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RESUMEN

Introduccion:

La baja reserva ovérica es un desafio importante en el manejo de la infertilidad, afectando las
posibilidades de concepcién incluso con técnicas de reproduccion asistida, en ese contexto el
uso de PaRP, he emergido como una alternativa terapéutica prometedora, dado su potencial
para mejorar el microambiente ovarico y estimular la foliculogénesis, mediante la liberacién de
factores de crecimiento esenciales.

La evidencia sobre los beneficios potenciales del PaRP en baja reserva ovérica se encuentra
controvertido, en muchos estudios se ha logrado documentar el incremento en los niveles de
HAM y CFA ademas de la disminucion de la FSH, no obstante, en revisiones mas recientes
muestran que estas mejorias no alcanzan siempre la significancia estadistica y que las tasas de
implantacién y nacidos vivos son variables.

Objetivo:
Evaluar la respuesta ovarica de pacientes con baja respuesta ovarica posterior a la inyeccion
intra ovarica de plasma autologo rico en plaquetas.

Materiales y métodos:

Se realiz6 un estudio piloto en el que se incluyeron mujeres con diagnéstico de infertilidad
primaria, secundaria 0 mujeres que deseaban preservar fertilidad, que acudieron al Centro
Universitario de Medicina Reproductiva (CeUMeR) del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez” de la Universidad Autdbnoma de Nuevo Ledn (UANL). Se incluyeron mujeres pacientes
pobres responderas del grupo 3y 4 de acuerdo con los criterios de POSEIDON, con hemoglobina
mayor de 11g/dl y plaguetas mayor de 150.000. Se analizo la normalidad de las variables con el
test de Shapiro-Wilk, la comparacién de los grupos se realizé con una prueba de T pareada en
los casos donde las variables tuvieron una distribucién normal y con una prueba del Wilcoxon en
los casos con distribucion no normal y se consideré como estadisticamente significativo un valor
de p<0.05.

Aspectos éticos
El presente estudio fue aprobado por el comité de ética en investigacion de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn, con la clave de registro P123-00196.

Resultados:

En este estudio piloto se incluyeron 18 pacientes, de las cuales 7 completaron el protocolo
establecido, la edad promedio de las pacientes que completaron el seguimiento fue de 35.8 + 3.5
afios y el IMC promedio fue de 26.7 £ 6.0 kg/m2, y los niveles de hemoglobina fueron de 12.9 +
1.1, el valor promedio de FSH previo a la aplicacion de PaRP intraovarico fue de 13.50 + 7.35
con valor posterior de 14.25 + 6.62 con p: 0.64, HAM pre 0.25 + 0.22 y post 0.36 + 0.26 con p:
0.25, CFA pre 3.17 £ 1.7 y post 4 £ 2.8 con p: 0.70 y Ovocitos MIl pre 1.0 (0.74-1.75) y post 2.5
(2-4.5) con una p: 0.06, no se encontré una diferencia estadisticamente significativa en los
valores hormonales de FSH, HAM y CFA previo a la inyeccion de PaRP intraovarico.

Se documento un embarazo espontaneo es una paciente de 40 afos diagnosticada con
infertilidad secundaria de mas de 15 afios de evolucion, sin embargo, esta gestacion no se logro
satisfactoriamente terminando en un aborto en semana 10, destaca este evento de forma
relevante como una posible respuesta inicial al tratamiento.
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Conclusiones:

En este estudio piloto, la inyeccién intraovéarica de plasma autélogo rico en plaguetas en mujeres
con baja reserva ovarica no mostré una mejoria estadisticamente significativa en parametros de
funcion ovérica, hormona antimulleriana (AMH), Hormona foliculo estimulante (FSH), conteo
folicular Antral (CFA) y ovocitos MIl (metafase Il). Sin embargo, se observo una tendencia a la
mejoria en casos individualizados.

Palabras clave: Plasma aut6logo rico en plaquetas, Hormona Antimulleriana, Pobre
respondedoras.
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Introduccion

A partir de la década de 1980 se describi6é una edad materna mayor de 35 afios como ‘avanzada’,
término que en la actualidad continia empledndose de forma sisteméatica, dado que este grupo
de pacientes tiene un riesgo aumentado de presentar complicaciones obstétricas, entre las que
destacan, la pérdida del embarazo, las anomalias fetales principalmente sindrome de Down,
mortinato e infertilidad. En los ultimos afios se ha visto un aumento en la edad materna promedio
por diferentes razones, entre las que destacan, los cambios sociales y culturales, donde muchas
mujeres retrasan la maternidad para completar sus estudios superiores y establecerse
profesionalmente, ademas de que en la actualidad existe una mayor aceptacién de tener hijos

mas tarde, lo que reduce la presion social para tenerlos mas jovenes?.

Dado que la fertilidad en las mujeres disminuye a medida que avanza la edad, se sabe que a
partir de los 32 afios se presenta una disminucién de la calidad y cantidad de ovocitos, esta
empeora luego de los 37 afios y ademas, se calcula que el 10% de las mujeres pueden tener
riesgo de infertilidad inexplicable durante esta década de la vida?, lo cual da como resultado una
mayor demanda de servicios de TRA, Las TRA han permitido que mujeres logren la concepcién
a edades mas avanzadas, superando las limitaciones biol6gicas asociadas al envejecimiento

reproductivo?®.

dado que las mujeres tienen un numero finito de évulos que cuando llega a umbrales criticos,
estas pierden la capacidad para responder a estimulos hormonales y secretar hormonas
estableciéndose asi una relacion con la infertilidad femenina, pudiendo experimentar una pobre
respuesta a la estimulacion o una insuficiencia ovarica precoz, la cual se presenta en alrededor

del 9 al 24% de las mujeres que se someten a técnicas de reproduccion asistida (TRA)%.

Con el objetivo de aumentar la cohorte de foliculos se han evaluado diversos tratamientos, entre
los que destacan la dehidroepiandrosterona (DHEA) y/o la testosterona, ademas se han
incorporado otros coadyuvantes como la hormona del crecimiento y factores de crecimiento
similar a la insulina factor tipo 1 (IGF-1), los cuales tienen un papel importante en la regulacion
del crecimiento y desarrollo folicular, estos enfoques buscan optimizar la calidad ovarica y
aumentar las posibilidades de éxito en TRA, Sin embargo estas terapias no afectan directamente

a los ovocitos en desarrollo, sino que estén dirigidas a las células de la granulosa y del cimulo
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de la granulosa que son esenciales para mantener el desarrollo de los ovocitos, por lo que aun

no se ha establecido si existe un tratamiento para restaurar la reserva ovarica perse®.

En los ultimos afios han surgido nuevas técnicas de restauracion ovarica como la inyeccion de
plasma autdlogo rico en plaquetas (PaRP), que estan siendo probados para maximizar la funcion
ovarica y creando asi un potencial tratamiento que puede ser beneficiosa para pacientes infértiles
0 subfértiles. Su principio biolégico yace en que el plasma rico en plaquetas (PRP) contiene
diferentes tipos de sustancias como: factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de fibroblastos basico (FGF), factor de
crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), factor de crecimiento transformante, angiogénesis
derivada de plaquetas y varias interleucinas , estos factores de crecimiento indefinidos liberados,
podrian inducir la transformacion de células madre de linea germinal en foliculos primordiales, y
por lo tanto reponer un numero o grupos de foliculos ovaricos, ademas de favorecer la

neovascularizacién ovarica universal 6.

Antecedentes

El objetivo de las TRA es la concepcion que culmina con un nacido vivo sano, en un tiempo
adecuado y con costos reducidos ’. La estimulacion ovarica juega un papel central en el éxito de
los ciclos de fertilizacion in vitro (FIV), estos se basan en un protocolo en el que se estimulan los
ovarios con gonadotropinas y/o otros compuestos farmacoldgicos, con la intencién de
incrementar el nimero de ovocitos a reclutar y desarrollar maltiples foliculos dominantes, que
permitan la obtencion de multiples ovocitos en metafase Il (MIl), que den lugar a un numero
adecuado de embriones con potencial para transferirse al vientre materno. En general se
considera que entre 10 y 15 ovocitos es la respuesta ovarica 6ptima, después de la estimulacién

ovérica 8°.

Aun con la existencia de las TRA, el tratamiento de las pacientes con pobre respuesta ovérica,
se considera un desafio importante en el campo de la biologia reproductiva. Este grupo de
pacientes, son un reto para el biélogo de la reproduccion, ya que es muy probable que no se
obtenga el numero adecuado de ovocitos después de la estimulacion ovérica, lo que se traduce
en una menor probabilidad de embarazo, ademas tiene un mayor porcentaje de riesgo de
cancelacién de ciclo'® y una menor tasa de nacidos vivos, como lo describe: Polyzos et al'l. Y

Busnelli et al*?, donde informaron nacimientos en pobres respondedoras cercanos al 6%.
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Hace mas de 30 afos se describid el primer caso de una paciente con pobre respuesta ovérica,
esta, se evallo por una disminucion en los niveles de estradiol y una respuesta folicular
disminuida, luego de un ciclo de estimulacién ovarica’®. Desde entonces existen cientos de
publicaciones sobre la pobre respuesta ovarica, sin embargo, la mayoria de las revisiones no
eran concluyentes, lo que impedia evaluar o desarrollar cualquier protocolo para mejorar
resultados. Es por esto que en 2011 la European Society of Human Reproduction and
Embryology (ESHRE) presento un consenso que definié la ‘pobre respuesta ovarica’ basado en
una serie de criterios minimos necesarios para describir una pobre respondedoral. El

diagnostico se confirma, si presenta al menos 2 de los siguientes criterios:

v' Edad materna avanzada (240 afios) o cualquier otro factor de riesgo para pobre respuesta
ovarica.

v Una pobre respuesta ovarica previa (<3 ovocitos con protocolo de estimulaciéon
convencional).

v' Una prueba de reserva ovarica anormal (es decir, CFA <5-7 foliculos o hormona
antimalleriana (AMH) <0.5-1.1 ng/ml).

Si no cumple con los criterios de edad materna o reserva ovarica anormal, una paciente puede
clasificarse como pobre respondedora si tiene 2 ciclos de estimulacion ovarica maxima con
respuesta deficiente'?. No obstante, la clasificacion de la ESHRE ha sido criticada, especialmente
por la falta de claridad en la definicién de los factores de riesgo y la ausencia de consideracién
en la calidad de los ovocitos, tampoco brinda recomendaciones para la toma de decisiones

clinicas ni el asesoramiento o manejo de la paciente pobre respondedora 1%,

Por lo que se cre0 la clasificacion de POSEIDON (Patient-Oriented Strategies Encompassing
IndividualizeD Oocyte Number), este tiene como objetivo mejorar la eficiencia y el éxito del
tratamiento, al permitir una mejor seleccion y personalizacion del protocolo de estimulacién
ovarica y la transferencia embrionaria. En términos practicos, estratifica a las pacientes en 2
grupos principales, la pobre respondedora inesperada y la pobre respondedora esperada, que
pertenecen a los grupos 1-2 y 3-4 respectivamente®.

Para definir los criterios de POSEIDON se toman en cuenta 4 factores principales:

v' Edad de la paciente: factor importante a considerar en el tratamiento de TRA
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v" Respuesta ovarica previa: proporciona informacion util respecto al nimero y calidad de
ovulos que puede producir cada paciente

v" Numero de Ovulos recuperados: POSEIDON tiene en cuenta el nimero de 6vulos
recuperados y establece subgrupos en funcién de estos.

v' Biomarcadores hormonales: valora HAM y la hormona foliculo estimulante (FSH), las
cuales brindan informacion de la reserva ovarica y la capacidad de respuesta ovarica del

paciente.

La combinacién de estos factores permite la clasificacién de pacientes en cuatro subgrupos, cada
uno con caracteristicas ovaricas y de respuesta especifica, que se utilizan y adaptan para

protocolos de tratamiento, con el objetivo de mejorar la eficiencia y el éxito de los mismos *°.

La disminucién de la reserva ovérica junto a la mala calidad de los ovocitos genera un fuerte
compromiso en el estado de fertilidad de estas pacientes independientemente de la edad, por lo
gue las opciones de tratamiento de estas pacientes incluyen: FIV, donacién de ovocitos,
gestacion subrogada o adopcion. Sin embargo, en los Gltimos afios se han abordado alternativas
con el objetivo de mejorar o revertir el deterioro hormonal de esta manera permitir la produccion

de gametos de buena calidad, es aqui donde el PRP toma protagonismo *.

La aplicacion de PRP refleja un avance innovador con resultados prometedores. EI PRP también
conocido como factores de crecimiento rico en plaquetas (FCRP), matriz de fibrina rica en
plaguetas (MFRP) o concentrado de plaquetas, fue descrito inicialmente en la década de 1970,
en el campo de la hematologia, donde se describié un recuento de plaquetas superior al de la
sangre periférica, inicialmente se utiliz6 como producto para el tratamiento de pacientes con

trombocitopenias 6.

Hacia 1980 en la busqueda de nuevas técnicas de regeneracién Osea y herramientas de
homeostasis, llevo al uso de MFRP en el campo de la cirugia maxilofacial’®. Desde entonces se
ha aplicado en mdultiples campos, incluyendo la cirugia pediatrica, la cirugia cardiaca, la
ginecologia, urologia, oftalmologia entre otros. Sin embargo, es en el campo de la ortopedia y la
cirugia plastica donde ha aumentado el uso de PRP para mudltiples patologias, esto ultimo,
motivado en gran parte debido al interés comercial generado por el deporte profesional y por la

estética respectivamentel’.
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Plasmarico en plaquetas

El PRP se define como una fraccién de plasma que contiene una concentracién superior de
plaguetas a la del plasma en condiciones basales, ademas de una alta concentracién de factores
de crecimiento que son secretados continua y activamente por las plaquetas?®.

Junto al advenimiento del estudio de las bases bioquimicas para contrarrestar los procesos
celulares del envejecimiento se encontré6 que el PRP, por sus propiedades estimuladoras y
moduladoras de la proliferacién celular principalmente de células madre de origen mesenquimal
tipo: fibroblastos, osteoblastos, células endoteliales, células epiteliales, adipoblastos, miocitos, y
condrocitos, jugaban un papel importante en los procesos de rejuvenecimiento tisular*®,

La aplicacion de PRP tiene su origen en algunas especialidades de la medicina, donde se
buscaba mejorar la cicatrizacion de las heridas quirtrgicas y las heridas recalcitrantes, sin
embargo, actualmente el uso de esta terapia se ha extendido a todos los campos de la medicina,
muchos de ellos con tratamientos novedosos y otros aun en un ambito experimental, aun hoy
en dia se desconocen en su totalidad los procesos biolégicos de la regeneracion tisular sin
embargo se sabe que las plaquetas, juegan un papel importante en estos mismos?®.

Mecanismo de acciéon del PRP

Las plaquetas contienen granulos los cuales a su vez, contienen numerosas sustancias que son
determinantes en los procesos de cicatrizacion e inmunomodulacion tisular, en ellas sobresalen:
el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) (que incluye los isémeros aa, BB, y
ap), el factor de crecimiento transformante (TGF)-B (que incluye los isébmeros 1y $2), el factor
plaquetario 4 (PF4), la interleucina (IL)-1, el factor angiogénico derivado de las plaquetas (PDAF),
el factor de crecimiento endotelial (VEGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor
de crecimiento endotelial derivado de las plaquetas (PDEGF), el factor de crecimiento de células
epiteliales (ECGF), el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), la osteocalcina, la
osteoconectina, el fibrinégeno, la fibronectina y la trombospondina (TSP)-1, los cuales son
componentes de las familias de los factores de crecimiento, estas Ultimas secretadas en su

mayoria por los granulos a'’ (Tabla 1).

Tabla 1. Funcién de las moléculas plagquetarias involucradas en el proceso de reparacion tisular.

Molécula Funciones
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PDGF Estimula la sintesis de proteinas, induce la quimiotaxis, estimula produccién de

IGF-1, y estimula la angiogénesis.

VEGF Mayor inductor-regulador de angiogénesis, favorece crecimiento de foliculos
capilares.
FGF Estimula la re-epitelizacion, estimulador de angiogénesis (actividad quimiotactica

sobre células endoteliales), formacién del tejido de granulacion, acelera la
regeneracion.

HGF Regula el ciclo celular, estimula la reparacion epitelial, la formacion de tejido de
granulacion y angiogénico.

IGF-1 Estimula la proliferacion de células mesenquimales y de revestimiento,
diferenciacion celular y sintesis de colageno (estimulacion de osteoblastos).

EGF Mitégeno, pro apoptotico, quimiotaxis y diferenciacion de células epiteliales,
renales, gliales y fibroblastos.

TGF-B Induce la quimiotaxis, proliferacion y diferenciacion de células mesenquimales,

sintesis de colageno por los osteoblastos.
PF4 Estimula la inflamacion, interviene en la hemostasis.
PDAF, PDEGF y ECGF Promueven la angiogénesis.

IL-1B, IL-4, IL-6, IL- 10 y TNF-a Proinflamatorios / Antiinflamatorios.

Fibrindgeno, vitronectina, Participan en la formacion del trombo, estimulan la adhesién de células y
fibronectina, Factor von Willebran  promueven la mitosis.

y trombospondin

PDGF: Platelet Derived Growth Factor - VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor — FGF: Fibroblast
Growth Factor — HGF: Hepatocyte growth factor - IGF-1: insulin-like growth factor 1 — EGF: Epidermal

Growth Factor — PF4: Platelet Factor 4 — IL: Inteleukin — TNF a: Tumor necrosis factor.

Una vez el tejido envia sefiales de activacién plaquetaria, estas entran en un proceso de
desgranulacion, lo cual permite a los granulos a iniciar un proceso de integracion con la
membrana celular plaquetaria, activando proteinas secretoras y fusionando con cadenas de
carbohidratos, de esta manera se permite la activacion de receptores transmembranales vy el
inicio de la sefializacion intracelular en diferentes células diana, que ejercera su accion

dependiendo de la estirpe celular a la cual pertenezca®.

Los factores de crecimiento son sustancias de naturaleza peptidica, que tienen como funcién la
comunicacion intercelular por medio de sefializacion quimica, inicialmente son sintetizados en
forma de precursores siendo necesario para la liberacién en forma activa del factor un proceso
de protedlisis, el cual genera la molécula activa que debe interactuar con su receptor para que

por medio de un sistema de segundos mensajeros, estimulen una cascada de sefiales que
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terminaran en la activacién de uno o varios genes. Pueden interferir directamente en procesos
biologicos celulares, dado que intervienen directamente en la migracion, proliferacion,
diferenciacién y metabolismo celular, e incluso la apoptosis. Sin embargo, el principal proceso
regulado por los factores de crecimiento es el control externo del ciclo celular, regulando la
activacion de la fase GO y favoreciendo a la célula, al ingreso a la fase G1, ademas regulando la

sintesis proteica y favoreciendo el crecimiento celular’182°,

El PRP actlua sobre los tejidos mesenquimales, aunque no de forma exclusiva sobre este,
recordando que el tejido mesenquimal procede el mesodermo y de este el origen de un nimero
importante de 6rganos como el musculo liso, mesotelio, el sistema linfatico, tejido conectivo,
sistema cardiovascular entre otros, ademas, también proporciona el estroma de muchos 6rganos,

el cual se caracteriza por poseer una gran cantidad de células madre pluripotenciales?®.

La concentracion de plaquetas es una de las principales variables a considerar para en lograr un
efecto 6ptimo. Sin embargo, no se ha establecido un valor normal internacionalmente. Se sabe
gue las concentraciones que un individuo necesita para lograr un efecto beneficioso pueden
variar en comparacioén a otro individuo, es por esto que las concentraciones pueden oscilar de 2

hasta 8.5 veces el valor normal 2016.19.2

Técnica para obtenciéon del PRP

El PRP se obtiene a partir de sangre autéloga mediante un proceso basado en la centrifugacion
diferencial, que permite separar las distintas fases sanguineas y seleccionar aquella de interés.
Este procedimiento, generalmente realizado en un laboratorio, se centra en la obtencion de
plaquetas con una concentracion y calidad 6ptimas, asegurando su efectividad para aplicaciones

terapéuticas.

En general, este inicia con la extraccion sanguinea de una vena periférica del antebrazo, antes
de comenzar la cirugia, la cual se almacenara inmediatamente en un tubo con 3 ml de
anticoagulante de citrato acido de dextrosa (CAD), el cual evita la activacion plaguetaria, el citrato
secuestrando calcio y bloqueando la cascada de la coagulaciéon y la dextrosa manteniendo

viables las plaquetas 122,
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El centrifugado es un paso fundamental para conseguir la méxima concentracion de plaquetas
por unidad de volumen, sin ruptura de estas. Deben realizarse en condiciones controladas de
tiempo y velocidad debido a que la variacion en estas, pudieran ocasionar un dafio en las
diferentes lineas celulares. Los protocolos ademas varian con el nUmero de veces que se
centrifuga, pudiendo ser, Gnica o doble centrifugaciéon? Se conocen distintos protocolos que se

resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de protocolos de obtencién de PRP.

Protocolo Centrifugado 1 Centrifugado 2
Curasan Kit 10 min /2.400 rpm 15 min /3,600 rpm
Smart PreP 6 min /5,600 rpm 6 min /2,400 rpm

Friadent-Schutze

10 min /2.400 rpm

15 min /3,600 rpm

PCCSsystem

3.45 min /3.000 rpm

13 min/ 3,000 rpm

PRGF 7 min /1,400 rpm

Cuando se centrifuga la sangre forma 3 capas, las cuales se organizan dependiendo de la
densidad de los componentes. La capa inferior, compuesta principalmente de glébulos rojos
seguido de una capa media, compuesta por glébulos blancos y plaquetas y una capa superior
compuesta por plasma. Esta Ultima se divide en 3 subunidades, la mas superficial es una
subunidad pobre en plaquetas, la subunidad intermedia con una concentracién intermedia de
plaguetas y la subunidad inferior la cual es una subunidad rica en plaquetas, cabe destacar que
las concentraciones de factores de crecimiento no estan directamente relacionadas a las
concentraciones de plaquetas. Lo anterior, dado a que la variabilidad celular en los diferentes
individuos la cual condiciona la produccién y almacenamiento de estos factores. Por lo que se
justifica alin mas, que para un grupo de individuos se necesiten diferentes concentraciones de
plaguetas, por otra parte podemos decir que los niveles de factores de crecimiento no varian de
acuerdo al sexo o la edad, sin embargo en el proceso de estandarizacion solo tuvimos voluntarias

femeninas?.

Activacién del plasmarico en plaquetas
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La activacion plaquetaria es un procedimiento de gran frecuencia en el area de la medicina
regenerativa, a pesar de contar con diversos protocolos para la activacion plaquetaria, los
procesos carecen de una estandarizacion adecuada donde se logre obtener concentraciones y
una cinética de liberacion de factores de crecimiento similares. Para llevar a cabo la activacion
del PRP se puede hacer por distintas vias, una de ellas es la adicion de trombina exdégena, sin
embargo, la principal limitante de la trombina exdgena, en que esta produce la liberacion
inmediata de citocinas, como resultado la activacion inmediata de sus granulos a, es por esto
gue se han implementado y estudiado otros compuestos para la activacion del PRP, como el
cloruro calcio a 22.8 mM, la concentracion final que se obtiene cuando se adicionan 50 pL de

cloruro de calcio al 10% por mL de plasma del paciente, y luego se espera entre 8 a 15 minutos?3.

Una vez activada la plaqueta expresa receptores que favorecen la liberacion de los diferentes

factores de crecimiento que participan en las etapas posteriores del proceso de cicatrizacion.

Figura 1. Plagueta activada a nivel coronario humano; por John W. Weisel 2008,
departamento de biologia celular desarrollada, universidad de Pensilvania.

CAPITULO Il
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JUSTIFICACION

El PaRP ha demostrado ser un importante regulador de procesos de cicatrizacion e
inmunomodulacién celular por medio de distintos mecanismos fisiopatolégicos, donde
sobresalen, la sobreexpresién de distintas sustancias que van a favorecer el crecimiento y
reparacion tisular. Estos procesos van a tener impacto sobre los distintos tejidos derivados del
mesénquima embrionaria, donde, los ovarios estaran directamente beneficiados, luego de que
se presente el envejecimiento o la disfuncién por distintas causas de este tejido, el PaRP podria
favorecer a una reversion del proceso nocivo de tal forma impactaria directamente sobre la

calidad ovocitaria y la tasa de éxito de las técnicas de reproduccion asistida.

En los ultimos afios, el manejo de las pacientes con mala respuesta ovarica sigue siendo un
desafio, en la tecnologia moderna de reproduccioén asistida, se han implementado protocolos de
estimulacion ovarica controlada que junto a la adicién de adyuvantes antes o durante los ciclos
estimulados, muestran resultados alentadores, el PaRP dado su mecanismo de accion, tiene un

potencial beneficio a nivel ovarico .

Publicaciones recientes han mostrado que el PRP ha surgido como un tratamiento prometedor
para aumentar la fertilidad en la mujer con pobre respuesta a ciclos de estimulacion ovarica. Por
lo que el objetivo de este estudio sera valorar la respuesta ovarica (niveles de FSH, HAM, CFA,
namero de ovocitos MIl recuperados y de embriones) posterior a la inyeccion intra ovarica de

PRP en pacientes con baja respuesta ovarica documentada en un ciclo previo.

Sin embargo, no existe suficiente evidencia del efecto del PaRP sobre los niveles de FSH, HAM,
recuento folicular antral y de los resultados reproductivos destacando la calidad ovocitaria. Un
potencial efecto positivo del uso de PaRP, favoreciendo como coadyuvante a un grupo
seleccionado de pacientes que tienen un prondstico limitado, generando asi, una probabilidad de

éxito.

CAPITULO IV
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las tendencias a nivel mundial y en México apuntan a una alta prevalencia de infertilidad y una
disminucion en la calidad ovarica por factores como la edad materna avanzada, y otras asociadas
al estilo de vida, por lo que es necesario desarrollar nuevas estrategias que permitan lograr

mayores tasas de embarazo.

La evidencia disponible indica que el PRP podria ser una potencial estrategia para mejorar la
respuesta ovarica (los niveles de FSH, HAM, el conteo folicular antral y el nimero de ovocitos
recuperados). Por lo que es importante evaluar el PRP en CeUMeR.

Con lo que surgio la pregunta de investigacion.

¢,Puede la inyeccion intraovarica de PaRP mejorar la respuesta ovérica en pobre
respondedoras?
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CAPITULO V

HIPOTESIS

Hipotesis nula
La respuesta ovérica (FSH, HAM, CFA y numero de MIl recuperados) en pacientes pobres
respondedoras después de la inyeccidén de PaRP, es igual a la obtenida en el ciclo previo.

Hipotesis alternativa
La respuesta ovérica (FSH, HAM, CFA y numero de MIl recuperados) en pacientes pobres
respondedoras después de la inyeccién de PaRP es mayor a la obtenida en el ciclo previo.
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CAPITULO VI

OBJETIVOS

Objetivo general:

» Evaluar la respuesta ovérica de pacientes con baja respuesta ovéarica posterior a la
inyeccion intra ovarica de plasma autologo rico en plaquetas.

Objetivos especificos:

» Estandarizar el protocolo de obtencién de PaRP.

« Comparar los niveles hormonales de FSH al inicio de la estimulacion ovarica del ciclo
post-inyeccion intraovarica de PaRP con los del ciclo basal.

» Comparar la reserva ovarica mediante CFA y niveles de HAM previos y posteriores a la
inyeccion intraovérica de PaRP.

« Comparar el nimero de ovocitos metafase Il obtenidos en el ciclo previo vs el ciclo
posterior a la inyeccién de PRP.
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CAPITULO VII

MATERIAL Y METODOS

Se realizo un estudio piloto en el que se incluyeron mujeres con diagndstico de baja reserva
ovdrica, las cuales cursaban con infertilidad primaria, secundaria o deseo de preservacion de la
fertilidad, y que acudieron al Centro Universitario de Medicina Reproductiva (CeUMeR), del
Hospital Universitario “ Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad Autébnoma de Nuevo Leo6n
en el periodo de Mayo 2023 a Diciembre2024, que se sometieron a tratamientos de fertilidad con
técnicas de reproduccién asistida de alta complejidad (FIV-ICSI). Se incluyeron mujeres que
consultaron por infertilidad que cumplian los criterios de inclusién, ppacientes del grupo 3y 4 de
acuerdo con los criterios de POSEIDON, niveles de hemoglobina = a 11g/dl, niveles de plaquetas
= a 150,000 m/l, se excluyeron las pacientes con falla renal crénica o enfermedad hematoldgica

activa (Recuento de plaquetas < a 150,000).

Reclutamiento

El reclutamiento de pacientes se desarroll6 durante la consulta de CeUMeR, se identificaron
aquellas pacientes que cumplian con los criterios establecidos para clasificarse como pobres
respondedoras, de acuerdo con los parametros clinicos y de laboratorio. Estas pacientes fueron
invitadas a participar en el protocolo de investigacion, se explicé detalladamente el propésito y
los procedimientos del estudio. Se proporcion6 a cada paciente un formato de consentimiento
informado, garantizando que tuvieran el tiempo necesario para su lecturay comprension, ademas
de responder cualquier pregunta que surgiera. Una vez que la paciente expresé su conformidad,
se procedi6 a obtener su firma en el formato de consentimiento informado, formalizando asi su

participacion en el estudio.

Las pacientes seleccionadas se sometieron a un ciclo de estimulacion ovarica controlada vy
puncién folicular, siguiendo los protocolos estandar del CeUMeR. Como parte de las mediciones
basales, se realizaron analisis hormonales (FSH y AMH) y un conteo de foliculos antrales (CFA)
durante los dias 1 a 3 del ciclo menstrual. Estos datos iniciales permitieron establecer un punto
de referencia para evaluar los efectos posteriores de la intervencion.

Previo a la realizacion de la puncion folicular, se extrajeron ~ 30 mL de sangre del antebrazo

izquierdo de la paciente. Para garantizar la calidad de la muestra, la sangre se recolecto en tubo
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de solucion ACD de vidrio vacutainer ™ con anticoagulante de citrato 4cido de dextrosa (tapén
amarillo), evitando asi la activacion plaquetaria prematura. Esta sangre fue inmediatamente

procesada para la obtencién del PaRP.

Tras la aplicacion, se esper6 de 1 a 3 ciclos para siguiente ciclo de estimulacién y mediciones
hormonales, durante el cual se llevé a cabo un segundo ciclo de estimulacién ovarica controlada,
siguiendo exactamente el mismo protocolo de estimulacion utilizado previamente. Se repitieron
las mediciones hormonales (FSH y AMH) y el CFA entre los dias 1 a 3 del ciclo para comparar

los resultados con los datos previos a la aplicacion del PRP.

Estandarizacién para la obtencién del PRP

En una primera etapa, contamos con la valiosa colaboracién de un grupo de voluntarias de la
institucion, quienes ofrecieron su participacién en el proceso de estandarizacion, facilitando la
extraccion de sangre para el desarrollo del protocolo.

Se investigd y se estudiaron diferentes protocolos, sin embargo, el descrito por el Dr. D.H. Barad
y colaboradores, aseguraba su calidad, efectividad y reproducibilidad, a continuacién, se
describen los pasos del procedimiento:

Inicialmente, se obtienen seis tubos de solucion ADC de vidrio Vacutainer ™, cada uno con un
volumen de 9 ml. Posteriormente, se realiza una centrifugacion inicial a 2000 RPM durante cinco
minutos, tras lo cual el plasma es transferido a dos tubos cénicos de 15 ml, los tubos con plasma
son sometidos a una segunda centrifugacion a 3200 RPM durante tres minutos. Después de este
proceso, se extrae el plasma cuidadosamente hasta dejar un pellet, ajustando un volumen final
de 3.5 ml en cada tubo Falcon.

Para la cuantificacion plaquetaria, se toma 1 ml de plasma y se transfiere a un tubo rojo sin
aditivos. Al plasma restante, se le agrega gluconato de calcio 0.15:1ml por cada mililitro de PRP
para activarlo. Se permite la formacion de un coagulo durante 8 a 10 minutos, agitando
intermitentemente.

Finalmente, se realiza una ultima centrifugacién a 3000 RPM durante 5 a 8 minutos, separando
el plasma activado, que queda listo para su aplicacion.

Se realizo un andlisis detallado de las limitaciones encontradas durante la preparacion del PaRP
segun el protocolo previamente descrito, asi como las soluciones implementadas para optimizar
el procedimiento. Este enfoque busca garantizar una preparacion mas eficiente, segura, efectiva

y reproducible del PRP para aplicaciones clinicas.
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Limitaciones Identificadas

Durante la preparacion del PRP, enfrentamos varios desafios que comprometian tanto la

comodidad del paciente como la calidad del producto final. Entre estas limitaciones destacan las

siguientes:

1.

Tiempo prolongado para la extraccién de sangre: Completar los 6 tubos, tomaba mas de
30 minutos, generando inconvenientes logisticos, afectando eficiencia en la elaboracion
y aplicacion.

Mayor numero de pinchazos en la piel: el sistema de extraccion gota a gota, en ocasiones
requeria multiples venopunciones, lo que incrementaba incomodidad para la paciente y
molestias.

Disminucion  del conteo plaquetario final por retencibn del pellet:
Dejar el pellet de glébulos blancos y plaquetas en el tubo tras la centrifugacion afectaba
negativamente la concentracion final de plaquetas.

Formacion de coagulos: La falta de mezcla continua durante el proceso de activacion
favorecia la formacién de un coagulo, esto dificultaba la separacién del plasma activado,
prolongaba el tiempo del procedimiento y comprometia la calidad del PRP.

Soluciones Implementadas

Con el objetivo de superar estas limitaciones, se introdujeron varias modificaciones al protocolo

inicial. Estas mejoras fueron disefiadas para optimizar el proceso, minimizar la incomodidad del

paciente y maximizar la calidad del PRP obtenido:

1.

2.

Reduccion del nimero de tubos necesarios: Se decidio disminuir el nimero de tubos
utilizados durante la extraccién de sangre. Este cambio se implementé sin comprometer
el volumen final requerido para la aplicacion del PaRP, ajustando el protocolo para
concentrar mas eficientemente las plaguetas en menos tubos.

Aumento en el tiempo de centrifugacion:
Se ajustaron los parametros de centrifugacién, incrementando el tiempo para concentrar
el conteo plaquetario en el sedimento de manera més efectiva. Este cambio contribuy6 a
obtener un producto final con una mayor densidad de plaquetas, mejorando su potencial
terapéutico.

Remocién del pellet de sedimento tras la centrifugacion:

Con el fin de mantener los niveles 6ptimos de plaquetas en el PaRP, se establecio la
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remocion del pellet de glébulos blancos tras la primera centrifugacion. Aseguro una mayor
concentracion de plaquetas en el producto final. Adicionalmente, se valord la
concentracion plaquetaria en esta etapa para garantizar que los niveles alcanzaran los
parametros adecuados.

4. Mezcla continua durante la activacion plaquetaria: Para evitar la formacion de coagulos
organizados y facilitar la separacion del plasma activado, se implementé una técnica de
mezcla continua durante el proceso de activacion. Este enfoque permitié una distribucion
uniforme de las plaquetas activadas y una mayor organizacién del coagulo, lo que facilitd

su manipulacion y mejoré la calidad del PaRP.

Resultados y Beneficios Observados
Tras la implementacion de estas soluciones, se observaron mejoras significativas en varios
aspectos del procedimiento:

e Mayor comodidad de la paciente

e Optimizacién del conteo plaguetario

o Eficiencia

o Calidad del PaRP

Protocolo para la obtencién del PRP

Posterior a la estandarizacion (ver seccion de resultados) Se establecio el siguiente protocolo
como el que se empled para el estudio, En primer lugar, se obtuvo sangre por venopuncion y se
colecto en tres tubos de solucion ADC de vidrio Vacutainer ™, se mezclaron por inversion para
asegurar la mezcla homogénea. Posteriormente para separar los elementos formes de la sangre,
se centrifugaron a 3200 revoluciones por minuto (RPM) durante 10 minutos en la centrifuga
Thermo Scientific ™, Medifuge ™. Una vez concluida la centrifugacion, el plasma fue

cuidadosamente transferido a dos tubos cénicos de 15 ml.

Posteriormente, se sometieron a una segunda centrifugacion a 2000 RPM durante 5 minutos. Al
finalizar este proceso, se descart6 el plasma del sobrenadante hasta dejar aproximadamente 3.5
ml de plasma incluyendo la capa de glébulos blancos y limitando la extraccion de globulos rojos.
Se ajusté un volumen final de 3.5 ml en cada tubo Falcon, para tener un volumen de 7ml, la

mezcla obtenida se Re suspendi6 y se tom6 una alicuota de 1 ml de plasma y se transfirié a un
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tubo rojo sin aditivos, para la cuantificacion de plaquetas. Este paso permitio verificar la calidad

del PRP obtenido antes de proceder con su activacion.

Se procedi6 a la activacion plaquetaria, la cual se llevé a cabo agregando gluconato de calcio a
una proporcién 0.15:1ml. Se permitio la formacién de coagulo mientras se mezclaba
continuamente para evitar la adherencia a las paredes del tubo, que dificulten la extraccion del
plasma activado. Este medio estimula la liberacién de factores de crecimiento, esenciales para
las aplicaciones clinicas del PRP. Durante el proceso de activacion, se permitié la formacién de
un coagulo, manteniendo una mezcla continua durante 8 a 10 minutos para garantizar una
distribuciéon uniforme y prevenir la formacion de estructuras organizadas que dificulten el manejo

posterior (extraccién).

Finalmente, el PRP activado fue sometido a una ultima centrifugacion a 3000 RPM durante 5 a

8 minutos. Esto permitio la separacion del plasma activo, para su aplicacion.

Aplicacién del plasma

La aplicacion, se realizé después de realizar la aspiracion folicular, mediante una guia ecografica
transvaginal, una vez la paciente se encuentre sedada o bajo anestesia general segun sea el
caso, se introduce un transductor ecografico endocavitario con una aguja acoplada a través de

la vagina hasta llegar a los ovarios.

Bajo visualizacion directa se localizan lo ovarios recién aspirados, y con la aguja conectada a un
sistema de doble via, y con el plasma cargado en una jeringa de 10 cm3, se introduce
cuidadosamente la aguja en la corteza de cada ovario, posteriormente se aplica presion positiva

aplicando 2.5cm3 de plasma en 4 punciones a la corteza ovarica figura 2a, 2b, 2c.

Posteriormente se repite el procedimiento en el ovario contralateral, durante este procedimiento
se evalla continuamente la posicién de los ovarios para lograr una aplicacién completa y segura,
minimizando movimientos bruscos para evitar lesiones en estructuras cercanas como vasos

sanguineos o intestinos.
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\
¥ Ovario izquierdo

Figura 2: Secuencia en la aplicacién de PaRP (A): Ovario izquierdo por via ultrasonografica intravaginal, con
transductor de 10mHz, en posicion para realizar la puncion y administrar el PRP (B): ilustra la aguja de
aspiracion folicular de 12G*25’, con sistema de doble luz, ingresando a la corteza ovarica (flecha) (C): Se
observa el push de instilacion de PRP en la corteza ovarica.

Es importante destacar que la aplicacion de todos los PaRP en este protocolo fue realizada por
un unico operador. Esto asegurd la estandarizacion del procedimiento, evitando variaciones en
la técnica de aplicacion que pudieran influir en los resultados. Al mantener la consistencia en la
ejecucion, se garantiza mayor rigor en el estudio y se refuerza la validez de los hallazgos
obtenidos, permitiendo atribuir los efectos observados exclusivamente al tratamiento y no a
diferencias en la técnica empleada.

Tras la aplicacion del plasma la paciente continua con el protocolo institucional de recuperacién
post aspiracion folicular, se vigilan efectos adversos de la anestesia, complicaciones como dolor

pélvico, sangrado vaginal entre otras.
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Célculo del tamafio de muestra:

Dado que existe informacién limitada con respecto a la aplicacion del PaRP en pacientes con
baja respuesta ovarica en el contexto de infertilidad, se llevé a cabo un estudio piloto con el
objetivo de explorar los resultados de la aplicacion de este mismo u obtener datos preliminares
gue puedan guiar investigaciones futuras, este estudio incluyo 18 pacientes que cumplieron los
criterios de inclusién y exclusion, sin embargo 7 de ellas completaron el protocolo de las cuales
se describieron las caracteristicas.

Andlisis de datos
Se analizaron las variables cuantitativas, se representaron con medidas de tendencia central
(media, mediana) y de dispersién (desviacion estandar) e Intercuantil respectivamente. Con

respecto a las variables cualitativas, se presentaron como frecuencias y proporciones.

Se evaluaron la normalidad de las variables mediante la prueba de Shapiro Wilk; para comparar
las diferentes variables de la reserva ovarica (FSH, AHM, CFA), asi como el nUmero de ovocitos
y ovocitos maduros, pre y post aplicacion de PaRP, se compraron con la prueba de T-student
para muestras pareadas. Para las variables cuantitativas, se evaluara la normalidad de las
variables continuas por medio de la prueba de normalidad Shapiro Wilk. Y se empleé la prueba

de T-student o U de Mann-Whitney segun corresponda.

Los analisis estadisticos se realizaron en GraphPad Prism version 8.0.0 para Windows (San

Diego, California, USA). Se considero un valor de p<:0.05 como significativo.

La Gestidn de datos se realizé con cada paciente a quien se le asigné un identificador Unico para
garantizar la confidencialidad de la informacién. Los datos fueron almacenados electrGnicamente
en una hoja de célculo de Microsoft Excel (2020), desde la cual se realizé el analisis estadistico
correspondiente, permitiendo evaluar el impacto del PaRP en los parametros hormonales de las

participantes.
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CAPITULO VIl

ASPECTOS ETICOS

El presente protocolo fue aprobado por el Comité de Etica y Comité de investigacion del Hospital

Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”, con numero de registro GI23-00015
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CAPITULO IX

RESULTADOS

Estandarizaciéon de la preparacion del PaRP

Para seleccionar la técnica mas eficiente en la preparacion de PaRP, se evaluaron 3 protocolos
diferentes, utilizando muestras obtenidas de voluntarias, cada protocolo fue analizado en
términos de su eficacia en la recuperacion de plaquetas, con el objetivo de identificar el de mayor

calidad y recuperacién del producto final, se evaluaron 3 protocolos los cuales se detallan en la

Tabla 3.

Tabla 3.- Protocolos para la preparacién de PaRP.

Protocolo 1

Protocolo 2

Protocolo 3

w

1.

10.

Se obtuvieron =50 ml de
sangre en tubos con
soluciéon ACD.

. Centrifugacién a 3800

rpm durante 10 min.

. Separacién de plasma
. Centrifugacién a 1500

rpm durante 5 minutos

. Eliminar el sobrenadante

hasta recuperar 7 ml de
plasma.

. Separar 1-2 ml para

cuantificacion de
plaguetas.

. Activacion de PRP con

gluconato de calcio
(0.15:1)

. Permitir la formacion del

coagulo.

. Centrifugar a 3000 rpm

durante 5-8 min.
Separar el plasma.

1.

w

Se obtuvieron =20 ml de
sangre en tubos con
solucion ACD.
Centrifugacién a 2000
rpm durante 5 min.
Separacion de plasma
Centrifugacién a 3200
rpm durante 3 minutos.
Eliminar el sobrenadante
hasta dejar el pellet y
recuperar 7 mL.
Separar 1-2 ml para
cuantificacion de
plaguetas.

Activacion de PRP con
gluconato de calcio
(0.15:12).

Permitir la formacion del
coagulo.

Centrifugar a 3000 rpm
durante 5-8 min.

10. Separar el plasma.

w

10.

Se obtuvieron =50 ml de
sangre en tubos con
soluciéon ACD.

. Centrifugacién a 800 rpm

durante 15 min.
Separacion de plasma.
Centrifugacién a 2000
rpm durante 5 minutos.

. Eliminar el sobrenadante

hasta dejar el pellet y
recuperar 7 mL.

. Separar 1-2 ml para

cuantificacion de
plaguetas.

. Activacion de PRP con

gluconato de calcio
(0.15:12).

. Permitir la formacion del

coagulo.

. Centrifugar a 3000 rpm

durante 5-8 min.
Separar el plasma.
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Como se observa en la Tabla 4, en las tres voluntarias, se presenta el porcentaje de recuperacion
plaquetaria correspondiente a cada evaluacion. Se observé una eficiencia de recuperacion
superior al 100% al emplear la técnica 1 y 2 en los individuos 2 y 3, evidenciando una mayor

eficiencia en la concentracion plaquetaria obtenida.

Basandonos en estos hallazgos, se determiné que el Protocolo 2 ofrece las condiciones Optimas
para la preparacion de PRP. Esta decision se fundamenta en su capacidad para garantizar un
producto de alta calidad, asegurando asi la reproducibilidad y efectividad, por lo cual este

protocolo se empled para el uso en las pacientes.

Tabla 4.- Comparacion del porcentaje de recuperacion segun la técnica de preparaciéon de PaRP.

% RECUPERACION

Protocolo1 Protocolo 2  Protocolo 3
INDIVIDUO 58
1
INDIVIDUO 206 186
2
INDIVIDUO 246 272 94
3

Efecto del PaRP

Se incluyeron un total de 18 participantes que cumplian criterios de inclusion, La edad media fue
de 35.06 * 3.2 afios, el IMC fue de 26.5 + 5.4 kg/m2, la cuenta plaquetaria inicial fue de 274.2 +
55.8 y post preparacion de PRP 335.6 £ 167.4 con p= 0.07 con una recuperacion superior del
100%, El valor promedio de FSH en las 18 pacientes fue de 20.90 + 14.49, la AMH 0.34 + 0.36,
CFA pre 4.05 + 2.20 y post 4 + 2.8, Ovocitos totales 3.94 + 2.60 y MIl 2.83 + 2.59 como se

documenta en la figura (Figura 3).
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Figura 3. Recuperacion plaguetaria pre y post (18 pacientes).

Evaluacién de la respuesta ovarica post aplicacién intraovarica de PaRP.

De las 18 pacientes que iniciaron el protocolo y recibieron la aplicacién de PaRP durante su
primer ciclo de estimulacion ovarica controlada, 7 pacientes regresaron para realizar un segundo
ciclo de estimulacion, donde se sometieron nuevamente a las pruebas hormonales y conteo
folicular antral, para completar asi los datos pre y post aplicacion de plasma, lo que represento

un seguimiento completo en un 38.8% de los casos.

Al analizar las caracteristicas clinicas de estas 7 pacientes, se observé que en ninguna de ellas
se identific6é un factor masculino como causa de infertilidad, lo que permitié enfocar la evaluacion
exclusivamente en factores relacionados con la funcion ovarica y los efectos del PaRP

funcionando ellas mismas como control.

En estas 7 pacientes la edad promedio fue de 35.8 + 3.5 afios y el IMC promedio fue de 26.7 +

6.0 kg/m?, y los niveles de hemoglobina grafica fueron de 12.9 + 1.1 (Grafica 4).
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Figura 4. Caracteristicas generales de las participantes

Las plaquetas mostraron una recuperacion superior al 100%. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de FSH, AMH, CFA o el conteo plaquetario total
Tabla 5.

Tabla 5. Comparacion de los niveles hormonales y CFA, pre y post aplicacién de PaRP.

Variable Pre Post p-value
Plaquetas 266.7 +42.3 355.6 + 167.4 0.83
FSH 13.50+ 7.35 14.25 + 6.62 0.64
AMH 0.25+0.22 0.36 + 0.26 0.41
CFA 3.7+17 4+28 0.70

En cuanto al conteo de ovocitos totales pre-aplicacion de PRP fue de 3.9 + 2.6 con p:0.6, y el
total de ovocitos inmaduros fue de 0.57 £ 0.78 con p:0.1, por lo que no se observa un aumento

significativo del total de ovocitos totales o inmaduros.
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Al compara el nimero de ovocitos maduros se observé una tendencia o incremento en el nimero
de ovocitos, sin embargo, no alcanzo significancia estadistica, lo que podria indicar un potencial

efecto positivo (p = 0.06) (Figura 5).

Numero de ovocitos

Figura 5. Numero de ovocitos maduros (Mll) antes y después de aplicacion de PaRP

Destacamos una paciente de 40 afios, diagnosticada con infertilidad secundaria, 15 afios de
evolucion, logré un embarazo espontaneo dos meses después de la aplicacién del PaRP. Sin
embargo, esta gestacion presenté complicaciones y no logré evolucionar satisfactoriamente,
culminando en un aborto a las 10 semanas de gestacion. Este caso, identificado como "Caso 2",
destaca un evento relevante en el contexto del protocolo, evidenciando una posible respuesta
inicial al tratamiento, aunque sin un desenlace favorable, ademas se realiz6 transferencia de

embriones en 2 pacientes, las B HCG se reportd negativa en ambas pacientes.

En cuanto a la seguridad del procedimiento, ninguna de las pacientes reporté complicaciones
posteriores a la aplicaciéon del PaRP. Especificamente, no se observaron casos de fiebre, dolor
pélvico significativo ni otras reacciones adversas asociadas al procedimiento, lo que refuerza la

seguridad del protocolo empleado.
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CAPITULO Xl

Discusion

En la presente investigacién evalla el efecto de la inyeccién intraovarica de PaRP en mujeres
con baja reserva ovarica, nuestros hallazgos mostraron que los niveles hormonales de FSH, HAM
y el CFA, no mejoro significativamente antes y después de la aplicacién intraovarica de PaRP,
sin embargo, es relevante enfatizar que el pardmetro de ovocitos maduros mostré una tendencia
cercana a la significancia estadistica, lo que podria indicar un potencial efecto positivo del
tratamiento en este indicador, se, resalta la necesidad de incrementar el nUmero de pacientes

para confirmar y ampliar estos hallazgos.

Ademas, se obtuvo un embarazo espontaneo luego de 2 meses de la aplicacion del PaRP, en
una paciente con larga historia de infertilidad secundaria (15 afios). Sin embargo, la gestacion no
evolucion6 satisfactoriamente y culmind en un aborto espontaneo, sin lograr el nacimiento de un

recién nacido vivo, destacando un posible efecto inicial del tratamiento.

Estudios previos ya han buscado relacionar la inyeccién intraovarica de plasma rico en plaguetas
y la mejoria en distintos parametros hormonales relacionados con fertilidad*>>-?8, Sfakianoudis
y colaboradores, informaron mejoria significativos en los niveles de HAM, CFA vy la regularidad
en los ciclos menstruales en pacientes con insuficiencia ovarica prematura, con una restauracion
de hasta el 60% de los ciclos menstruales y una tasa de nacidos vivos del 30%?°, Cakiroglu y
colaboradores demostraron que la inyeccién de PRP en mujeres con baja respuesta, aumento el
conteo folicular antral, disminuyo los niveles de FSH y aumento la HAM, principales marcadores
de reserva ovarica con una diferencia estadisticamente significativa(p=<0.01), ademas el 8% de
las pacientes logro un recién nacido vivo, ya fuese mediante FIV o de manera espontanea, y otro
8% logro congelar embriones?’. Pantos y colaboradores, describieron una series de casos de
aplicacion de plasmarico en plaquetas en 3 pacientes con insuficiencia ovarica prematura, donde
se lograron restauracion espontanea de los ciclos menstruales y embarazos con recién nacidos

vivos en las 3 pacientes?®®.
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Sin embargo, la evidencia en otras revisiones no es concluyente, Farimani y colaboradores,
demostraron que si bien el numero total de ovocitos y el namero total de MIl aumentaron
significativamente después de la aplicacion de PRP, no obstante la FSH, la LH, el estradiol, no

mostraron una mejoria significativa®.

El mecanismo exacto de la accién del PRP en la promocion de la foliculogénesis y la funcién
ovérica aun no se entiende bien, se enfatiza que el PRP podria desempefiar un papel
fundamental en el desarrollo de procesos fisiolégicos de angiogénesis, crecimiento celular,
apoptosis, control de la inflamacion, proliferacion celular y migracién celular®, lo granulos de las
plaguetas contienen grandes concentraciones de factores de crecimiento importantes como el
factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el factor
de crecimiento transformante B (TGF-B), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
factores de crecimiento similares a insulina 1 y 2 (IGF-1 e IGF-2)*2, los Ultimos estudios
demuestran que la lesibn mecénica, junto a la aplicacién del PRP, podria activar la polimerizacion
de actina, proceso que lleva a la interrupcion de la via de la proteina quinasa Hippo (Hpo), la cual
tiene un papel crucial en la activacion y desarrollo folicular, la via Hpo aun se encuentra en
investigacion y seria valioso esclarecerla como parte el mecanismo de accién del PRP, sin
embargo se sabe que el efecto que ejercen los factores de crecimiento derivados de plaqueas
pueden mejorar el microambiente ovarico, aumentar la activacion y estabilizacién vascular e
incluso podria resultar en el desarrollo de ovocitos de Novo a partir de células madre

precursoras®.

La mayoria de los estudios de pacientes que fueron sometidas a PRP intraovarico, no han
evaluado la tasa de implantacion, la tasa de embarazo clinico, la tasa de aborto espontaneo y la
tasa de nacidos vivos, sin embargo Farimani y colaboradores valoraron la tasa de embarazo en
mujeres con pobre respuesta ovarica de acuerdo a los criterios de POSEIDON y han informado
una tasa de embarazo de 14.6% entre estas mujeres®’, En el presente estudio, se documentd un
caso de embarazo clinico en una paciente de 40 afios diagnosticada con infertilidad secundaria
con més de 15 afios de evolucion. Este evento ocurri6 tras la aplicacion de PaRP como parte del
protocolo experimental. La paciente no habia logrado concebir previamente mediante otros
métodos, lo que resalta la importancia de este resultado, Aunque se trata de un Unico caso dentro
del estudio, este hallazgo sugiere un posible efecto beneficioso del PaRP en la funcion

reproductiva.
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Actualmente no existe un acuerdo sobre el numero estandar de inyecciones intraovaricas, la
localizacion (cortical o subcortical) o la frecuencia de la aplicacion del PRP, se eligio el
tratamiento de 3 meses, basandose en el principio fisioldgico de que el desarrollo folicular lleva
de 90 a 120 dias desde el momento del reclutamiento del foliculo primordial hasta las etapas
finales del desarrollo antral®’?12233  existen diferentes métodos de preparaciéon y
concentraciones de PRP, que puede dar como resultado diferentes productos y a su vez pueden
tener diferentes efectos, en este estudio se desarrolld y protocolizo la preparacion del PaRP, con
el objetivo de garantizar la calidad y homogeneidad en la aplicacion de los concentrados
plaguetarios a nivel intraovarico, se recolecto la sangre periférica, se centrifugo 2 veces, después
de la primera centrifugacion, la capa leucocitaria y de plaquetas fue transferida a otro tubo, para
asi realizar la segunda centrifugacién, se realizé activacion plaquetaria con gluconato de calcio
(10% en 100ml), agregando 0.15ml por cada ml de plasma, y posteriormente la aplicacién de
2.5cm3, en cada ovario de acuerdo al protocolo descrito previamente, la concentracion de plasma
activo inyectado era mayor del 100% superior a la concentracion basal del suero en promedio,
este enfoque estandarizado, permite garantizar la consistencia en la calidad del producto
obtenido, optimizando su efectividad y seguridad, al eliminar variaciones del procedimiento, se
facilita la comparacién de resultados entre estudios y se refuerza la validez cientifica de los
hallazgos.

Dentro de las fortalezas de este estudio encontramos la capacidad para generar evidencia
preliminar sobre la seguridad, factibilidad del uso de esta terapia en el contexto clinico de la
infertilidad. Este disefio piloto, permite identificar tendencias iniciales en los efectos del PaRP, Y

evaluar la viabilidad del protocolo antes de implementarlo en estudios a gran escala.

Otra fortaleza importante es que la implicacién de la aplicacion del plasma autdélogo minimiza los
riesgos de reacciones inmunolégicas adversas, reforzando asi el perfil de seguridad del

tratamiento.

Es importante destacar que la aplicacion y preparacion de todos los PaRP en este protocolo fue
realizada por los mismos operadores. Garantizando la estandarizacion del procedimiento,
evitando variaciones en las técnicas de aplicacion y desarrollo del PaRP. Este enfoque minimiza
sesgos relacionados con los operadores y fortalece la reproducibilidad del protocolo en futuros

estudios.
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Estos hallazgos son particularmente valiosos en el contexto de nuestro centro, ya que permite la
individualizacion de la aplicacion de terapias emergentes claves, en los diferentes contextos de
infertilidad, brindando asi oportunidades para todas las pacientes de acuerdo con si contexto

clinico.

Una limitacion importante del estudio es el bajo nimero de pacientes que completaron el
protocolo, lo que restringe la generalizacion de los hallazgos. Ademas, el seguimiento limitado a

dos ciclos no permite evaluar los efectos a largo plazo del PaRP.

No hay informes de ningun efecto adverso grave asociado a la inyeccion de PaRP en los ovarios,
ademas no se observaron efectos secundarios en los ovarios, sin embargo, se reconoce que el
efecto a largo plazo de la administracion de factores de crecimiento en un tejido conlleva a un

riesgo tedrico de inducir una transformacién maligna.
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CAPITULO Xlil

Conclusioén

En este estudio piloto, la inyeccién intraovarica de plasma autélogo rico en plaquetas en mujeres
con baja reserva ovarica no mostré una mejoria estadisticamente significativa en parametros de
funcién ovarica, como niveles de FSH, AMH y CFA. Sin embargo, se observd una tendencia al
momento, en los ovocitos MII, lo que sugiere un posible efecto positivo del tratamiento. Sobresale
el caso de un embarazo espontaneo en una paciente con infertilidad de larga evolucion tras la
aplicacion de PaRP. Estos hallazgos preliminares sugieren que el PaRP podria tener un potencial
terapéutico, abriendo nuevas oportunidades para optimizar estrategias de estimulacién ovérica
en pacientes con baja reserva, aunque se requiere investigacion adicional dado el reducido

namero de pacientes incluidas.
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