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ANTECEDENTES 

Alrededor de un 17% de las parejas son infértiles en España y, por lo tanto, 
necesitarán recurrir a las TRA para tener hijos. A pesar de la intensa 
investigación en el campo de la infertilidad y su diagnóstico, las razones que 
subyacen a la incapacidad para concebir siguen sin conocerse en el 25% de los 
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casos (Gibss, 2008; Evers, 2002). Centrándonos en el factor femenino, la 
infertilidad puede estar causada por una reserva ovárica reducida, insuficiencia 
ovárica primaria o disfunciones relacionadas con el envejecimiento (Yazdekhasti, 
et al., 2016). De hecho, una de las principales razones de la infertilidad es la 
tendencia a retrasar la maternidad debido a los cambios socioeconómicos de 
nuestra sociedad. En 1990, la edad límite para que las mujeres tuvieran hijos era 
de 27 años, mientras que en 2014 la edad media era de 30,4 años. En 2016, el 
33% de los niños nacen de madres mayores de 35 años. 

Los primeros signos de envejecimiento ovárico aparecen alrededor de la 
treintena, con una disminución de la función ovárica y culmina con la reducción 
de la reserva ovárica y un aumento dramático de la tasa de aneuploidías entre 
los 38 y los 50 años (Richardson, et al., 2014). El envejecimiento ovocitario hace 
que el uso de TRA sea menos eficiente y más difícil, recomendándose el análisis 
PGS para evitar complicaciones durante el desarrollo embrionario (Scott et al., 
2013).  

Con la idea de rejuvenecer los ovarios, las mujeres con reserva ovárica 
comprometida serán tratadas con Danazol, que ha sido ampliamente utilizado 
anteriormente en pacientes que sufren endometriosis. El Danazol tiene la 
propiedad de reactivar la telomerasa a través de la vía del receptor estrogénico 
(RE), que puede actuar por medio de los elementos estrógeno-respondedores 
localizados en el promotor del gen de la telomerasa (Calado, et al., 2016). Este 
medicamento tiene la ventaja de causar pocos efectos secundarios y, en caso 
de cese del tratamiento, se elimina del organismo en 24 h. Sin embargo, las 
pacientes deberán ser precavidas e interrumpir el tratamiento si se quedan 
embarazadas. Dado que las pacientes que solicitan FIV tienen dificultades para 
los embarazos naturales, la posibilidad de que se produzca un embarazo no 
deseado es baja. 

Durante el desarrollo femenino se forman alrededor de seis millones de células 
germinales, pero el número de folículos disminuye con la edad (Vaskivuo et al., 
2003). Las mujeres que no adquieren seis millones de folículos durante el 
desarrollo o presentan niveles más altos de atresia, podrían tener una reserva 
ovárica prematuramente disminuida. Esta afección se da en el 15% de las 
mujeres de todo el mundo (Hayes et al., 2014) y afecta al 4-6% de las mujeres 
europeas menores de 40 años. Impone una barrera a la maternidad y puede 
tener efectos adversos en la vida de la mujer. Estos efectos son notorios cuando 
los niveles de estrógenos son bajos en el organismo femenino, afectando a 
diferentes sistemas corporales como el cardiovascular, óseo o neuronal 
(Podfigurna-Stopa et al., 2016), dando lugar a enfermedades que se asocian al 
envejecimiento. 

Una causa molecular primaria del envejecimiento es la longitud de los telómeros, 
que debe mantenerse adecuadamente para evitar la activación de otras vías que 
también contribuyen al envejecimiento celular y del organismo (López-Otin et al., 
2013). Los telómeros son estructuras nucleoproteicas localizadas en los 
extremos de los cromosomas,que en los mamíferos, consisten en varias 
repeticiones de la secuencia "TTAGGG" que terminan en un saliente 3'de ADN 
monocatenario. Las repeticiones teloméricas están unidas por un complejo 
proteico llamado Shelterina que está compuesto por seis subunidades (TRF1, 



TRF2, RAP1, TPP1, TIN2 y POT1), cuya función es proteger a los cromosomas 
de la degradación y las fusiones, así como la regulación de la longitud de los 
telómeros (Blasco 2005; de Lange, 2005). La longitud de los telómeros se acorta 
con cada división celular debido a la naturaleza unidireccional de la maquinaria 
de replicación (Olovnikov. 1973; Olovnikov, 1971). Cuando los telómeros son 
críticamente cortos, se activa la vía de respuesta al daño del ADN y, si la señal 
es persistente, las células se vuelven senescentes o, en última instancia, 
apoptóticas. La senescencia pone fin a la capacidad proliferativa de las células, 
y cuando esto ocurre a las células madre adultas, conduce a una homeostasis 
tisular deficiente y a una disminución de la función de los órganos que termina 
en el envejecimiento de los tejidos (Donate y Blasco, 2011). Los organismos 
nacen con una longitud de telómeros determinada y una tasa de acortamiento 
de telómeros definida. Los humanos nacen con 10-15 kb de repeticiones 
teloméricas y su tasa de desgaste telomérico es de 70 baes al año (Vera, et al., 
2012). Sin embargo, la longitud telomérica varía entre individuos de la misma 
edad, y aquellos con una longitud telomérica en el cuartil inferior, son más 
susceptibles de sufrir enfermedades asociadas al envejecimiento (Canela et al., 
2007). En este contexto, la longitud telomérica es un biomarcador de buena fe 
de la edad biológica. Además, la acumulación de telómeros cortos puede 
predecir la longevidad (Vera et al., 2012). De hecho, hay pruebas genéticas 
sólidas de la relación entre el acortamiento de los telómeros y el envejecimiento 
y la incidencia de enfermedades relacionadas con la edad, tanto en ratones como 
en humanos. En humanos, las mutaciones en el gen de la telomerasa o en 
aquellos genes implicados en el mantenimiento de los telómeros conducen a 
enfermedades como la disqueratosis congénita, la anemia aplásica, los 
síndromes mielodisplásicos y la leucemia (Martínez y Blasco, 2017; Kong et al., 
2013; Armanios et al., 2007; Yamaguchi, et al., 2007; Hemann et al., 2001). En 
ratones, se observa una llamativa disminución de la esperanza de vida 
acompañada de degeneración tisular cuando se inactiva o elimina el gen de la 
telomerasa (Blasco et al., 1997; Liu et al., 2002). El desgaste de los telómeros 
puede ser contrarrestado por la enzima telomerasa, que tiene un componente 
proteico (TERT) y un componente de ARN (TERC; Greider y Blackburn, 1987; 
Greider y Blackburn, 1985). Se trata de una transcriptasa inversa, que puede 
copiar ARN en ADN, siendo capaz de añadir repeticiones de novo en los 
extremos de los cromosomas, alargando los telómeros en aquellas células en 
las que está activa. La telomerasa se activa durante el desarrollo, en el estadio 
de blastocisto, reajustando la longitud de los telómeros de la especie 
(Schaetzlein et al., (2004). Las células con los telómeros más largos se 
encuentran en el mas celular interno del blastocisto (Varela et al., 2016; Varela 
et al., 2011). A medida que las células se diferencian, la telomerasa se inactiva, 
permaneciendo silenciada en el organismo adulto, excepto en la línea germinal, 
las células madre adultas y las células cancerosas, en las que se mantiene la 
longitud de los telómeros. 

Varios estudios apoyan la relación entre el desgaste de los telómeros y el fracaso 
reproductivo (Xu et al., 2017; Keefe, 2016; Butts et al., 2009). Durante el 
crecimiento y la maduración de los ovocitos, las células de granulosa (CG) tienen 
que proliferar intensamente, pero en las pacientes con reserva ovárica 
comprometida, la longitud relativa de los telómeros en las CG es corta y la 
actividad de la telomerasa está ausente, lo que compromete la capacidad 



proliferativa de estas células (Xu et al., 2017; Butts et al., 2009). Además, estos 
pacientes están expuestos a niveles más bajos de estrógenos (Xu et al., 2017), 
lo que podría conducir a la deficiencia de telomerasa en el GC, dado que en 
humanos, tanto los estrógenos como los andrógenos activan la transcripción del 
gen de la telomerasa a través de los elementos sensibles a estrógenos 
localizados en el promotor del gen de la telomerasa (Calado et al., 2009; Guo et 
al., 2003). De hecho, en pacientes con mutaciones en el gen de la telomerasa 
tratados con hormonas sexuales, el desgaste de los telómeros se reduce y los 
síntomas de los pacientes, mejoran durante varios meses después de finalizar el 
tratamiento (Townsley et al., 2016). 

El estudio de la vía de los telómeros en las CG y la sangre en humanos arrojará 
luz sobre los mecanismos moleculares que subyacen al envejecimiento ovárico 
prematuro y regular. El análisis de la sangre y las CG puede servir para identificar 
biomarcadores moleculares del envejecimiento ovárico, que podrían utilizarse 
para la detección precoz de esta afección. 

JUSTIFICACIÓN  

El reto de la paternidad en parejas en las que las mujeres sufren un 
envejecimiento ovárico prematuro o regular (debido a la decisión de retrasar la 
paternidad) se ha resuelto con la donación de ovocitos. Los ovocitos de mujeres 
jóvenes pueden favorecer el desarrollo embrionario y la implantación con una 
mayor tasa de éxito, ya que la probabilidad de aneuploidías en el ovocito es 
menor. La falta de información relacionada con el envejecimiento ovárico, que 
se da en mujeres mayores que no congelaron sus óvulos a una edad temprana, 
y la ausencia de biomarcadores que permitan la detección precoz del 
envejecimiento ovárico prematuro, conducen a situaciones en las que las 
mujeres no pueden transferir su propio material genético a sus hijos. 

Hasta ahora, no es posible ofrecer ninguna solución a estas parejas porque el 
"know how" para rejuvenecer el tejido ovárico es escaso. El campo científico aún 
no ha desvelado todos los mecanismos moleculares implicados en el 
envejecimiento ovárico ni la forma en que estos mecanismos operan en los 
ovarios, por lo que no existe ningún tratamiento para preservar los ovarios del 
decaimiento prematuro o del envejecimiento normal. 

La detección del decaimiento ovárico se produce cuando la mujer no puede 
quedarse embarazada de forma natural, por lo que en ese momento la reserva 
ovárica suele ser baja. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de encontrar 
buenos biomarcadores para predecir esta condición lo antes posible con el fin de 
abrir una ventana de tiempo para que médicos y pacientes puedan tomar 
decisiones y emprender acciones con el fin de preservar la fertilidad. 

OBJETIVOS 

Objetivo primario 

Definir un estudio piloto para determinar la distribución de la longitud telomérica 
en células de la granulosa para evaluar si es factible la reactivación de la 
telomerasa mediante esteroides sexuales (DANAZOL), en pacientes con baja 
reserva ovárica. 



Objetivos secundarios 

Para alcanzar el objetivo primario deben cumplirse los objetivos secundarios. 
Estos objetivos se estudiarán tanto en las mujeres tratadas (hormonas sexuales 
o sustancia inactiva) como en el grupo control (mujeres no tratadas con reserva 
ovárica normal). 

 Describir la longitud de los telómeros y la acumulación de telómeros cortos 
en sangre. 

 Determinar si existe una correlación entre los factores teloméricos en 
sangre y las células de la granulosa con el fin de encontrar nuevos 
biomarcadores para la detección precoz de la baja reserva ovárica 
prematura. 

 Determinación del daño del ADN en el interior del núcleo celular y del 
porcentaje de activación de proteínas implicadas en la senescencia. 

 Estudio del estado de protección de los telómeros por shelterinas en 
sangre y GC. Estudio de los efectos beneficiosos del tratamiento 
esteroideo sobre los parámetros de fecundación descritos a continuación 
(volumen y reserva ovárica, número total de ovocitos recuperados, calidad 
de los embriones, tasa de implantación y tasa de embarazo clínico). 

 Examen del volumen y la reserva ováricos antes y después del 
tratamiento con esteroides sexuales y comparación con pacientes con 
reserva ovárica normal. 

 Análisis del número total de ovocitos recuperados (especialmente 
ovocitos MII) tras la inducción de la ovulación en todos los grupos. 

 Análisis de la calidad de los embriones (morfología de los embriones), la 
tasa de implantación y la tasa de embarazo clínico (presencia de saco 
gestacional con latido cardíaco 4 o 5 semanas después de la 
transferencia). 

 Evaluación y registro de acontecimientos adversos. 
 
DISEÑO DE ESTUDIO 
 
Se trata de un estudio clínico piloto, aleatorizado, controlado, -ciego, de brazos  
paralelos con sustancia inactiva y medicamento. 
 

 Tipo de estudio: Intervencionista 

 Propósito principal: Tratamiento 

 Modelo de estudio de intervención: Asignación en paralelo. Grupo control 
compuesto por mujeres con reserva ovárica normal para comparar 
parámetros teloméricos y de fertilidad con el grupo con reserva ovárica 
comprometida. 

 Número de brazos: 2 

 Enmascaramiento: Cuádruple (participante, profesional sanitario, 
investigador, evaluador de resultados). Durante la primera visita al médico, 
las mujeres serán seleccionadas según los criterios de selección. Las que 
parezcan tener una baja reserva ovárica por ecografía serán informadas del 
ensayo y, si deciden participar, se les extraerá sangre para analizar los 
valores de AMH en sangre. En la segunda visita, las mujeres con baja reserva 
ovárica serán aleatorizadas 1:1 para recibir sustancia inactiva o Danazol de 



acuerdo con una lista de aleatorización generada por ordenador y preparada 
por el estadístico asociado. De esta forma, el grupo asignado será ciego 
hasta el momento de ejecutar el procedimiento de aleatorización. Momento 
en el cual, se revelará el grupo asignado. Las mujeres con reserva ovárica 
normal no serán aleatorizadas y sólo se incluirán como controles. Para 
mantener el cegamiento del ensayo, el Danazol y el placebo se suministrarán 
en cajas con blísteres (de PVC opaco y aluminio de aluminio). Sólo el/los 
delegado/s de medicación del ensayo en el centro dispensará/n el 
medicamento  y conocerá/n la asignación del tratamiento. 

 Asignación: Aleatorizado. 

CRITERIOS DE INCLUSIÓN  

- Proporcionar formulario de consentimiento informado firmado y en fecha. 

- Estar dispuesta a cumplir con todos los procedimientos del estudio y estar 

disponible durante la duración del estudio. Esto incluye la decisión de usar 

métodos anticonceptivos diferentes a las hormonas sexuales, como el uso de 

condones, durante el tratamiento con Danazol. 

- Edad comprendida entre 30 a 45 años. 

- En buen estado de salud general, demostrado mediante la historia clínica 

- Índice de masa corporal entre 18 y 30 kg/m2. 

- Mujeres con reserva ovárica normal (el valor de AMH debe ser igual o 

superior a 2ng/ml) o comprometida (definida como AMH <2ng/ml). 

- No haber tomado ninguna hormona sexual durante un mes. 

CRITERIOS DE EXCLUSIÓN 

- Embarazo o lactancia. 

- Tomar otras hormonas sexuales. 

- Mujeres con enfermedades en el corazón, hígado o riñón o tumores que 

dependen de hormonas sexuales masculinas o tumores dependientes de 

hormonas. 

- Mujeres que toman anticonvulsivos, medicamentos para la diabetes, 

anticoagulantes y antihipertensores: ciclosporina y tacrolimus y otros esteroides 

y estatinas. 

- Mujeres con sangrado genital irregular o con un trombo o enfermedades 

tromboembólicas. 

- Reacciones alérgicas conocidas a los componentes del producto del 

estudio (almidón de maíz y lactosa). 



- Haber recibido medicamentos de inducción de la ovulación hasta un mes 

antes de la inclusión en el estudio. 

- Cualquier cosa que ponga a la persona en mayor riesgo o impida su total 

cumplimiento o finalización del estudio. 

Los criterios para la interrupción/retirada de los participantes del ensayo fueron 

los siguientes: 

­ Embarazo 

­ Inelegibilidad (ya sea que surja durante el ensayo o retrospectivamente 

se haya pasado por alto en la selección). 

­ Desviación significativa del protocolo. 

­ Incumplimiento significativo del régimen de tratamiento o de los requisitos 

del ensayo. 

­ Un evento adverso que requiera la interrupción de la medicación del 

ensayo o la incapacidad de continuar cumpliendo con los procedimientos del 

ensayo. 

­ Progresión de la enfermedad que requiere la interrupción de la medicación 

del ensayo o la incapacidad para continuar cumpliendo con los procedimientos 

del ensayo. 

­ Retirada del consentimiento. 

­ No realización de un seguimiento adecuado a la paciente 

­ Si de repente necesitan tomar medicamentos contraindicados con 

Danazol por razones de salud. 

Si el medicamento es usado durante un mínimo de un mes, los datos obtenidos 

de estas pacientes son incluidos en el estudio. 

POBLACIÓN DE ESTUDIO 

La población de estudio está formada por un total de 45 pacientes con edades 
comprendidas entre los 35 y 40 años que se someten a un tratamiento de 
reproducción asistida. Los grupos de estudio son los siguientes: 

­ Grupo control: Mujeres con reserva ovárica normal (AMH≥2ng/mL) que no 
se les trata con ningún tratamiento (n= 15). 

­ Grupo de estudio: Mujeres con reserva ovárica comprometida 
(AMH<2ng/mL) que se someten a los siguientes tratamientos: 

o Tratamiento con Danazol (n=15) 

o Tratamiento placebo (n=15) 



El grupo control se emplea para comparar los parámetros teloméricos y de 
fertilidad con el grupo de mujeres con reserva ovárica comprometida. Como se 
ha comentado con anterioridad, con "reserva ovárica normal" hace referencia a 
mujeres mayores que aún tienen folículos en los ovarios, aunque obviamente la 
cantidad y la calidad es menor que en los ovocitos de una mujer joven. En otras 
palabras, las mujeres del grupo de control, independientemente de su edad, 
tienen un mayor número de folículos en comparación con las mujeres que 
pertenecen al grupo con reserva ovárica comprometida. 

El grupo de estudio está formado por mujeres con reserva ovárica comprometida. 
Este grupo está a su vez dividido en dos subgrupos, uno en el que a las pacientes 
se las trata con Danazol y otro en el que a las mujeres se les receta un placebo. 
De esta forma se logra evitar sesgos y establecer la línea base de fertilidad para 
mujeres con reservas ováricas comprometidas, permitiendo obtener resultados 
de mejor calidad. El placebo está formado por todos los componentes del 
Danazol salvo por el principio activo, de forma que, en caso de que el Danazol 
efectivamente mejore el resultado de la fertilidad, se pueda descartar la 
posibilidad de que la mejoría no venga dada por el principio activo, ya que el 
placebo contiene todos los componentes de la píldora, excepto el principio activo. 

DISEÑO DE LAS VISITAS 

- En la primera visita (Figura 1), se informará sobre el proyecto a los posibles 
participantes (los que cumplan los criterios de inclusión). Entrega del documento 
informativo y firma del consentimiento. El CI, firmado por el paciente, se recogerá 
antes de realizar cualquier prueba relacionada con el estudio. A las que decidan 
participar, se les solicitará la extracción inicial de sangre para analizar los niveles 
de AMH (para incluirlas en el grupo adecuado) y comprobar parámetros de salud. 
Se realizará un examen físico, que incluirá la exploración de las mamas para 
asegurarse de que ninguna de las participantes tiene nódulos mamarios. Se 
realizará una ecografía para tener un primer registro de los parámetros ováricos, 
como el volumen y el recuento de folículos antrales.  

- En la segunda visita, a las participantes se les realizará un examen físico, una 
prueba de embarazo y se les darán instrucciones si van a ser incluidas en el 
estudio (ya sea Danazol o sustancia inactiva). Se revisará la medicación 
concomitante. Se extraerá una muestra de sangre para medir la longitud de los 
telómeros. 

- En las dos visitas siguientes, los participantes se someterán a un examen físico 
y se les extraerá sangre para su análisis (tanto con fines de investigación como 
para comprobar su estado de salud). La medicación de estudio se repartirá 
según el grupo. Se revisará la medicación concomitante y se recogerán los 
efectos adversos. 

- En la quinta visita finalizará el tratamiento. Se realizará un examen físico. Se 
realizará una ecografía para valorar posibles cambios y se volverá a extraer 
sangre con los mismos fines descritos anteriormente. Se revisará la medicación 
concomitante. Se recogerán los efectos adversos y se comprobará el correcto 
cumplimiento de la pauta del tratamiento. 



- En las dos visitas (seis y siete) siguientes se realizará la estimulación ovárica 
según los protocolos, se revisará la medicación concomitante y se recogerán los 
efectos adversos. 

- En la octava visita se realizará una ecografía, extracción de sangre y recogida 
de ovocitos. Se separarán las células de la granulosa de todos los ovocitos 
extraídos de cada mujer, a fin de recogerlas para el análisis de los telómeros. Se 
generarán y cultivarán embriones en el laboratorio de FIV, para que en la 
siguiente visita se transfiera al útero el/los embrión/es de mejor calidad. Se 
revisará la medicación concomitante y se registrarán los efectos adversos. 

- En la visita número 10, se realizará una prueba de embarazo. Se revisará la 
medicación concomitante y se recogerán los efectos adversos. 

- Durante la última visita (visita 11) (6 semanas después de la visita 10) se 
realizará una ecografía para confirmar la viabilidad del embarazo. Durante este 
primer trimestre, podremos evaluar los abortos y los embarazos ectópicos. Se 
revisará la medicación concomitante y se recogerán los efectos adversos. Los 
abortos espontáneos y los embarazos ectópicos se registrarán como 
acontecimientos en el CRF. Se revisará la medicación concomitante y se 
recogerán los efectos adversos. 

- Las evaluaciones al final del ensayo se realizarán en la última visita programada 
del sujeto (visita 11 para mujeres con prueba de embarazo positiva o visita 10 
para mujeres con prueba de embarazo negativa). 

- Si alguna visita coincidiera con días festivos o fines de semana, se 
reprogramará para el primer día disponible en el horario del médico. 

- El grupo de control tendrá las visitas programadas similares a las comentadas 
anteriormente, con la excepción del tratamiento. Las mujeres del grupo de control 
tienen una reserva ovárica normal y se someterán directamente a la FIV, sin 
ningún retraso debido a un tratamiento. 
 

VARIABLES DE ESTUDIO 

­ Variable principal: 

o Longitud telomérica y acumulación de telómeros cortos en células de la 

granulosa: Medido en unidades arbitrarias de fluorescencia (a.U.) De 0 a 255 de 

intensidad de gris (8 bits) o kb (variable continua). 

­ Variables secundarias: 

o Actividad de la telomerasa: Producto de la amplificación por PCR, corrido 

en geles de acrilamida y cuantificado como intensidad de banda (variable 

continua) o analizado por PCR cuantitativa 

o Medición del daño del ADN: Si el daño es positivo, entonces deben 

aparecer diferentes focos en el núcleo de la célula. Se cuenta el número de focos 

presentes en los núcleos de al menos 100 células. Si hay daño en el ADN en los 

telómeros, entonces los focos γH2AX o 53BPI se colocalizan con los telómeros 



(marcados con el anticuerpo anti TRF1). Los puntos se cuentan y se expresan 

como porcentaje de células con ≥2 focos. (variable continua). 

o Otros factores teloméricos: La qPCR mide los niveles de expresión de 

ARNm del gen de la telomerasa y las shelterianas, que están involucrados en el 

alargamiento y la protección de los telómeros. Los niveles de proteína de las 

shelterianas también se miden tanto por inmunofluorescencia como por 

transferencia de Western. (variable continua). 

­ Variables dependientes: 

o Activación de p53 y p21: Es analizado por inmunohistoquímica. Si hay 

activación de estas proteínas, entonces se tiñe el núcleo o el citoplasma, o 

ambos compartimentos. Se puntúa el número de células positivas y el resultado 

se expresa como un porcentaje de células teñidas con respecto al total de células 

(variable continua). 

o Reserva ovárica: Los niveles de AMH en suero se determinan y expresan 

como ng/ml. El volumen ovárico se mide en mm. Se cuentan los folículos 

antrales, (16-20 mm). (variable continua). 

o Ovocitos recogidos después de la estimulación: La cantidad de ovocitos 

recuperados después de la estimulación se anota en el grupo de control y en los 

pacientes que toman placebo u hormonas sexuales. (variable continua). 

o Calidad de los embriones obtenidos: El investigador estudia los datos con 

respecto a la calidad de los embriones utilizando datos anónimos. 

o Resultados de embarazo: Se realiza una ecografía en la cuarta o quinta 

semana posterior a la prueba de embarazo, para evaluar si hay un embarazo 

clínico. Se debe encontrar un embrión vivo en este momento utilizando 

ultrasonidos. 

METODOLOGÍA ESTADÍSTICA EMPLEADA 

Todos los análisis estadísticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 

(versión 8). La normalidad de los datos se analizó mediante la prueba de 

Shapiro-Wilk. Cuando se compararon dos grupos de estudio diferentes, los 

valores p de las distribuciones normales de los datos se calcularon mediante la 

prueba t de Student. Para las distribuciones de datos no normales, los valores p 

se calcularon mediante la prueba U de Mann-Whitney; los valores p en el mismo 

grupo de estudio (por ejemplo, diferentes visitas) se calcularon mediante una 

prueba t pareada. p < 0,05 se consideró estadísticamente significativo. 

LIMITACIONES DEL ESTUDIO 

En este punto, es importante destacar los acontecimientos que han dificultado el 

reclutamiento, prolongándolo excesivamente en el tiempo, incluso impidiendo 

que se reclute el número de individuos previsto inicialmente. Estos 

acontecimientos se describen a continuación: 



• El protocolo del estudio se redactó utilizando un diseño muy “puro” desde 

el punto de vista científico, con unos criterios de inclusión y exclusión que 

redujeron considerablemente el número de candidatas aptas para el estudio de 

entre las mujeres que acudían a la clínica. Este ha sido el principal motivo: el 

hecho de poder ser aleatorizadas a un grupo placebo y de forma ciega ha hecho 

que muchísimas mujeres a las que se les ofreció participar no se animaran por 

la sensación de “perder” tres meses, sin saber si quiera si serían asignadas a 

tomar medicamento. Hay que considerar que cuando una paciente va la clínica 

a intentar embarazarse, especialmente si la edad materna es avanzada, no 

quiere esperar. 

• Hubo bastante retraso en la recepción del medicamento en la clínica, 

debido a la falta de suministro del medicamento en investigación “Danazol” por 

parte de fabricante, lo que derivó en un retraso en el inicio del estudio. 

• Una vez comenzado el reclutamiento, que iba bastante despacio debido 

a los estrictos criterios de inclusión/exclusión, comenzó la pandemia del COVID-

19 y el consiguiente confinamiento, lo cual impidió el reclutamiento de pacientes, 

y aunque no se interrumpió la administración de medicamento, sí que dificultó el 

seguimiento de las pacientes en la clínica. 

• Una vez el confinamiento hubo terminado y la clínica volvió a la actividad 

normal, se inició el reclutamiento, pero la caducidad del medicamento estaba a 

punto de expirar, porque dependía del placebo, por lo que hubo que solicitar la 

ampliación de las fechas de caducidad para poder seguir con el estudio y ampliar 

un año más la póliza y la farmacovigilancia, lo que ha supuesto incurrir en gastos 

que no estaban previstos a priori. 

• Otra consecuencia del confinamiento fue que las mujeres que iban a la 

clínica no querían esperar otros tres meses (de tratamiento) para intentar tener 

el deseado embarazo. 

• Para incrementar el número de mujeres en cada brazo, se analizó la 

posibilidad de extender el estudio a 6 meses más, hasta el fin de fecha de 

caducidad del medicamento en investigación. Sin embargo, la idea fue 

desestimada debido a que supondría un incremento considerable de la partida 

de gastos sin ninguna garantía de conseguir el objetivo de reclutamiento. 

No obstante, las consecuencias de la finalización del estudio sin alcanzar el 

tamaño de muestras deseado no afectan a la potencia estadística ya que se trata 

de un estudio piloto.  

  



RESULTADOS 

RECLUTAMIENTO DE CASOS 

Todos los sujetos reclutados para este estudio son mujeres, caucásicas y de 

nacionalidad española. 

El reclutamiento se inició en Febrero 2020 y ha finalizado en Febrero de 2022 en 

la clínica IVIRMA en Madrid (España). Durante esta fase se procedió a reclutar 

a las pacientes que cumplan con los criterios de inclusión establecidos hasta 

alcanzar la n necesaria en cada uno de los grupos de estudio. Asimismo, es en 

esta misma fase en la que se administró el tratamiento establecido a cada 

paciente en función del grupo de estudio al que se asignó. Por último, se procedió 

a la recogida de muestras biológicas (sangre y células de la granulosa) con el 

objetivo de evaluar en la siguiente fase las variables teloméricas. 

Esta fase fue realizada en su totalidad en IVI Madrid; no obstante, es importante 

destacar que para el correcto desarrollo de esta fase del estudio fue necesario 

subcontratar los servicios de Distefar quienes se encargaron del suministro de la 

medicación, que consiste en la fabricación, análisis y liberación de la misma para 

el ensayo clínico con cápsulas de Danazol y de placebo en entorno GMP. Así 

pues, sus funciones fueron las de aportar todo el conocimiento legislativo para 

que el lote clínico cumpliera con la normativa a nivel de especificaciones, 

recepción y almacenamiento del producto, así como liberación tanto del Danazol 

como del placebo. Por otro lado, fue necesario subcontratar a la empresa 

Reference para realizar los análisis del estado de salud de las pacientes que se 

sometieron a tratamiento (Danazol o placebo). 

PACIENTES RECLUTADAS  

En total se han reclutado 19 mujeres para el estudio (7 correspondientes al grupo 

control, 7 correspondientes al grupo tratamiento con Danazol y correspondientes 

al grupo tratamiento con Placebo). Las características de estas mujeres se 

encuentran resumidas en la Tabla 1. No hay diferencias estadísticamente 

significativas en el valor de la hormona AMH y en el recuento de folículos antrales 

(AFC, por sus siglas en inglés) antes del tratamiento entre los grupos tratamiento 

(Placebo y Danazol). Si que encontramos diferencias estadísticamente 

significativas en el valor de IMC, siendo más alto en el grupo Danazol. Esto se 

debe al bajo número de pacientes reclutadas, por lo que no pudimos descartar a 

las pacientes con IMC más altos en este grupo. Como era esperado, 

encontramos diferencias estadísticamente significativas al comparar los niveles 

de AMH y el AFC entre las pacientes controles (reserva ovárica normal) y ambos 

grupos tratamiento (reserva ovárica reducida). 

 

 

 



 GRUPO CONTROL – 
RESERVA NORMAL  

GRUPOS TTO. – 
BAJA RESERVA 

GRUPO TTO. 
PLACEBO 

GRUPO TTO. 
DANAZOL 

Nº de sujetos 7 12 5 7 
Edad (años) 

Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

39.5±3.1 
39.0 (36.0-43.0) 

40.6±2.8 
41.5 (38.2-43.0) 

39.8±2.7 
39.0 (37.5-42.5) 

41.2±2.8 
42.0 (38.0-43.0) 

IMC (kg/m2) 
Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

22.1±1.6 
22.48 (20.7-23.8) 

23.4±3.1 
22.6 (20.8-26.0) 

21.3±1.1 
20.6 (20.5-22.6) 

24.9±3.2 
23.7 (22.0-28.8) 

p=[0.02] 
Infertilidad primaria, n (%) 4 (57.1) 9 (75.0) 4 (80) 5 (71.4) 
Infertilidad secundaria, n 
(%) 3 (42.9) 3 (25.0) 1 (20) 2 (28.6) 
Duración infertilidad (años) 

Media± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

1.0±0.7 
1.0 (0.5-2.0) 

1.2±0.9 
1.2 (0.5-2.0) 

1.8±1.0 
2.0 (1.0-2.5) 

0.9±0.6 
1.0 (0.5-1.5) 

Nivel AMH (ng/ml) 
Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

3.1±0.8 
2.8 (2.5-3.5) 

0.4±0.5 
0.1 (0.05-0.7) 
[p=<0.0001] 

0.5±0.6 
0.3 (0.1-1.1) 

0.3±0.4 
0.09 (0.05-0.8) 

AFC pre-treatment  
Media ± SD 

            Mediana (Q1-Q3) 

12.7±3.1 
13.0 (11.0-16.0) 

3.3±2.5 
3.0 (1.0-5.0) 
[p=<0.0001] 

3.5±1.3 
3.5 (2.2-4.7) 

3.2±3.0 
3.0 (1.0-5.0) 

Tabla 1: Características de las pacientes reclutadas 

A continuación, en la figura 1, se muestra un diagrama resumen del proceso de 

reclutamiento y de las visitas de las pacientes finalmente reclutadas. 

 



 

Figura 1: Diagrama de flujo del proyecto. 

 

Como se indica en la figura 1, se realizó un gran esfuerzo por intentar reclutar 

pacientes. A través de la base de datos del SIVIS de IVIRMA Madrid se 

seleccionaron 49 mujeres candidatas a entrar en el grupo control y 81 mujeres 

candidatas a entrar en los grupos tratamientos (Placebo y Danazol). Sin 

embargo, finalmente solo realizaron las visitas de screening 11 mujeres del grupo 

control y 12 mujeres de los grupos tratamiento. Tras las visitas de screening 3 

mujeres del grupo control tuvieron que ser excluidas del estudio por no cumplir 

uno de los criterios de inclusión (AMH < 2  ng/ml) y se perdió el contacto con otra 

mujer del grupo control. De los grupos tratamientos, tras la primera visita, una 

mujer abandonó voluntariamente el estudio, otra tuvo que ser retirada por un 

evento adverso y se perdió el contacto con una tercera mujer.  



RESULTADOS FERTILIDAD Y RESULTADOS PROYECTO 

RETROSPECTIVO. 

En la siguiente tabla (Tabla 2) se muestran los resultados de fertilidad obtenidos 

tras el primer ciclo de estimulación correspondiente tras finalizar los tres meses 

de tratamiento. No se observan diferencias estadísticamente significativas en el 

AFC tras el tratamiento entre los grupos Placebo y Danazol. De las 7 pacientes 

inicialmente reclutadas en el grupo Danazol, 3 de ellas abandonaron el estudio 

antes de iniciar la estimulación, como se ha mencionado anteriormente. Por ese 

motivo, solo 4 pacientes de dicho grupo la inician. Sin embargo, los médicos de 

las 4 pacientes decidieron cancelar las estimulaciones por ausencia de folículos 

maduros en ecográfica o debido a una baja respuesta a la estimulación. Al 

cancelar la estimulación antes del día del trigger (inducción de la ovulación) no 

disponemos de los valores de los niveles de estrógenos y de progesterona 

medidos en ese día. En el grupo Placebo cancelaron 2 pacientes la estimulación 

por decisión médica. No se observan diferencias estadísticamente significativas 

entre los grupos Placebo y Danazol durante la evaluación folicular. Sin embargo, 

como era de esperar, en ambos grupos sí que se observa un menor número de 

folículos totales y de folículos maduros (>12mm de diámetro) respecto al grupo 

control, siendo estas diferencias estadísticamente significativas. 

 GRUPO CONTROL 
– RESERVA 

NORMAL  
GRUPOS TTO. – 
BAJA RESERVA 

GRUPO TTO. 
PLACEBO 

GRUPO TTO. 
DANAZOL 

Nº de sujetos 7 12 5 7 

 
Fol. Antrales post-tto. 

Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

Not treated 3.6±1.9 
4.0 (2.5-4.5) 

4.0±0.7 
4.0 (3.5-4.5) 

3.2±2.9 
3.0 (0.5-6.2) 

Ciclos Estimulación 
iniciados, n 7 9 5 4 

Ciclos cancelados, n (%) 1 (14.3) 6 (66.6) 2 (40) 4 (100) 
Estrógenos el día del 
trigger 

Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

3005.0±3398.3 
2388.0 (1112.0-

2588) 
994.3±432.0 

1058 (534-1391) 
994.3±432.0 

1058 (534-1391) x 

Progesterona el día del 
trigger 

Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

1.3±1.6  
0.7 (0.2-1.5) 

0.8±0.8 
0.4 (0.1-1.8) 

0.8±0.8 
0.4 (0.1-1.8) x 

Detección folicular por 
ecografía durante la 
estimulación 

    

Folículos totales 
Media± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

14.1±4.1 
15.0 (13.0-17.0) 

4.0±3.5 
3.0 (1.0-6.0) 
[p=0.0003] 

5.0±3.8 
4.0 (2.0-8.5) 

1.5±0.7 
1.5 (1.0-2.0) 

Folículos >12mm 
Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

12.7±5.3 
15.0 (6.0-17.0) 

2.5±3.3 
1.0 (0.0-5.0) 

[p=0.002] 
3.4±3.6 

2.0 (0.5-7.0) 
0.5±0.7 

0.5 (0.0-1.0) 
Tabla 2: Resultados de fertilidad tras el primer ciclo de estimulación 

 



A continuación, en las siguientes tablas, se muestran los resultados de fertilidad 

del primer ciclo de estimulación tras la punción ovárica (Tabla 3) y tras la 

transferencia embrionaria (Tabla 4). 

 
GRUPO CONTROL 

– RESERVA 
NORMAL  

 
GRUPO TTO. 

PLACEBO 
GRUPO TTO. 

DANAZOL 

Ovocitos extraídos     

Ovocitos totales 
Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

12.3±5.6 
13.0 (7.7-15.7) 

 2.5±3.1 
1.5 (0.2-5.7) 

p=0.02 
X 

Tasa de ovocitos MII 
Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

0.9±0.1 
1.0 (0.7-) 

 
0.9±0.1 

1.0 (0.7-) X 

Tasa de Ovocitos Mi 
Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

0.0 
 

0.0 X 

Tasa de Vesículas 
germinales 
Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

0.09±0.1 
0 (0.0-0.1) 

 
0.09±0.1 
0.0 (0.0-) X 

Tasa de Ovocitos 
atróficos 
Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

0.0 
 

0.0 X 

Tasa de fecundación 
            Media ± SD 

Mediana (Q1-Q3) 
0.7±0.2 

0.8 (0.7-1.0) 
 

0.7±0.2 
0.8 (0.5-) X 

Tasa de desarrollo a morula 
            Media ± SD 

Mediana (Q1-Q3) 
0.9±0.1 

1.0 (0.8-1.0) 
 

0.9±0.1 
1.0 (0.7-) X 

Tasa de desarrollo a 
blastocito 
            Media ± SD 

Mediana (Q1-Q3) 
0.4±0.3 

0.3 (0.1-0.6) 
 

0.2±0.4 
0.0 (0.0-) X 

Calidad masa celular 
interna, n (%)    X 

A 5 (20.8)  0 (0.0)  
B 18 (75.0)  3 (100)  
C 1 (4.2)  0 (0.0)  
D 0 (0.0)  0 (0.0)  

Calidad trofoectrodermo, n 
(%)    X 

A 3 (12.5)  0 (0)  
B 13 (54.1)  2 (66.7)  
C 8 (33,4)  1 (33.3)  
D 0 (0.0)  0 (.00)  

Tasa de desarrollo a 
blastocito euploide 

Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

0.6±0.3 
0.5 (0.3-1.0) 

 
0.3±0.5 

0.0 (0.0-) X 

Tabla 3: Resultados de fertilidad tras la punción ovárica (primer ciclo de estimulación) 

 

 

 

 



Al haberse cancelado todas las estimulaciones en el grupo Danazol ninguna 

paciente llego a la punción ovárica, por lo tanto, no disponemos de estos datos 

y no podemos realizar la comparación con el grupo Placebo. Lo mismo ocurre 

con los resultados tras la transferencia embrionaria (Tabla 4). 
 

 GRUPO CONTROL – 
RESERVA NORMAL  GRUPO TTO. PLACEBO GRUPO TTO. 

DANAZOL 
Blastocitos transferidos, n 5 2 X 
Tasa de implantación 

Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

0.5±0.4 
0.5 (0.0-1.0) 0.5±0.0 X 

Tasa de embarazo bioquímico 
            Media ± SD 

Mediana (Q1-Q3) 
0.5±0.5 

0.5 (0.0-1.0) 0.5±0.0 X 

Tasa de embarazo químico 
            Media ± SD 

Mediana (Q1-Q3) 
0.8±0.2 

1.0 (0.5-) 0.0 X 

Tasa de embarazo en curso 
Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

0.5±0.0 
0.5 (0.5-0.5) 0.0 X 

Tasa de aborto bioquímico 
           Media ± SD 

Mediana (Q1-Q3) 
0.0 0.5±0.0 X 

Tasa de aborto clínico 
Media ± SD 
Mediana (Q1-Q3) 

0.0 0.0 X 

Tabla 4: Resultados de fertilidad tras la transferencia embrionaria (primer ciclo de 

estimulación) 

 

Nuestros resultados sugieren que el danazol no confiere ninguna ventaja para 

los resultados de la FIV justo después de la primera estimulación ovárica tras el 

tratamiento. De hecho, podría tener un efecto androgénico causando una 

supresión del ovario, lo que llevaría a la amenorrea. Seguidamente, 

hipotetizamos que el efecto del Danazol podría estar teniendo lugar en los 

folículos primordiales y, dado que estos tardan hasta cinco meses en madurar 

durante la foliculogénesis, este efecto podría observarse meses después del 

tratamiento. Para poder estudiar este hecho, redactamos y enviamos al CEIm un 

nuevo proyecto retrospectivo para así, poder estudiar los ciclos de estimulación 

posteriores al tratamiento que realizaron meses después algunas pacientes por 

su cuenta. 

 



 
Figura 2: Números de folículos y ovocitos tras el tratamiento en el primer ciclo (A) y en 

ciclos posteriores (B y C) 

 

En la figura 2A podemos visualizar gráficamente cómo en el grupo Danazol se 

cancelaron todos los ciclos de estimulación y punciones ováricas tras el 

tratamiento. Curiosamente, tres pacientes tratadas con danazol que se 

sometieron a una segunda estimulación una vez finalizado el estudio, obtuvieron 

folículos y ovocitos (Figura 2B). Agrupando los datos de todas las pacientes 

tratadas con danazol, tanto el recuento de folículos (AFC) como el de ovocitos 



pareció aumentar a los 3 meses del tratamiento con danazol, aunque no se 

obtuvo significancia estadística (Figura 2C). Incluso en los últimos ciclos 

analizados (7 meses después del tratamiento) una paciente obtuvo ovocitos 

(Figura 2C). En cuanto a los niveles séricos de estrógenos en las pacientes 

tratadas con danazol, estos fueron mayores a los 3-4 meses, en comparación 

con el quinto mes y a los 6-7 meses (665,0±431,0 pg/ml a los 3 meses, 355,0±0,0 

pg/ml a los 5 meses, y 181,5±4,9 pg/ml a los 6-7 meses). Este descenso de 

estrógenos puede ser debido a la perdida de efecto del fármaco Danazol, 

obteniendo su pico de máximo efectos 3-4 meses de tratamiento que 

corresponderían al final de la foliculogénesis. Sin embargo, sus efectos podrían 

perdurar unos meses más en el tiempo. De hecho, el efecto retardado del 

danazol ha sido descrito previamente. Este efecto retardado y positivo en la 

fertilidad del Danazol se puede observar más claramente en la paciente 02 

(Figura 2B), la cual se unió al estudio con un recuento de folículos antrales (AFC) 

de cero y meses después del tratamiento consiguió tener ovocitos.  

 

RESULTADOS LONGITUD TELOMÉRICA Y TELÓMEROS CORTOS Y 

LARGOS EN SANGRE Y GRANULOSAS 

Se analizó la intensidad telómerica mediante una hibridación in situ fluorescente 

(FISH) con una sonda telomérica marcada con el fluoróforo Cy3. En primer lugar, 

se realizó el análisis en muestras de sangre (PBMCs) obtenidas en la visita pre-

tratamiento y a un mes, a dos y tres meses tras el tratamiento con Placebo o 

Danazol. En el caso del grupo control, se obtuvo la sangre en su segunda visita 

a la clínica y en la visita correspondiente a la punción ovárica. En los resultados 

se observa que no hay diferencias en la media de intensidad en los grupos 

control y Placebo durante las visitas (Figura 3A). Sin embargo, en el grupo 

Danazol, se observa un incremento estadísticamente significativo tras un mes 

del tratamiento (p=0.02). Tras este mes, la intensidad media vuelve a disminuir 

siendo estas diferencias estadísticamente significativas (Figura 3A).  



Figura 3: Longitud media de los telómeros (A) y porcentaje de telómeros cortos y largos 

acumulados en sangre (PBMCs) del grupo Danazol. 

 

Seguidamente, a partir de las medias de los percentiles 15 y 85 de los valores 

de intensidades teloméricas, se analizó el porcentaje de telómeros cortos y 

largos (Figuras 3B, 4A y 4B). De nuevo, en el grupo Danazol, observamos un 

incremento estadísticamente significativo en el porcentaje de telómeros largos 

acumulados tras el primer mes de tratamiento. Respecto al porcentaje de 

telómeros cortos acumulados, observamos una tendencia a una disminución de 

estos también tras el primer mes de tratamiento (Figura 3B). En los grupos 

control y Placebo, no observamos ninguna variación significativa durante los 

meses de tratamiento en el porcentaje de telómeros largos (Figura 4A) ni en el 

porcentaje de telómeros cortos (Figura 4B). 

 



 
Figura 4: Porcentaje de telómeros largos (A) y cortos (B) en muestras de sangre 

(PBMCs) en los grupos control y placebo. 

 

A su vez se realizó la evaluación de la dinámica telomérica en muestras de 

granulosas. No obstante, al no disponer de muestras de granulosas de las 

pacientes del grupo Danazol, no pudimos realizar la comparación estadística. 

Como se comentó previamente, todas las mujeres del grupo Danazol tuvieron 

que cancelar sus estimulaciones ováricas por decisión médica. En la figura 

5A se muestran las medias de intensidades teloméricas del grupo control y 

del grupo Placebo. En la figura 5B y 5C se muestran las medias de 

porcentajes de telómeros cortos y largos de dichos grupos. 

 

 
Figura 5: Longitud media de los telómeros (A) y porcentaje de telómeros cortos (B) y 

largos (C) acumulados en células de granulosa. 

 



RESULTADOS RT-Q-PCR DE LOS GENES TERC Y TERT EN MUESTRAS DE 

SANGRE  

Uno de los objetivos del estudio era la evaluación de la actividad telomerasa para 

ver si el tratamiento con Danazol la estaba aumentando. La principal forma de 

medir la actividad telomerasa directamente es mediante técnica TRAP 

(Telomeric Repeat Amplification Protocol, por sus siglas en inglés) a través de 

extractos celulares utilizando primers de regiones teloméricas. Sin embargo, esta 

técnica no pudo ser realizada debido a que se necesitan millones de células de 

granulosa para poder realizarla y la actividad no es detectable en muestras de 

PBMCs. Nosotros sólo obteníamos de media medio millón de células de 

granulosas y decidimos preservarlas para realizar los experimentos de 

evaluación de la longitud telomérica y de protección telomérica. Por lo tanto, se 

decidió medir únicamente de manera indirecta la actividad telomerasa a partir 

del análisis de la expresión de dos componentes del complejo de la telomerasa; 

TERC (componente de RNA) y TERT (componente proteico). Para ello, se 

realizó una retro-transcripción de muestras de RNA extraídas de PBMCs y 

seguidamente, un análisis de expresión mediante una PCR cuantitativa (Q-

PCR). Todos resultados de expresión después se normalizarían por la expresión 

de un gen endógeno en muestras de sangre, GAPDH. 

 
Figura 6: Análisis de los niveles de expresión de TERC normalizados por la 

expresión de GAPDH en células de sangre (PBMCs). 

 

En la figura 6 se muestran las medias de expresión de TERC en los tres grupos. 

No se observan diferencias estadísticamente significativas en ninguno de ellos 

durante el tratamiento, probablemente debido al bajo número de muestras 

disponibles. En lo que respecta a los resultados de TERT, no pudimos 

obtenerlos. Realizamos varias pruebas de Q-PCR con primers de distintas 



regiones de TERT pero el termociclador no fue capaz de detectar su expresión 

en ningún caso. Junto a este informe adjuntamos los excels de los resultados 

negativos de Q-PCR con dos primers diferentes. 

RESULTADO DE LOS NIVELES DE SHELTERINAS (TRF1) EN SANGRE Y 

GRANULOSAS 

Se evaluó la protección telomérica mediante el análisis de los niveles de 

intensidades de la shelterina TRF1 obtenidos por inmunofluoresencia con el 

fluoróforo Alexa fluor 488 verde. Primero, se realizó el análisis en muestras de 

sangre (PBMCs) obtenidas en la visita pre-tratamiento y a un mes, a dos y tres 

meses tras el tratamiento con Placebo o Danazol. En el grupo control se obtuvo 

la sangre en su segunda visita a la clínica y en la visita correspondiente a la 

punción ovárica.  

Figura 7: Protección telómerica en sangre (PBMCs). Análisis de los niveles de TRF1. 

 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas en ninguno de los 

tres grupos durante el tratamiento (Figura 7). Después, se realizó el mismo 

análisis en muestras de granulosas (Figura 8). Al no disponer de valores en el 

grupo Danazol tampoco se pudo realizar la comparación estadística. 

 

 



Figura 8: Protección telómerica en muestras de granulosas. Análisis de los niveles de 

TRF1. 

 

RESULTADOS DE SENESCENCIA CELULAR EN SANGRE (p53) y DEL 

DAÑO EN EL ADN (H2AX)  

 

Para evaluar si hay daño celular (senescecia celular) se analizaron durante las 

distintas visitas los niveles medios de las intensidades de p53 por 

inmunofluorescencia en muestras de sangre. Se utilizó el fluoróforo alexa fluor 

488 verde  

 

Figura 9: Análisis de senescencia celular en sangre (PBMCs). Evaluación de las medias 

de intensidad de p53. 

 

No se observaron diferencias en las intensidades de p53 en ninguno de los tres 

grupos durante los meses de tratamiento en sangre (Figura 9). Aunque el número 

de muestras por visita es reducido, podemos decir que en principio el tratamiento 

con Danazol no ha causado un daño celular durante los tres meses de 

tratamiento. 



 

Figura 10: Análisis del daño al ADN en PBMCs. Media de focos de H2AX por célula (A) y 

porcentaje de células con 0, 1 o 2 o más focos de H2AX (B). 

A continuación, se evaluó si el tratamiento con Danazol podría estar causando 

daño al ADN en PBMCs. Con este fin, se realizó una inmunofluorescencia con 

un anticuerpo contra la histona Gamma-H2AX fosforilada, un marcador de daño 

al ADN, y un anticuerpo secundario marcado con el fluoróforo Alexa fluor 488 

verde. La fosforilación de la histona H2AX se produce como respuesta temprana 

a las roturas de la doble cadena de ADN. Por lo tanto, en una célula dañada se 

observarán uno o más focos de H2AX en la inmunofluorescencia. En la figura 

10A se muestran las medias de focos de H2AX en cada visita. En los tres grupos 

la media de focos es prácticamente 0 en todas las visitas durante el tratamiento. 

En la figura 10B se muestran en cada grupo las medias de los porcentajes de 

células con 0 focos (células no dañadas), de células con 1 foco de H2AX y de 

células con 2 o más focos de H2AX (muy dañadas) durante el tratamiento. En el 

grupo danazol se observa que casi el 100% de las células no tienen focos de 

H2AX en todas las visitas. Además, las medias de porcentajes de células con 

focos se mantienen constantes durante el tratamiento. Lo mismo se puede 

observar con los grupos Placebo y control. Estos resultados en conjunto 

muestran que el tratamiento con Danazol tampoco ha causado daño en el ADN 

en sangre de las pacientes. 

 



RESULTADOS DE LOS NIVELES DE TERRAs EN SANGRE 

Por último, se evaluaron los niveles de TERRAs (Telomere repeat containing 

RNAs, por sus siglas en inglés) en sangre. Se tratan de RNA teloméricos, 

transcritos a partir de las regiones subtelómericas de los telómeros. Entre sus 

funciones descritas se encuentran la protección telomérica y la regulación 

negativa de la actividad telomerasa a través de la interacción con TERT. Para su 

análisis se realizó un RNA FISH con la misma sonda telomérica marcada con el 

fluoróforo Cy3. 

Figura 11: Análisis de los niveles de expresión de TERRAs en muestras de sangre 

(PBMCs) 

En la figura 11 se muestran los resultados de las medias de intensidad de 

TERRAs obtenidas en los tres grupos. En ninguno de los tres grupos se observan 

diferencias estadísticamente significativas durante las distintas visitas. Sin 

embargo, en el grupo Danazol se puede observar una ligera disminución de sus 

niveles durante los tres meses de tratamiento. Debido al limitado número de 

muestras no podemos confirmar esta teoría ya que los resultados podrían 

deberse al azar. En los grupos placebo y control los niveles de INTENSIDAD 

TERRAs se mantienen constantes. 

Sin embargo, cuando se evaluó el número de focos de TERRA por célula, se 

observaron diferencias interesantes. En el grupo tratado con Danazol, se registró 

una disminución en el porcentaje de células con un único foco de TERRA tras el 

primer mes de tratamiento (p=0.04, Tabla 5), estabilizándose luego hasta el 

segundo mes de tratamiento (p=0.019). Paralelamente, las células con 2 a 4 

focos de TERRA experimentaron un aumento después del primer mes de 

tratamiento (p=0.02; Tabla 5), manteniéndose así hasta el segundo mes (p=0.03; 

Tabla 5).  

Por el contrario, no se identificaron cambios estadísticamente relevantes en los 

porcentajes de células con focos TERRA en las visitas del grupo control o del 



grupo con placebo (Tabla 9). Además, el porcentaje de células con más de cinco 

focos TERRA no mostró variaciones significativas en ninguna de las visitas en 

los tres grupos analizados (Tabla 5). 

En resumen, estos hallazgos sugieren un posible efecto del Danazol en el 

mantenimiento de los telómeros mediante la modulación de los focos de TERRA. 

Sin embargo, es crucial destacar que, dadas las limitaciones inherentes al 

tamaño muestral de este estudio piloto, las conclusiones deben interpretarse con 

cautela y validar en estudios futuros con una muestra más amplia.  



 GRUPO CONTROL, 

RON 
GRUPO PLACEBO, 

ROD GRUPO DANAZOL, ROD 

Pre-tratamiento, n 7 4 6 
Células con 1 foco (%) 

Media ± DE 
Mediana (Q1-Q3) 

35.5±8.9 
36.8 (31.3-40.7) 

35.8±8.5 
36.5 (27.2-43.6) 

49.6±18.1 
53.5 (31.4-65.6) 

Células con 2-4 focos (%) 
Media ± DE 
Mediana (Q1-Q3) 

44.3±3.4 
45.3 (42.4-47.4) 

49.0±8.7 
49.5 (40.4-57.2) 

39.7±9.1 
42.1 (28.9-47.8) 

Células con ≥5 focos (%) 
Media ± DE 
Mediana (Q1-Q3) 

20.0±10.9 
20.0 (13.1-23.0) 

15.1±4.0 
16.3 (10.9-18.0) 

10.8±10.5 
7.2 (2.8-20.6) 

1 mes post-tratamiento, n 6*
1 4 3 

Células con 1 foco(%) 
Media ± DE 
Mediana (Q1-Q3) 

34.8±9.8 
34.8 (24.3-45.1) 

41.5±10.1 
41.8 (31.6-51.0) 

33.5±4.2 
33.3 (29.3-33.8) 

*
2
p = 0.04 

Células con 2-4 focos (%) 
Media ± DE 
Mediana (Q1-Q3) 

45.4±1.3 
45.3 (44.2-46.0) 

46.7±2.2 
46.4 (44.8-49.0) 

54.2±3.1 
54.8 (50.8-57.1) 

*
3
p = 0.02 

Células con ≥5 focos (%) 
Media ± DE 
Mediana (Q1-Q3) 

18.2±8.7 
18.4 (9.4-25.4) 

11.7±10.7 
10.7 (1.8-22.5) 

12.2±3.2 
11.2 (9.5-15.8) 

2 meses post-tratamiento, n No tratadas 4 3 
Células con 1 foco (%) 

Media ± DE 
Mediana (Q1-Q3) 

x 28.2±8.5 
27.1 (20.6-36.8) 

36.6±5.4 
38.9 (30.4-40.5) 

*
4
p = 0.01 

Celúlas con 2-4 focos (%) 
Media ± DE 
Mediana (Q1-Q3) 

x 46.7±3.6 
47.0 (43.2-49.9) 

50.7±4.8 
53.1 (45.1-53.9) 

*
5
p = 0.03 

Células con ≥5 focos (%) 
Media ± DE 
Mediana (Q1-Q3) 

x 25.0±10.0 
28.4 (14.4-32.2) 

12.6±5.4 
15.6 (6.3-15.9) 

3 meses post-tratamiento, n No tratadas 4 5 
Celúlas con 1 foco (%) 

Media ± DE 
Mediana (Q1-Q3) 

x 39.0±13.5 
39.0 (25.9-52.1) 

38.5±11.6 
31.7 (29.4-51.0) 

Células con 2-4 focos (%) 
Media ± DE 
Mediana (Q1-Q3) 

x 44.9±4.2 
46.2 (40.6-48.0) 

44.5±4.0 
46.2 (40.4-47.7) 

Células con ≥5 focos (%) 
Media ± DE 
Mediana (Q1-Q3) 

x 16.0±9.8 
14.7 (7.1-26.0) 

16.9±8.3 
21.2 (8.6-23.1) 

Figura 5: Análisis del número de focos de TERRAs en muestars de sangre 

 

 

 

 

 



ABANDONOS Y ACONTECIMIENTOS ADVERSOS 

Dos pacientes asignadas al grupo que recibió Danazol abandonaron el estudio; 

una se retiró debido a acontecimientos adversos leves y la otra por razones 

ajenas al estudio. En contraste, todas las participantes en los grupos de placebo 

y control completaron el estudio. Cabe destacar que todos los efectos 

secundarios observados durante el período de ensayo estaban ya descritos en 

el prospecto del medicamento utilizado. 

A lo largo del ensayo clínico, se registraron dos eventos adversos no graves. El 

primero fue una infección del tracto urinario de intensidad moderada en una 

paciente, que fue tratada con éxito mediante una terapia de fosfomicina 

granulada, administrada en dos dosis de 3 gramos cada una. Tras el tratamiento, 

la infección remitió y la paciente pudo continuar participando en el estudio. Es 

importante señalar que esta infección del tracto urinario no fue atribuida al 

tratamiento con Danazol. 

El segundo evento adverso ocurrió en otra paciente del grupo tratado con 

Danazol, quien reportó sensaciones de cosquilleo en las piernas, acompañadas 

de un dolor leve de cabeza y mareo ligero. Se suspendió la medicación y se 

realizó una exploración física y una analítica sanguínea a la paciente. Aunque la 

exploración física no reveló indicios de trombosis, los análisis de sangre 

mostraron un incremento clínicamente significativo en el conteo de plaquetas 

(462,000/µl). La paciente fue enviada a urgencias para una evaluación más 

detallada y se le administró analgesia concomitante con paracetamol (650 mg 

vía oral). Los análisis de sangre realizados al día siguiente mostraron una 

disminución en los niveles de plaquetas (368,000/µl), y la sintomatología se 

resolvió en los días subsiguientes. En la visita final del estudio, los niveles de 

plaquetas habían vuelto a los rangos normales (294,000/µl), al igual que el resto 

de los parámetros evaluados. 

PRECAUCIONES A TENER EN CUENTA 

El estudio presentó varias limitaciones significativas que se deben tenerse en 

cuenta. Una de ellas fue la falta de datos sobre los parámetros teloméricos en 

las células de granulosa, debido a la cancelación de las punciones ovocitarias 

en el grupo tratado con Danazol. El efecto androgénico observado tras el primer 

ciclo de estimulación sugiere que futuros estudios con este fármaco en el ámbito 

de la fertilidad deberían emplear un diseño experimental diferente. Tras la última 

administración de Danazol, sería recomendable esperar al menos 4 o 5 meses, 

que es el tiempo que dura la foliculogénesis, antes de iniciar un nuevo ciclo de 

estimulación ovárica. De este modo, se podría minimizar el efecto androgénico 

a corto plazo. Unos meses después del tratamiento, los niveles hormonales 

alterados por el Danazol deberían haberse estabilizado, y los folículos 

primordiales dianas del medicamento empezarían a reclutarse. Sin embargo, es 

importante tener en cuenta que hacer esperar a las pacientes en clínicas de 

reproducción asistida, especialmente en las privadas, resulta contraproducente. 

La duración del tratamiento también fue un factor limitante, ya que el tiempo es 



un factor crítico para estas pacientes debido a la disminución exponencial de su 

reserva ovárica.  

Otra limitación significativa fue el tamaño insuficiente de la muestra del estudio, 

lo cual impide extraer conclusiones robustas. Las observaciones presentadas en 

este trabajo requieren validación en ensayos más grandes que ofrezcan el poder 

estadístico necesario para detectar los efectos más sutiles del tratamiento. 

Inicialmente, el estudio tenía como objetivo reclutar un total de 15 mujeres por 

grupo; sin embargo, una serie de complicaciones impidieron alcanzar este 

objetivo. En concreto, los problemas incluyeron la coincidencia del inicio del 

reclutamiento con la aparición de la pandemia de la COVID-19, lo que detuvo el 

estudio y ralentizó el reclutamiento. Por otro lado, el diseño estricto del estudio 

también jugó un papel. Este diseño, demasiado riguroso, requería que las 

pacientes detuvieran el inicio de sus tratamientos por tres meses para la 

administración del tratamiento, lo que desanimó a muchas a participar. 

CONCLUSION 

Aunque nuestros resultados deben interpretarse con cautela debido a las 

limitaciones descritas, estos hallazgos preliminares sugieren que el Danazol 

podría tener un efecto modulador en la dinámica telomérica y posiblemente en 

la fertilidad a largo plazo. Las complejidades y ambigüedades observadas en 

este estudio piloto subrayan la necesidad de más investigaciones para obtener 

una comprensión completa de los efectos de este medicamento. 

 

 


























































































































































