar
a que se instaure el fallo ovarico completo aumentado asi la
posibilidad de éxito del tratamiento.

Por otro lado, los aspectos diferenciales de la técnica

quirurgica pueden haber contribuido a la mejora de las tasas
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de gestacion obtenidas en nuestro estudio. Prescindir del
proceso de incubacion con activadores de PI3K e inhibidores
de PTEN no ha supuesto un impedimento para que se active el
desarrollo folicular. Segun las bases tedricas detalladas en la
seccion introductoria, probablemente el estimulo mecanico de
la fragmentacion con la consiguiente interrupcion de la via
Hippo da lugar al crecimiento de los foliculos preantrales a
partir del estadio secundario, mientras que el estimulo
quimico mediante incubacion en activadores de PI3K e
inhibidores de PTEN promueve el crecimiento de los foliculos
desde el estadio primordial. Prescindir de la incubacion nos ha
permitido simplificar el procedimiento sin dejar de lograr la
activacion folicular. En cuanto a la localizacion del reimplante,
es cierto que a primera vista podria parecer que se obtienen
mejores resultados en las pacientes a las que se les realiza un
reimplante mixto subcortical y peritoneal. Sin embargo, este
tipo de abordaje se lleva a cabo cuando existe un excedente de
fragmentos, es decir, esta directamente relacionado con la
cantidad de tejido ovarico extraido y este factor puede
introducir un sesgo en la observacion.

El hecho de que no hayamos detectado una correlacion entre la
presencia de foliculos primordiales en las muestras de tejido
ovarico analizadas y la consecucion de crecimiento folicular
visible por ecografia, a diferencia de Hsueh y Kawamura que
han descrito esta variable como factor predictor del éxito del

IVA, puede deberse a que solo destinabamos uno o dos
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fragmentos de tejido por paciente al analisis histologico (unos
2 mm®) ya que nuestro objetivo era eminentemente clinico,
frente al 10 - 20 % del volumen total de la corteza ovarica que
analizaban ellos (70). Sabemos que los foliculos primordiales
no se distribuyen de forma homogénea a lo largo del ovario y
si el nimero remanente de foliculos primordiales es escaso
puede ser comprensible que no sean detectados en fragmentos
tisulares pequenos, siendo la biopsia ovarica un método poco

sensible y especifico para valorar la reserva folicular (87).

La principal limitacion de este estudio es que no demuestra
que haya tenido lugar la activacion folicular a nivel bioquimico
tras el procedimiento de fragmentacion. Conscientes de esta
limitacion, hemos almacenado muestras de todas las pacientes
intervenidas para poder realizar un analisis molecular a

posteriori como parte de un estudio futuro.
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La activacion in vitro de foliculos por fragmentacion

ovarica aumenta el pool de foliculos antrales en

pacientes pobres respondedoras.

Dicho aumento no se traduce en una mejor respuesta a
la hiperestimulacion ovarica controlada durante los
tratamientos de FIV en términos de dosis de
gonadotrofinas  empleadas, ovocitos  obtenidos,
embriones transferidos o tasas de gestacion y recién

nacido vivo.

Si bien el estudio no fue disefiado para demostrar
diferencias en las variables mencionadas en el parrafo

anterior, de existir, su relevancia clinica parece minima.

La activacion in vitro de foliculos por fragmentacion
ovarica aumenta el pool de foliculos antrales en

pacientes POL.

Las tasas de gestacion en nuestra serie de pacientes POI
aumentaron tras activacion folicular en comparacion
con las tasas de gestacion de pacientes POI no

intervenidas.
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