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INTRODUCCION

El término reserva ovarica es usado para describir el potencial funcional del ovario y
refleja el nimero y calidad de los ovocitos. Toda la literatura sobre reserva ovarica se
focaliza en la habilidad del ovario de responder a la estimulacion con gonadotropinas en
el contexto de fertilizacién in vitro (FIV) (Maheshwari et al., 2006).

Aungue no hay consenso, muchos autores definen a la baja respondedora como aquella
paciente con ciclos ovulatorios espontaneos, que responde en un ciclo de
hiperestimulacion ovéarica de FIV con cuatro foliculos o menos, o bien, con niveles de
estradiol menores a 500 pg/ml el dia de la administracién de gonadotropina coridnica
humana (hCG). Algunos ademas agregan como requisito que este tipo de respuesta se
presente al menos en dos ocasiones (Karande and Gleicher, 1999).

Un buen test de reserva ovarica deberia ser predictivo de concepcion, con o sin
tratamiento, y deberia indicar por cuanto tiempo los niveles presentes de actividad
ovarica pueden ser mantenidos antes de que disminuya la fertilidad por envejecimiento
ovarico (Maheshwari et al., 2006).

En una poblacion subfértil que se encuentra en tratamientos de fertilidad, un test de

reserva ovarica deberia ayudarnos a:

(1) predecir las posibilidades de embarazo y nacimientos con o sin tratamiento,
y
(i) elegir una dosis optima de estimulacion ovarica en aquellas pacientes que

necesiten ser hiperestimuladas.

Por lo tanto, un test de reserva ovarica efectivo deberia tener un rol primordial en guiar
el manejo de la pareja infértil y facilitar la individualizacion de los tratamientos. En los
ultimos afios, varios marcadores de reserva ovarica han sido descriptos en la literatura
(Maheshwari et al., 2006):

e Estudios estaticos: edad, hormona foliculoestimulante o FSH basal, estradiol

sérico basal, relacion LH (hormona luteinizante)/FSH basales, inhibina B basal,



hormona anti-Milleriana (AMH) basal, volumen ovérico basal, cuenta de
foliculos antrales basales (AFC), flujo sanguineo ovarico basal, biopsia de tejido
ovarico.

e Estudios dinamicos: test de citrato de clomifeno, test de estimulacion con
agonistas de la GnRH (GAST) y test de reserva ovarica administrando FSH
exogena (EFORT).

La edad, la FSH en el dia 3, la inhibina B, la AFC, el volumen ovarico y muchos test
dindmicos han demostrado correlacionarse con la respuesta en reproduccién asistida. De
todas maneras, el valor predictivo de cada uno permanece controversial. (Navot et al.,
1987a; Muasher et al., 1988; Fanchin et al., 1994; Faddy and Gosden, 1996; Lass et al.,
1997a; Tomas et al., 1997; Hall et al., 1999; Ravhon et al., 2000; Bancsi et al., 2002).

En los dltimos afios, la AMH ha sido presentada como un marcador sensible de:

e envejecimiento ovarico (van Rooij et al., 2002; Fanchin et al., 2003a; van Rooij
et al., 2005),

e de respuesta a las gonadotropinas en mujeres en tratamientos de fertilizacion in
vitro (Seifer et al., 2002; Fanchin et al., 2003; Hazout et al., 2004) y,

e del nimero de foliculos antrales en pacientes normales y con sindrome de
ovarios poliquisticos (PCOS) (Cook et al., 2002; Laven et al., 2004; van Roolij et
al., 2005).

Por toda la evidencia presente actualmente sobre AMH, nos resulta atractiva la
posibilidad de mejorar el diagndstico de reserva ovarica ya que el grupo de pacientes
con baja reserva va en constante crecimiento en las clinicas de reproduccion asistida.

La factibilidad de medicién en cualquier momento del ciclo menstrual y en pacientes
bajo tratamiento con anticonceptivos hormonales (La Marca et al., 2005b; La Marca et
al., 2006b; Hehenkamp et al., 2006), nos brindaria la posibilidad de tener al alcance una
herramienta diagndstica rapida que beneficiaria a todas las pacientes, en especial a un
gran porcentaje de nuestra poblacion que tiene barreras geogréaficas de acceso a la
atencion especializada en reproduccion. Por todo lo anterior nos resulta atractivo
incorporar este marcador a nuestra practica diaria, por lo que iniciamos el siguiente

trabajo.



RESUMEN

Objetivos: Conocer el valor predictivo de la AMH como marcador de reserva ovarica y
comparar diferentes marcadores de reserva ovarica en las pacientes en tratamientos de
fertilidad.

Tipo de estudio: prospectivo.

Lugar: Instituto de Ciencias en Reproduccion Humana, VIDA, del Hospital Puerta de
Hierro, Guadalajara, México.

Materiales y métodos: se incluyeron 54 pacientes (19-45 afios de edad) bajo
tratamientos de alta complejidad desde marzo a julio de 2007. Se les midié FSH, LH,
estradiol y AMH en el dia 2 0 3 de su ciclo menstrual previo a iniciar el tratamiento de
fertilidad. Todas las pacientes requerian captura folicular como parte de su tratamiento.

Resultados: 41 pacientes tuvieron respuesta ovarica normal y 13 baja reserva ovarica
(obtencion de 4 ovocitos 0 menos en la captura folicular, o bien, cancelacion del ciclo
por lograr 2 o menos foliculos en desarrollo después de un protocolo de
hiperestimulacion).

Segun el andlisis de regresion logistica simple y el area bajo la curva ROC la AMH es
un buen predictor de reserva ovarica.

Se calcularon curvas ROC para AMH, FSH, edad, y los modelos construidos (edad por
AMH) vy, de acuerdo a los valores del area bajo la curva, observamos que el predictor
menos eficiente es la FSH, mientras que el mas eficiente es el modelo con interaccion
(AMH por edad).

Conclusiones: Podemos concluir que la AMH es una hormona util en la evaluacién de

la reserva ovérica. La edad aumenta su valor predictivo.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cual es el valor predictivo de la AMH como marcador de reserva ovarica y cuél es su
valor frente a otros marcadores de reserva ovarica en las pacientes bajo tratamientos de
fertilidad?



ANTECEDENTES

Capitulo 1: ESTUDIOS ESTATICOS DE RESERVA OVARICA

EDAD

En la perimenopausia, los o6rganos del sistema neuroendocrino y las gonadas
disminuyen su funcién con el paso del tiempo. Esto resulta muy evidente con los
ovarios, que en la etapa intrauterina, alrededor del quinto mes de gestacion, disponen de
alrededor de 5 a 7 millones de foliculos primordiales, para el nacimiento esta cantidad
disminuye a 1 0 2 millones y en la pubertad sélo se encuentran 400,000 a 500,000, de
los cuales en la etapa reproductiva s6lo alrededor de 400 llegaran a la ovulacién. Visto
de otra manera, el envejecimiento en los ovarios se inicia desde antes de nacer y se
acelera la tasa de atresia folicular varios afios antes de la menopausia (Efrain Pérez
Pefia, 2007).

A pesar de que la reserva ovérica declina con la edad, esto es una actividad bioldgica y
no solo una funcion cronologica. En efecto, el aspecto méas importante de la
disminucion de la reserva ovarica es su altamente variable edad de aparicion (Scott and
Hofmann, 1995b).

FSH BASAL

La concentracion sérica de FSH en el dia tercero del ciclo es una estimacion indirecta de
la reserva ovarica, ya que refleja la cantidad de estradiol e inhibina B que una cohorte
folicular dada esta produciendo y su efecto de retroalimentacion negativa sobre la
hipofisis (Winslow, et al. 1991).

El valor de FSH brinda mayor informacion si se lo correlaciona con el nivel basal de
estradiol. Pacientes con niveles elevados de FSH (> 10 UI/L) tienen 4.1 veces mas
riesgo de tener una baja respuesta en su primer ciclo de tratamiento que las pacientes

con niveles de FSH normal y si la FSH es normal pero el nivel de estradiol esta elevado
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(> 60 pg/ml), el riesgo de pobre respuesta aumenta a 4.3 veces con respecto a las
pacientes que tienen estradiol y FSH normal (Evers et al., 1998).

Shermann y Korenman, en 1976, publicaron los cambios endocrinoldgicos normales
que preceden al climaterio, describiendo que la alteracibn mas temprana es una
elevacion de la FSH en fase folicular precoz. A pesar de que estos estudios no se
referian al potencial reproductivo, se documento que el aumento de FSH coincidia con
el momento en que la reserva ovarica disminuia.

Posteriormente, Scott en un estudio retrospectivo de una gran casuistica, de 758 ciclos
de FIV publicado en 1989, encontr6 que la tasa de embarazo disminuye marcadamente
conforme el nivel de FSH se incrementa, siendo la tasa de embarazo en curso menor de
un 5% cuando el valor de FSH es mayor a 25 Ul/l. La edad tuvo un menor valor
predictivo que el valor de FSH basal en este grupo de pacientes.

Desde entonces, se han publicado muchos estudios de pacientes de programas de
reproduccion asistida que evaltan la concentracion de FSH en dia 3, tomando distintos
parametros como resultado, como son la respuesta ovarica, el crecimiento folicular, el
numero de ovocitos maduros obtenidos, o las tasas de embarazo o de cancelacion.
También varia el valor de corte de FSH considerado para definir una reserva ovarica
normal, lo que hace dificil comparar estos trabajos.

Si se utiliza un valor de corte de 10 Ul de FSH sérica en un dia 2 a 4 del ciclo, las tasas
de embarazo con técnicas de reproduccién asistida son inferiores en el grupo con un
valor mayor a 10, sin embargo, el estudio estadistico con curva ROC demuestra una
baja sensibilidad y especificidad para este valor de corte. Si se eleva este valor de corte,
la especificidad aumenta, pero la sensibilidad disminuye notablemente para predecir
mala respuesta ovarica a la estimulacion (Mondion et al., 2001).

Un nivel sérico de FSH basal igual o mayor a 20 Ul/I, en una mujer menor de 35 afios,
en presencia de ciclos menstruales normales, indica falla ovarica prematura (Muasher et
al., 1988).

Un punto importante a considerar, al usar el nivel de FSH en dia tercero como predictor
de reserva ovarica, es la variabilidad interciclo de sus niveles, que en promedio fue de
4.2 £ 0.4 Ul/l con un rango entre 1 a 42 Ul/l en 81 mujeres estudiadas por Scott en
1990. Las pacientes con una gran variabilidad interciclo y en que uno de los valores es
alto, fueron malas respondedoras a la estimulacion con gonadotrofinas,

independientemente del valor basal del ciclo de tratamiento.
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También hay que tener en cuenta las posibles diferencias segun el ensayo ocupado para
medir el valor de FSH y las diferencias entre laboratorios.

Al parecer, en mujeres sanas con ciclos regulares, el valor de FSH es similar entre los
dias 2 y 5 del ciclo, lo que flexibilizaria levemente el dia de la toma de muestra (Hansen
et al., 1996).

Algunos autores proponen el analisis multivariado como método de analisis en cada
clinica, y la utilidad de acompafiar la medicion basal de FSH con otros indices de

reserva ovarica para maximizar su utilidad (Broekmans et al., 2000).

ESTRADIOL SERICO BASAL

Existe una relacién directa entre la edad avanzada de una mujer y unos niveles elevados
de estradiol, lo que indica que la reserva funcional ovérica se encuentra comprometida.
Unos valores basales de estradiol superiores a 80 pg/ml, frecuentes al final de la
treintena, se asocian con una peor respuesta ovulatoria (Evers et al., 1998).

Un reclutamiento y dominancia folicular avanzada en el dia tercero podria ser el
responsable de la fase folicular mas corta en las mujeres de mayor edad, lo que se
expresaria en concentraciones sericas de estradiol mayores que lo esperable para ese dia
del ciclo.

En un estudio publicado por Bancsi et al. (2003), al hacer un andlisis univariado de los
valores de area bajo la curva ROC para distintos predictores de reserva ovarica, se
encontré que el valor de estradiol en dia tercero del ciclo era el peor de todos los

parametros estudiados.

INHIBINA B BASAL

La inhibina es un péptido dimérico compuesto por una subunidad-o y una subunidad-f1
(inhibina A) o por una subunidad-o. y una subunidad-B2 (inhibina B). Ambas son
producidas por las células de la granulosa.

La inhibina A parece ser producida por el foliculo dominante, ya que aumenta justo
después del incremento de estradiol en la fase folicular tardia.
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En cambio, la inhibina B posiblemente es secretada por la cohorte de foliculos en
desarrollo de un ciclo determinado, porque su concentracion aumenta en la transicion
luteo-folicular y se hace maxima en la fase medio folicular, por lo que reflejaria la
cantidad o calidad de foliculos en desarrollo (Hall et al. 1999, Santero et al., 1999).
Seifer en 1997, usando un valor de corte de 45 pg/ml, demostré que en el grupo de
menor valor de inhibina B se rescataron menos ovocitos en la aspiracion y la tasa de
cancelacién fue 3 veces mayor.

Posteriormente, el mismo autor en un trabajo de casos y controles con 109 pacientes,
encontrd que la medicion de inhibina B era un marcador mas precoz de disminucion de
reserva ovarica que la medicion de FSH en dia 3, definiendo como pacientes con
reserva ovarica disminuida a aquellas con pobre respuesta a los protocolos de
estimulacion y con bajas tasas de embarazos (Seifer et al., 1999).

Corson en 1999, en un estudio de 106 pacientes, encontrd una tasa de embarazo sin
diferencias estadisticamente significativas para pacientes con inhibina B mayor o menor
a 45 pg/ml (31.8 y 34.5% respectivamente), y al comparar los resultados de la medicion
de inhibina B con los resultados del test de clomifeno, éste ultimo si mostro diferencias

significativas entre un test normal o alterado para tasas de embarazo.

RELACION FSH/LH

Lenton, en 1988, observd que a lo largo del periodo reproductivo de la mujer, la
alteracion mas precoz que ocurre conforme va avanzando en edad es el aumento de los
niveles de FSH, y afios después, se produce el aumento de LH. Es por esto que
consider6 que lo mas precoz para evaluar la pérdida de la capacidad reproductiva era un
aumento de la relacion FSH/LH.

De esta forma, Mukherjee en 1996 evalud este examen en 74 ciclos de FIV de mujeres
con FSH normal en el dia tercero. Una relacion FSH/LH >3.6 tuvo una sensibilidad de
un 85.7% y una especificidad de un 95% para pobre respuesta a la estimulacion, y las
pacientes pertenecientes a este grupo presentaron niveles séricos de estradiol y un
nimero de ovocitos aspirados significativamente menores que el grupo con relacion
FSH/LH menor a 3.6.
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En otro trabajo publicado el afio 2001 se validaron estos resultados, al encontrar que una
tasa mayor a 3 se correlacionaba con un menor nimero de ovocitos aspirados, y menor

tasa de implantacion y embarazo (Barroso et al., 2001).

EVALUACION ECOGRAFICA DEL VOLUMEN OVARICO

Basado en el hecho de que el tamafio ovarico disminuye con la edad, se han publicado
varios trabajos sobre el rol del la medicion del volumen ovérico en la evaluacion de la
reserva ovarica.

Lass en 1997 compar0 el volumen ovarico en 2 grupos de mujeres con infertilidad,
programadas para un procedimiento de FIV. Definiendo un volumen ovérico mayor de
3 cm3 como normal, encontr6 que las mujeres con un volumen menor tenian una mayor
tasa de cancelacion y un mayor requerimiento de gonadotrofinas, con igual tasa de
embarazo en ambos grupos (Lass et al., 1997a).

Posteriormente, en 1999 Syrop report6 que el volumen ovarico era un buen predictor de
respuesta ovarica en protocolos de estimulacion, siendo incluso mejor que la medicion
de FSH en dia 3 pero con un bajo coeficiente de probabilidad para embarazo.

En el trabajo de Bancsi publicado en el 2003, en una comparacion sobre distintos test de

reserva ovarica se concluye que el volumen ovarico tiene un valor limitado.

NUMERO DE FOLICULOS ANTRALES EN ULTRASONIDO BASAL (AFC)

También se ha visto que el nimero de foliculos antrales disminuye con la edad. Al
evaluar el numero de éstos por una ecografia ginecoldgica en la fase folicular precoz, se
ha reportado que un numero bajo de foliculos se relaciona con una mayor tasa de
cancelacién (Chang et al., 1998) y con una menor respuesta a la estimulacion ovérica
(Pellicer et al., 1998).

Finalmente, en el estudio prospectivo publicado por Bancsi, en febrero de 2003, se
realizd un analisis univariado del valor de las areas bajo las curvas ROC de distintos
marcadores de reserva ovarica entre ellos, edad, valor basal de estradiol, valor de FSH,
inhibina B, y la medicion ecografica en fase folicular precoz del volumen ovarico y del

namero de foliculos antrales, como predictores de mala respuesta ovérica a la
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estimulacion (desarrollo de menos de 3 foliculos o recuperacién de menos de 4 ovocitos
en la aspiracion). Se encontr6 que el mejor marcador era el numero de foliculos
antrales, seguido por el nivel de FSH basal.

A pesar de que la AFC es uno de los mejores predictores de respuesta ovarica a la
hiperestimulacién (Dumesic et al., 2001; Bancsi et al., 2003; Popovic-Todorovic et al.,
2003; Yong et al., 2003), aun no hay una definicion precisa de la medida de los
foliculos antrales. En la literatura se citan didmetros que varian de 2a 10 mmy 2 a5
mm (Frattarelli et al., 2003; Hansen et al., 2003; Bancsi et al., 2004b; Durmusoglu et
al., 2004).

La capacidad de la AFC para predecir embarazo es limitada (Bancsi et al., 2002; Ng et
al., 2003; Hendriks et al 2005). Esto se debe probablemente a que la AFC se relaciona
con el nimero de ovocitos obtenidos en un ciclo y es bien sabido que, para lograr un
embarazo en reproduccion asistida, ademas de la cantidad importa también la calidad de
los ovocitos que se obtienen.

Para predecir respuesta ovarica y resultados en reproduccion asistida, la cuenta de AFC
medida con ultrasonido de tercera dimensién (3D) no ofrece ventajas estadisticamente
significativas sobre la medicién con un ultrasonido de dos dimensiones convencional
(2D) (Jayaprakasan et al., 2007).

FLUJO SANGUINEO OVARICO BASAL

Ng en el 2004 estudio mujeres con fertilidad comprobada y observo por ultrasonido 3D
y flujometria Doppler que el flujo sanguineo del estroma ovérico disminuye
significativamente pero solo en las mujeres de 41 afios 0 més. Por lo tanto, no es un
marcador precoz de disminucién de la reserva ovérica. EI mismo autor, en el 2005
concluyé que la medida de los indices de flujo ovarico Doppler no tuvo valor predictivo
para respuesta ovarica.

En un estudio publicado recientemente se concluyd que un flujo ovarico no detectable
en el ultrasonido basal en por lo menos un ovario esta vinculado a una baja reserva en

mujeres infértiles (Younis., et al 2007).
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BIOPSIA DE TEJIDO OVARICO

La ausencia de una prueba diagnostica fiable ha llevado a pensar que el mejor método
seria la evaluacion de la reserva ovarica directamente en el ovario. El nimero de
foliculos por unidad de volumen del tejido cortical del ovario puede calcularse
matematicamente y definirse como densidad folicular.

Lass realizo biopsias ovaricas en mujeres infértiles. Este autor observé que la densidad
folicular disminuye con la edad, de manera que las mujeres mayores de 35 afios tienen
tan s6lo un tercio de los foliculos de las mujeres méas jovenes y las mujeres con
infertilidad de origen desconocido tienen menor nimero de foliculos que las mujeres
con infertilidad de origen tubario (Lass et al., 1997b).

A pesar de lo prometedora que puede resultar esta prueba, existe una serie de factores
que limitan su uso:

1) la densidad de una porcion del ovario no es representativa de todo el parénquima
ovarico (Lambalk et al., 2004).

2) es una técnica cruenta y no exenta de riesgos, que aun puede alterar el pronostico

reproductivo.
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Capitulo 2: ESTUDIOS DINAMICOS DE RESERVA OVARICA

TEST DE CITRATO DE CLOMIFENO

Este examen sirve para identificar a las pacientes que tienen un mal pronostico
reproductivo por ser pobres respondedoras, ya que refleja la incapacidad de desarrollar
una cohorte normal de foliculos, con una baja produccién de estrogenos incapaz de
suprimir los valores de FSH.

Este test fue descrito inicialmente por Navot como una herramienta para evaluar la
reserva ovarica en mujeres mayores de 35 afios (Navot et al., 1987b).

Es un examen sencillo de realizar que consiste en la medicion de los niveles de FSH en
el dia 3 (basal) y en el dia 10 del ciclo post estimulacion con citrato de clomifeno (CC).
Se administran 100 mg/dia por via oral desde el dia 5° al 9°, definiéndose el examen
como normal cuando el valor de FSH post estimulacion no se eleva respecto a la basal
(Navot et al., 1987).

Otros autores, como Loumaye en 1990, evaluaron esta prueba definiendo como anormal
la suma de ambos valores de FSH mayor a 26 UI/L, teniendo un valor predictivo
positivo cercano al 100% para ausencia de embarazo.

Scott en 1993 realizd un seguimiento por 1 afio a 236 pacientes infértiles con test de
clomifeno. La incidencia global de test anormal fue del 10%. La incidencia de
examenes anormales varié con la edad, correspondiendo al 3% cuando eran menores de
30 afios, 7% entre 30 y 34 afios, 10% entre 35y 39 afios y 26% en mayores de 40 afios.
El resultado anormal se correlacion6 con una tasa de embarazo marcadamente baja
(9%), comparado con una tasa de embarazo de un 43% en las pacientes con reserva
ovarica normal. Sélo 7 de las 23 pacientes con una prueba alterada tenian FSH elevada
en dia tercero, lo que revela que este examen puede ser mas sensible que la medicion
aislada de FSH basal.

Estudios posteriores de este mismo autor han revelado que el mal resultado expresado
en tasas de embarazo o en tasas de cancelacion de ciclos de induccion de ovulacion es
independiente de la edad cuando el test de clomifeno se encuentra alterado (Scott et al.,
1995a).

De todas formas, el valor predictivo para tasas de embarazo disminuye con la edad,
haciéndose muy pobre cuando la paciente tiene mas de 40 afios.
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Los resultados de los distintos estudios indican que el test de clomifeno deberia ser
capaz de diferenciar entre mujeres con reserva ovarica normal y mujeres con reserva

ovarica disminuida.

TEST DE AGONISTA DE GnRH (GAST)

En un trabajo publicado por Padilla en 1990 se propuso un test adicional para
diagndstico de reserva ovarica, que consiste en evaluar los cambios precoces en los
niveles de estradiol después de la administracion de un andlogo de GnRH, secundarios
al incremento temporal en la secrecion hipofisaria de LH y FSH.

Se administra 1 mg de acetato de leuprolida en el dia 2 del ciclo, y se evalGa el nivel de
estradiol en el dia 2, 3, 4 y 5 del ciclo. Como se nota en la FIGURA 1, el incremento de
estradiol al doble de lo basal ocurre en el dia 3, con caida al dia 4 en una respuesta tipo
A. En la tipo B la elevacion ocurre en el dia 4 o 5, con caida al dia siguiente. En la
respuesta tipo C hay elevacion en el dia 3 que continta sin caer el 4y el 5. En la D el
estradiol no se eleva en ninguno de los dias. Esta prueba correlaciona con los resultados
en reproduccion asistida de alta complejidad, con buenos resultados para las curvas A 'y
B, malos para la C y pésimos para la D (Padilla et al., 1990).

Simplificando, una elevacion del estradiol dos veces 0 mas del valor basal en respuesta
al agonista de GnRH es predictor de buenos resultados en FIV. Cuanto mas precoz es la
elevacion del nivel sérico de estrégenos, mejor era la tasa de embarazo obtenida en ese
ciclo. (Padillaetal., 1990; Winslow et al., 1991; Ranieri et al., 1998).

Winslow et al., (1991), evaluaron la correlacion entre el resultado del examen y algunos
de los parametros de éxito en ciclos de FIV como el nimero de ovocitos maduros
obtenidos y la tasa de embarazo.

En un estudio donde se calculé el coeficiente de probabilidad de embarazo se demostrd
que la eficiencia de este examen para diferenciar entre un examen normal y uno alterado
parece limitada (Bukman et al., 2001). Ademas, no se ha definido la variabilidad
interciclo de esta prueba y es de muy alto costo como para ser utilizado en la poblacion

general infértil.
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TEST DE ESTIMULACION CON FSH (EFORT)

Esta prueba, inicialmente disefiada por Fanchin en 1994, consiste en medir FSH y
estradiol sérico en el dia tercero del ciclo, luego se inyecta por via intramuscular 300 Ul
de FSH, y 24 horas post inyeccion se mide nuevamente el valor de FSH y estradiol.
Segun los resultados reportados por este autor, en 52 ciclos realizados se obtuvo
diferencias significativas al comparar la variacion de estradiol con el nivel de FSH en
dia 3, considerando como anormal una FSH mayor a 11 Ul/l y una diferencia de
estradiol menor a 30 pg/ml. Este examen no ha sido evaluado por otros y a pesar de que
es mas simple de realizar que el test de clomifeno, tiene un costo econémico importante

por las 300 unidades de FSH requeridas.
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Capitulo 3: HORMONA ANTIMULLERIANA

CARACTERISTICAS Y ORIGEN DE LA AMH

La hormona Anti-Milleriana (AMH), también llamada sustancia inhibidora Mulleriana
o factor inhibidor Mulleriano, es una glicoproteina dimérica con un peso molecular de
140 kDa.

Esta hormona pertenece a la familia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-
B) y esta esencialmente involucrada en la regresién de los conductos Millerianos en el
feto masculino, el paso inicial en la organogénesis del tracto genital masculino (Di
Clemente et al., 2003).

En contraste con otros miembros de la familia, los cuales se expresan en varios 6rganos
y tienen variadas actividades bioldgicas dependiendo del contexto celular, la AMH sélo
se expresa en las gonadas y ejerce efectos inhibitorios en el desarrollo y funcién de los
organos reproductores. El efecto mas claro de la AMH es su capacidad de inducir
regresion del conducto Mulleriano, el precursor de los 6rganos genitales internos
femeninos. En ausencia de AMH, el conducto Mulleriano de ambos sexos se desarrolla
a Utero, trompas de Falopio y parte superior de la vagina (Munsterberg and Lovell-
Badge, 1991).

Los niveles séricos de AMH a lo largo de la vida son mas bajos en mujeres que en
hombres.

En las mujeres, los niveles séricos son casi indetectables al nacimiento (Rajpert-De
Meyts et al., 1999) se incrementa sutilmente en los primeros 2 a 4 afios de vida; hace un
pico maximo en la pubertad, se mantiene estable durante la adultez y disminuye
posteriormente como signo de disminucién de la reserva ovarica (Lee et al., 1996; La
Marca et al., 2005a).

En mujeres, la AMH se expresa en células de la granulosa de foliculos pre-antrales y
antrales pequefios (Durlinger et al., 2002a) y se continua expresando en los foliculos en
crecimiento hasta que ellos han alcanzado la medida y el grado de diferenciacion en el
cual son seleccionados para la dominancia. En el humano, esto ocurre en el estadio en
que el foliculo antral mide de 4 a 6 mm (Rajpert-De Meyts et al., 1999; Weenen et al.,
2004).
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FUNCION DE LA AMH EN LA MUJER ADULTA

El rol exacto de la AMH en el ovario no estd enteramente claro, pero las funciones
propuestas incluyen inhibicion del reclutamiento folicular, inhibicion de la aromatasa y
disminucion de la sensibilidad de los foliculos a la FSH (Josso, et al., 2001, Durlinger et
al., 2001).

La AMH parece regular el desarrollo folicular temprano (Durlinger et al., 2002a),
especificamente la transicién de foliculos primordiales a foliculos en crecimiento
(Durlinger et al., 1999).

Las ratas femeninas homocigotas AMH-knockout tienen mas foliculos pre-antrales y
antrales en crecimiento que los tipos salvajes (Durlinger et al.,, 2002a) y se ha
demostrado que su reserva folicular disminuye antes.

La AMH es capaz de inhibir el inicio del crecimiento de foliculos primordiales en
cultivos de ovarios de ratas recién nacidas (Durlinger et al., 2002a). También la AMH
ha demostrado inhibir el crecimiento folicular FSH inducido en ratas femeninas
(Durlinger et al., 2001). Datos recientes indican que la expresion de la AMH en el
ovario humano es similar a lo ya observado en ratones y ratas (Weenen et al., 2004),
sugiriendo un rol importante en la regulacion del crecimiento temprano de los foliculos.
Estudios realizados en animales han sugerido que la AMH, probablemente via su
receptor especifico tipo 11 expresado en las células de la granulosa y teca, puede reducir
la actividad de la aromatasa y la cantidad de receptores de LH en células de la granulosa
estimuladas por FSH (di Clemente et al., 1992) e inhibir la produccion de testosterona
en las células de la teca (Teixeira et al., 2001).

En un estudio en humanos, se ha demostrado que variantes genéticas en la AMH y en el
receptor 1l de AMH estdn asociadas con los niveles de la fase folicular de E2,
sugiriendo la participacion de la AMH en la regulacion de la sensibilidad de la FSH en

el ovario (Kevenaar et al., 2007).

AMH Y RESERVA OVARICA

La hormona anti-Mulleriana (AMH), un nuevo marcador endocrino, ha sido evaluada

recientemente por varios grupos como un marcador de respuesta ovarica (Seifer et al.,
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2002; Van Rooij et al., 2002; Fanchin et al., 2003a; Hazout et al., 2004; Muttukrishna et
al., 2004; Eldar-Geva et al., 2005; Pefarrubia et al., 2005; Tremellen et al., 2005;
Ficicioglu et al., 2006).

La AMH disminuye con el aumento de la edad en mujeres normoovulatorias (de Vet et
al., 2002) y se correlaciona fuertemente con el nimero de foliculos antrales. De ahi que
la AMH puede ser usada como un marcador de envejecimiento ovarico (de Vet et al.,
2002; van Rooij et al., 2002; Fanchin et al., 2003a).

Se ha demostrado que las pobres respondedoras durante la estimulacién ovarica de FIV
han tenido reducidos valores de AMH en la fase folicular precoz (van Rooij et al., 2002;
Seifer et al., 2002; Fanchin et al., 2003b).

En un estudio reciente se encontrd que la AMH es un buen predictor de baja respuesta y
cancelacién de ciclos con una muy pequefia variacion interciclo (Mcllveen et al., 2007).
Se ha propuesto a la AMH como un prometedor marcador de reserva ovarica (De Vet et
al., 2002; Seifer et al., 2002; Van Rooij et al., 2002), cuya confiabilidad supera a la de la
inhibina B, estradiol y FSH en el dia 3 del ciclo (Fanchin et al., 2003a). La AMH tiene
por lo menos tres caracteristicas bioldgicas que no tienen los predictores hormonales
convencionales de reserva ovarica:

Primero, se expresa en las células de la granulosa de varios foliculos en crecimiento,
desde primarios hasta antrales tempranos (Baarends et al., 1995; Durlinger et al., 2002a;
Weenen et al., 2004).

Segundo, los foliculos que crecen més alld de antrales tempranos pierden
progresivamente su capacidad de expresar AMH (Baarends et al., 1995; Fanchin et al.,
2003b).

Tercero, a pesar de que los mecanismos involucrados en la produccion e inhibicién de la
produccion de AMH permanecen desconocidos, todo indica que seria FSH
independiente (Durlinger et al., 2002b).

Por lo anterior, estas caracteristicas fisioldgicas de la AMH suponen la hipotesis que la
medicion periférica de AMH podria proveer informacion sobre la actividad de un gran

namero de foliculos con y sin influencia hormonal.
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AMH Y CICLO MENSTRUAL

Los niveles séricos de AMH han sido recientemente medidos en diferentes momentos
del ciclo menstrual y los resultados sugieren una completa ausencia de fluctuacién (La
Marca et al., 2006b; Hehenkamp et al., 2006). Esto puede ser consistente con el
continuo crecimiento no ciclico de pequefios foliculos a través del ciclo menstrual (La
Marca et al., 2006b).

La ausencia de fluctuacion de la AMH a través del ciclo menstrual (La Marca et al.,
2006b; Hehenkamp et al., 2006) hace suponer que puede ser usada como un marcador
de respuesta ovarica independientemente del dia del ciclo en el cual se tome la muestra
de sangre.

La ausencia de modificaciones en el suero de los niveles de AMH a través del ciclo
menstrual es una clara demostracion de que la expresion de esta hormona no esta
regulada por las gonadotropinas. Acorde con esto, se ha observado situaciones
asociadas con un muy bajo nivel de FSH, como el hipogonadismo hipogonadotropico y
el embarazo, sin modificaciones en los niveles séricos de AMH (La Marca et al., 2006b;
La Marca et al., 2005b).

El crecimiento folicular temprano en humanos parece ser independiente de la
estimulacion por gonadotropinas. Los foliculos parecen ser dependientes de FSH soélo
en el estadio final de desarrollo. En humanos, el desarrollo hasta el estadio antral
continua a través de toda la vida hasta la deplecion de los foliculos cerca de la
menopausia, esto se produce aun en condiciones bajo las cuales las gonadotropinas
enddgenas estan sustancialmente disminuidas (Richardson and Nelson, 1990). Tales
condiciones incluyen la etapa prepuberal, embarazo y uso de anticonceptivos.

La reproductividad interciclo de la AMH en tres ciclos menstruales consecutivos se
encontro que fue superior que la de FSH, inhibina B y que la de la cuenta de foliculos
antrales en el ultrasonido basal (AFC) (Fanchin et al., 2005).

En estudios previos, la capacidad de la AMH en identificar pobres respondedoras fue
muy similar a la cuenta de foliculos antrales (Van Rooij et al., 2002; Eldar-Geva et al.,
2005; Ficicioglu et al., 2006).

Los niveles plasmaticos de AMH no cambian durante la fase folicular del ciclo
menstrual y la administracion de FSH exdgena es seguida por una significativa
reduccién en los niveles de AMH, lo cual es probablemente secundario al efecto de las
gonadotropinas sobre el desarrollo folicular (La Marca, et al., 2004).
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En contraste con los ciclos menstruales normales en los cuales los niveles de AMH
permanecen constantes entre los dias 2 y 6 (La Marca et al., 2004), los ciclos
estimulados se caracterizan por un progresivo declinar de esta hormona hasta llegar a la
fase folicular tardia (Fanchin et al., 2003b).

Esta reduccion de los niveles de AMH durante la hiperestimulacién ovarica controlada
puede facilmente ser explicada por el aumento del crecimiento de los pequefios
foliculos causando diferenciacion de las células de la granulosa, alterando asi la
habilidad de producir AMH (Baarends et al., 1995). La atresia folicular, los estrégenos
y los andrégenos pueden adicionalmente contribuir a la disminucion de AMH (Baarends
etal., 1995; Teixeira et al., 2001).

En otro estudio se demuestra que a medida que disminuyen progresivamente los
pequerfios foliculos antrales y se incrementan los grandes, ocurre una reduccion de los
niveles periféricos de AMH. Consistentemente, la AMH en un ciclo de
hiperestimulacion ovarica se correlaciona con el nimero de foliculos menores de 12
mm pero no con los mayores de 12 mm (Fanchin et al., 2003b).

Estos datos sugieren que la AMH es secretada preferentemente y en forma continua por
pequerfios foliculos antrales durante la hiperestimulacion, y que la diferenciacion de las
células de la granulosa modifica la capacidad de expresion de AMH (Baarends et al.,
1995).

La AMH se relaciona estrechamente con la cuenta de foliculos antrales tempranos AFC
(de Vet et al., 2002, Fanchin et al., 2003a), esta relacion fue mucho menor con los
niveles de inhibina B, E2, FSHy LH.
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Capitulo 4: AMH Y DISTINTAS ENTIDADES CLINICAS

PESO, INDICE DE MASA CORPORAL (BMI) Y AMH

El indice de masa corporal (BMI= peso/talla2) y la causa de infertilidad pueden
influenciar en la respuesta a las gonadotropinas (Crosignani et al., 1994; Roseboom et
al., 1995; Tinkanen et al., 1999; Loh et al., 2002) y se ha reportado que la AMH tiende a
ser mas baja en mujeres obesas que en las no obesas (Pigny et al., 2003).

Esto se contradice con el hallazgo de otro estudio en que las mujeres con sobrepeso y
obesas tuvieron un desarrollo folicular similar a las mujeres de peso normal. La captura
de ovocitos y la AMH tampoco se modificaron por el BMI en el rango examinado. La
reducida fertilidad descrita para mujeres con un BMI mayor a 27 kg/m2 (Lintsen et al.,
2005) no parece originarse en la dindmica folicular segun este ultimo autor.

EMBARAZO Y AMH

Los niveles de AMH circulante materna son similares a aquellos encontrados en la fase
folicular de mujeres no embarazadas.

Los estudios indican que la placenta no produce ni puede secretar AMH a la circulacién
materna. En realidad, se ha demostrado que la AMH es expresada sélo en las génadas
(Teixeira et al., 2001).

Los resultados de un estudio sobre AMH y embarazo sugiere que el reclutamiento
folicular inicial no es abolido durante el embarazo ya que la AMH no experimenta
cambios.

También ha sido demostrado que los niveles séricos maternos de AMH no varian segun
el sexo fetal (La Marca et al, 2005b).
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SINDROME DE OVARIOS POLIQUISTICOS (PCOS) Y AMH

Si la AMH constituye un importante regulador de la reserva ovérica (Durlinger et al.,
1999), una produccion aumentada intraovarica podria retrasar el proceso de disminucion
de foliculos primordiales y de este modo, posponer la edad de la menopausia.

Se podria pensar que el envejecimiento ovarico esta retrasado en pacientes con
poliquistosis ovérica ya que la AMH, un importante inhibidor de la disminucion
folicular, esta incrementada (Durlinger et al., 1999).

En realidad, estudios transversales han sugerido que las mujeres con poliquistosis
ovarica alcanzan la menopausia a edades mas tardias (Dahlgren et al., 1992).

Ademas, se ha reportado que las irregularidades menstruales mejoran con el incremento
de la edad (Dahlgren et al., 1992; Elting et al., 2000; Bili et al., 2001), posiblemente
asociado a una disminucion en la cohorte de foliculos (Elting et al., 2003).

La AMH esta incrementada en mujeres infértiles anovuladoras normogonadotrépicas
normoestrogénicas comparadas con controles normales con ciclos regulares (Fallat et
al., 1997; Cook et al., 2002; Pigny et al., 2003; Laven et al., 2004).

Los niveles de AMH son 2 a 3 veces mas altos en mujeres con PCOS comparados con
mujeres sanas. De la misma manera, se ha comprobado que la AMH declina menos
rapidamente en mujeres con anovulacion tipo 2 de la OMS que en controles
normoovuladoras. Esto puede indicar una vida reproductiva méas prolongada en estas
pacientes (Mulders et al., 2004).

La metformina tiene efecto positivo documentado sobre la regularidad menstrual, la
funcién ovulatoria y el hiperandrogenismo en mujeres con PCOS (Velazquez et al.,
1994; Nestler and Jakubowicz, 1997; Morin-Papunen et al., 1998; Elter et al., 2002).

En mujeres con PCOS, la AMH se encuentra 2 a 3 veces mas alta durante la vida
reproductiva pero disminuye durante el tratamiento con metformina, como también
disminuye la cantidad de foliculos y el volumen ovarico. Esto puede indicar que la
metformina tiene efectos beneficiosos sobre el crecimiento folicular en mujeres con
PCOS. La medida de la AMH podria ser una herramienta Util para estimar el nimero de
foliculos como también ayudar al diagnostico de PCOS (Piltonen et al., 2005).
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SINDROME DE HIPERESTIMULACION OVARICA (OHSS) Y AMH

Recientemente se ha publicado un estudio en el cual se incluyeron 274 pacientes y se las
dividid segun el valor de AMH basal en 3 grupos. Se observo que las 21 pacientes que
desarrollaron de OHSS se encontraban en el grupo de AMH més alta (> 2.5 ng/ml) (Lee
etal., 2007).

ENDOMETRIOSIS Y AMH

En un estudio se compard la reserva ovarica y la cohorte folicular en dos grupos:
pacientes con endometriosis minima-moderada y pacientes con factor tubario.

La FSH sérica fue similar en ambos grupos pero las pacientes con endometriosis
tuvieron valores més bajos de AMH: 1.26 + 0.7 ng/ml vs 2.02 + 0.72 ng/ml. Las
pacientes con endometriosis tuvieron similar nimero de foliculos en el ultrasonido basal
pero sus tamarios fueron mas variados (Lemos et al., 2007).

Duru y col. evaluaron los niveles de AMH en dia 3 en: pacientes controles
normoovuladoras y en pacientes con endometriomas > 45 mm antes y después de la
cirugia. Observaron que los valores de AMH en pacientes con endometriosis no
mejoran luego de la cirugia (1.39 + 1.16 vs 1.62 + 1.09, p=0.86).

Asi mismo, observaron que niveles de AMH pre y postquirtrgica de las pacientes con
endometriosis son méas bajos que en las normoovuladoras (1.39 + 1.16 y 1.62 + 1.09 vs
3.98 + 0.51 ng/ ml) (Duru et al., 2007).

CANCER Y AMH

Casi todos los agentes quimioterapicos disminuyen la funcion ovérica. Raddatz (2007)
analizo los efectos de la quimioterapia en pacientes con una edad promedio de 24 afios.
Concluyé que la AMH vy la inhibina B son parametros mucho mas sensibles para
analizar el dafio ovarico que la FSH y la amenorrea secundaria. En el mismo trabajo se
demuestra que el uso conjunto de agonista de la GnRH con los quimioterapicos no

disminuye los efectos nocivos de los farmacos oncologicos.
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Con anterioridad ya se ha evaluado y concluido que las pacientes con antecedentes de
quimioterapia y ciclos menstruales normales tienen una menor reserva ovarica a pesar
de contar con valores de FSH < 10 Ul/I (Larsen., et al, 2003).
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OBJETIVOS

Objetivos Principales

Conocer el valor predictivo de la AMH como marcador de reserva ovarica y comparar
diferentes marcadores de reserva ovarica en las pacientes en tratamientos de fertilidad
atendidas en el Instituto de Ciencias en Reproduccion Humana del Hospital Puerta de
Hierro de la ciudad de Guadalajara (Jalisco) México; durante el periodo de marzo a
julio de 2007.

Objetivos Secundarios

1. Caracterizar la poblacién en estudio: edad, tiempo de busqueda de embarazo y causa
de infertilidad.

2. Mencionar los métodos més utilizados en la actualidad para medir reserva ovarica.

3. Enumerar las medidas terapéuticas empleadas segun la causa de infertilidad (FIV,
FIV/ICSI, ICSI).

4. Conocer las dosis de gonadotropinas empleadas y dias promedio de estimulacion.

5. Mencionar la tasa de embarazos simples, maltiples y la tasa de abortos.

29



JUSTIFICACION

1) La valoracion de la reserva ovarica es un estudio fundamental en las parejas

infértiles.

2) La baja reserva ovarica es una causa cada vez mas frecuente de infertilidad, ya que la

mujer posterga la maternidad hasta edades avanzadas.

3) Es un trastorno de dificil manejo.

4) Es dificil establecer con seguridad el diagnéstico de baja reserva ovarica porque aun

no existe un estudio de certeza.

5) En los ciclos de reproduccion asistida se utilizan numerosos métodos diagnosticos y
distintas modalidades terapéuticas, lo cual implica un importante costo econémico y

emocional para las parejas, por lo que, el abordaje debe ser metddico y preciso.

6) En México no encontramos estudios sobre hormona anti-Mulleriana y reserva

ovarica por lo cual su estudio brindara informacion aun no valorada sobre el tema.
7) Los resultados y las conclusiones de esta investigacion podrian utilizarse de

referencia para la elaboracion de normas en reproduccion asistida, lo que ayudaria al

mejoramiento de las tasas de concepcion.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion

Este estudio prospectivo se realizo con 54 pacientes atendidas en el Instituto de Ciencias
en Reproduccion Humana, VIDA, del Hospital Puerta de Hierro, Guadalajara (Jalisco),
México. Se incluyeron pacientes bajo tratamientos de alta complejidad desde marzo a
julio de 2007.

El rango de edad de las pacientes fue de 19 a 45 afios.

Criterios de inclusion: toda mujer que requiera captura folicular como parte de su
tratamiento, con perfil ovéarico basal y AMH en dia 2 o 3 del ciclo.

Criterios de exclusién: pacientes que realizaron tratamientos alternativos como

ovodonacion.

Determinaciones hormonales

En el dia 2 o 3 del ciclo menstrual, se tomaron las muestras para medir los niveles de
FSH, LH, estradiol y AMH. Ese mismo dia se realizd un ultrasonido transvaginal basal
para descartar la presencia de quistes en el ovario.

Las determinaciones de FSH, LH, y estradiol se realizaron el mismo dia de la
venopuntura y se congelaron muestras de suero a -20 °C para la posterior medicién de
AMH.

Las determinaciones de FSH, LH y estradiol se obtuvieron por
inmunoquimioluminiscencia (IMMULITE®).

La AMH fue determinada en suero por método de ELISA (Enzyme-Linked
Inmunosorbent Assay) mediante el kit DSL-10-14400 ACTIVE® MIS/AMH
(laboratorio DSL, Webster, Texas). La sensibilidad de deteccion del kit es de 0.017
ng/ml. En el presente estudio los valores se expresan en ng/ml.

Las unidades de expresion de AMH encontradas en la literatura son (Fleming et al.,
2006): ng/ml = mcg/l = pmol/l +7.143
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Estimulacion ovarica

Antes de comenzar el ciclo de estimulacion ovarica todas las pacientes fueron sometidas
a examen fisico general y ginecoldgico, también se descarté enfermedad tiroidea.

A todas las parejas se les realizé pruebas de HBs Ag (antigeno australiano), anti-HVC
(anti-hepatitis C) y anti-HIV (anti-virus de inmunodeficiencia humana) y se analizd por
lo menos una muestra de semen de cada pareja.

A las pacientes se les realizd6 un ciclo de hiperestimulacién ovarica controlada
utilizando antagonistas. Se comenzd la estimulacion en el 2° o 3° dia del ciclo menstrual
con FSHr (hormona foliculoestimulante recombinante) o menotropinas 225-375 Ul
diarias y en algunos casos se agregd 2.5 mg diarios de letrozole durante los cinco
primeros dias de estimulacion. Este esquema de estimulacién se llevo a cabo durante 6-
12 dias. El antagonista se inicié cuando hubo un foliculo de 14 mm o més de uno de 13
mm. Se utilizaron dosis diarias de 0.25 mg de cetrorelix subcutaneo hasta lograr dos o
mas foliculos mayores o iguales a 18 mm, momento en que se administré 10.000 Ul de
hCG (gonadotropina coriénica humana) intramuscular.

Dos pacientes no fueron estimuladas. Se les realizé la captura folicular y maduracion in
vitro de sus ovocitos.

Los ciclos fueron cancelados durante la estimulacion si se obtuvieron menos de 2
foliculos en crecimiento.

A las 37 horas de la hCG se procedio a realizar la puncion folicular.

Fertilizacién en el laboratorio

Capacitacion de la Muestra Espermatica

El semen procedente de eyaculado se evalud para elegir la técnica de capacitacion
espermatica adecuada para recuperar la mayor cantidad de espermatozoides viables.
Los métodos utilizados para la capacitacion fueron el Swim - up y el de gradientes de

Percoll:

= En el método de Swim - up los espermatozoides mdviles se separaron del

plasma seminal por deslizamiento natatorio hacia arriba de los mismos. Para
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ello, se coloc6 la muestra de semen en un tubo redondo Falcon® vy
posteriormente se adicion6 medio HTF (Human Tubal Fluid simple In Vitro
Care®) en relacion 1:1. Se homogeneizd la muestra y se centrifugd a 60 G
(gravedades) por 10 minutos. Una vez centrifugado se decantdé el medio
excedente y Unicamente se dejo el pellet formado. Al tubo se le adicion6 500 pl
de medio y se lo dejo reposar a un angulo de 45° durante 45 minutos en la
incubadora con CO; al 5% y a una temperatura de 37 °C; una vez transcurrido

este tiempo se recupero el sobrenadante.

= El método de gradientes de Percoll permite una mejor seleccién de los
espermatozoides en base a la morfologia. En casos de
oligoastenoteratozoospermia severa se realizé un lavado simple de la muestra
para concentrar los espermatozoides presentes y reducir las células que se

encuentran en el liquido seminal.

Captura folicular

La captura folicular se realizo bajo sedacion y con guia ultrasonogréfica. Para ellos se
utilizé una aguja 19 Gauge OPS® Single lumen (CCD International Laboratory) y bajo
una presion de 100 mmHog.

Los ovocitos fueron recolectados del liquido folicular, lavados con HTF HEPES (In
Vitro Care®) y colocados posteriormente en una caja de cultivo; donde se dejaron
incubando con 5% de CO, y a una temperatura de 37 °C por 2 horas. Dependiendo de
la calidad espermatica de la muestra y de la indicacion de la paciente se realizé FIV,

FIV/ICSI o ICSI (inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide).

1) Fertilizacion In - vitro

Los ovocitos recolectados fueron lavados, y colocados en una caja de cultivo en
microgotas de HTF cubiertas con parafina liquida (LifeGlobal®), luego de lo cual se
dejaron incubando con 5% de CO, a una temperatura de 37°C.

Una vez capacitada la muestra se realizé una dilucion de la misma con el medio de
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cultivo HTF logrando una concentracion espermatica de 200,000 espermatozoides por
mililitro.

Posteriormente se prepard la caja de inseminacion, colocando microgotas (el nimero de
microgotas fue variable de acuerdo con el numero de ovocitos) de la dilucion de la
muestra de semen en una caja 1008 (NUNC®). En la parte superior de la caja se
colocaron 3 gotas de medio para lavado HTF simple cubriéndolas con parafina liquida.
Una vez preparada la caja de inseminacion se coloco en la incubadora por 15 minutos
antes de realizar la inseminacion, esto para permitir que se estabilice el nivel de CO, y
la temperatura.

Ya transcurridos los 15 minutos se procedid a realizar la inseminacion. Con una pipeta
Pasteur de vidrio estéril y previamente flameada, se tom6 cada ovocito y se colocé en
una microgota de la dilucién de la caja de inseminacion.

La caja de inseminacion con los ovocitos se dejo incubando con 5% de CO, y a una
temperatura de 37 °C.

Después de 16 a 18 horas de haber realizado la inseminacion, los ovocitos se
decumularon y una vez removidas todas las células del cumulus se colocaron en una
caja de cultivo (IVC - ONE, In Vitro Care®) y se evaluo la fecundacion.

Se corroboré que la fecundacion fue exitosa por la presencia de 2 pronucleos y 2
cuerpos polares. En el dia 2 se evaluo la division y se decidio si se transferian en dia 2

0 si se dejaban un dia mas en cultivo.

2) ICS|

En el ICSI los ovocitos se liberaron de las células del cimulus por medios enzimaticos
y mecanicos, esto 2 a 4 horas después de que se realizo la aspiracion folicular.

El évulo se denudd primero pipetedndolo en una solucion de hialuronidasa (In Vitro
Care®) que vario en concentracion de 80 a 100 Ul y a una temperatura de 37 °C, la
duracion de la exposicion del ovocito a la enzima fue limitada, porque de no ser asi, el
ovocito puede realizar una activacion partenogenica.

Posterior a la liberacion enzimatica de las células del camulus, se realizo la denudacion
mecanica en un medio de cultivo con buffer HEPES (In Vitro Care®) y pipetas Pasteur

estériles de vidrio alargadas finamente por medio de calor o con puntas para pipeta
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existentes en el mercado con diametros que varian desde los 175 hasta los 125 um.
Una vez denudados los ovocitos, se observaron en el microscopio invertido para evaluar
su madurez y calidad y luego se dejaron en reposo en la incubadora por un periodo

mayor a 20 minutos.

Inmovilizacion de Espermatozoides

Una vez capacitada la muestra se realizo la inmovilizacion del espermatozoide, el cual
es un punto crucial para la realizacion exitosa del ICSI y considerado un procedimiento
necesario para que ocurra la fertilizacion.

Mediante este paso se desestabiliza la membrana plasmaética del espermatozoide, esto
permite la liberacion del factor citosolico del espermatozoide, el cual es necesario para
inducir la activacién ovocitaria. Este es un requisito para que se lleve a cabo la
descondensacion del nicleo espermatico y la formacién del pronucleo masculino.

Este procedimiento se realiz6 en una placa de ICSI con cuatro gotas centrales de PVP
(polivinil pirrolidona, In Vitro Care®), en dos de ellas se colocd parte de la muestra de
espermatozoides. Esto facilitdé la inmovilizacion ya que hace que la movilidad
espermatica se torne mas lenta debido a la viscosidad de dicha solucion.

Alrededor de las microgotas de PVP se colocaron microgotas de un medio con buffer
HEPES, en las cuales se realiz6 la inyeccién de los ovocitos. Por ultimo las gotas se
cubrieron con parafina liquida.

La inmovilizacion de los espermatozoides consiste en frotar la cola contra la placa de
ICSI logrando esto con la micropipeta de inyeccion (MIC-50-30; HUMAGEN®) con
un movimiento rapido de izquierda a derecha o viceversa lo que da como resultado que
la cola sufra una fractura en un punto, preferentemente por debajo de la pieza media,
debido a que esta region contiene el centriolo proximal el cual es necesario para la

formacion del huso bipolar en la primera division mitética.

Inyeccién del Ovocito

Durante el ICSI se enfatizd en la seleccion e inmovilizacion de espermatozoides viables,

esto es que presenten una buena movilidad y que no sean teratozoospérmicos; en el
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correcto posicionamiento del ovocito previo a la inyeccion y la ruptura del oolema para
la liberacion del espermatozoide al citoplasma del ovocito.

Posterior a la inmovilizacion del espermatozoide, se lo tomd nuevamente con la
micropipeta de inyeccidon que contiene PVP aspirdndolo por la cola. El ovocito se
sujeté con ayuda de la micropipeta holding (MPH-SM-30; HUMAGEN®) mediante
succion lo que permiti6 mantenerlo en una posicién adecuada. EI ovocito debe
posicionarse de tal manera que el cuerpo polar quede a hora seis o a las doce de las
manecillas del reloj, con lo que se asegura que al momento de la inyeccion la
micropipeta no penetre cerca de donde presuntamente se localiza el huso meidtico.

La micropipeta de inyeccion se introdujo en el plano ecuatorial del ovocito penetrando
la zona pelucida y la membrana plasmatica hasta llegar a un sitio cercano al opuesto de
la inyeccion.

Con el espermatozoide en la punta de la micropipeta, se aspiré el ooplasma hasta
observar por una aceleracién del flujo que la ruptura de la membrana se ha realizado
correctamente. Esto asegura que el espermatozoide sea colocado en el citoplasma del
ovulo y posteriormente se inicie la activacion.

Una vez depositado el espermatozoide se retird lentamente la micropipeta de inyeccion
y se observo la restauracion de la membrana en el sitio de inyeccion. Luego se libero el
ovocito de la pipeta de holding y fue colocado en una caja con medio de cultivo (IVC-
TWO; In vitro care®).

Esta caja se dejé en la incubadora de CO, hasta evaluar fecundacion 12 — 16 horas
después, corroborando esto con la presencia de 2 pronucleos y 2 cuerpos polares.

En el dia 2 se evaluo la division y la calidad del embrién y se determind si se transferian

en ese dia o si se dejan en cultivo para transferir en un dia 3.

3) FIVI/ICSI

A las pacientes que se someten por primera vez a un ciclo de fertilizacién in vitro se les
realiza preferentemente FIV/ICSI; esto siempre y cuando haya 10 o mas 6vulos y la
muestra de semen lo permite. En este caso a la mitad de los 6vulos se les realiza FIV y
a la otra mitad ICSI. Se sigue el mismo proceso descrito anteriormente en las dos

técnicas.
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Maduracién in Vitro de ovocitos

Desde el dia 2-4 del ciclo menstrual se vigild el crecimiento folicular y endometrial, sin
dejar que el foliculo dominante alcance los 10 mm. Se administraron 10,000 Ul de hCG
intramuscular 37 horas antes de la captura folicular.

La aspiracion de los ovocitos se realizd bajo sedacion utilizando una aguja de 19 Gauge
OPS® Single lumen (CCD International Laboratory), igual que para los ciclos
estimulados con gonadotropinas. La presion de aspiracion fue de 50-60 mmHg o 7.5
kPa, lo que equivale a la mitad de la presion habitual.

Para la recoleccion del liquido folicular se utilizaron tubos de ensayo con solucion
salina al 0.9% y 2 Ul/ml de heparina, a 37 °C. Una vez identificados en el laboratorio
los complejos cumulo corona ovocito (CCCO), se incubaron en medio de cultivo para
maduracion (Ri-Cheng Chian®)

Se control6 la maduracién, que toma habitualmente 24-48 horas. Una vez maduros, los
CCCO se decumularon para ICSI segun la técnica ya descrita.

El dia de la puncion folicular se reevalud a la paciente y se administraron estrogenos via
oral segun el espesor endometrial:

< 6mm: 10mg de Valerato de Estradiol/ dia.

> 6mm: 6mg de Valerato de Estradiol/ dia.

La administracién del estradiol se comenzé el mismo dia de la puncién folicular vy, al

dia siguiente, se inici6 Progesterona oil 50mg/dia IM.

Transferencia Embrionaria

La transferencia de los embriones fue realizada en dia 2 o dia 3 dependiendo de la
calidad embrionaria y del nimero de embriones.

La seleccion embrionaria se realizé de acuerdo al tamafio de las blastomeras y el grado
de fragmentacion. La escala de graduacion varia de 1 (embridn de excelente calidad) a 5
(embridn de mala calidad):

e Grado 1: Blastomeras de igual tamafio y acorde al dia de desarrollo, sin

fragmentacion.
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e Grado 2: Blastébmeras de igual tamafio, con fragmentacion citoplasmatica que
cubre menos del 10% de la superficie del embrién; o bien, blastomeras

asimetricas sin fragmentacion.

e Grado 3: Blastomeras simétricas o asimétricas y fragmentacion del 10 al 25%.

e Grado 4: Blastobmeras de igual o desigual tamafio y con fragmentacion
citoplasmatica moderada a importante que cubre hasta el 50% de la superficie

del embrion.

e Grado 5: Embriones con fragmentacion intensa que ocupa mas del 50% de su

superficie.

La transferencia de los embriones fue realizada 48-72 horas después de la captura
folicular. Se transfirieron hasta 4 embriones utilizando catéteres Frydman® Ultrasoft.
Los embriones se depositaron a un centimetro del fondo uterino, bajo visualizacion por
ultrasonido transabdominal y vejiga llena.

Posterior a la transferencia las pacientes recibieron progesterona oil 50 mg
intramuscular por dia, acido folico y 4 mg de estradiol hasta la prueba de embarazo y
luego se reevalu6 la continuidad del tratamiento.

A los 14 dias de transferencia se realiz6 una cuantificacion de subunidad beta de hCG

en sangre para confirmar embarazo.

Andlisis estadistico

Para analizar la relacion entre respuesta ovarica a la hiperestimulacién ovarica
controlada y los valores de AMH, FSH y edad, se emplearon regresion logistica tanto
simple como multiple. También se construyeron curvas ROC para comparar la
sensibilidad y especificidad entre las variables y para estimar el punto de corte para
AMH.
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RESULTADOS

En el estudio se incluyeron 54 pacientes. La edad promedio fue de 34.3 afios (19 a 45
anos).

El periodo medio de infertilidad fue de 5.3 afios (rango: 0 a 20 afios). S6lo una paciente
no tuvo busqueda de embarazo (tiempo de infertilidad 0 afios) ya que quiso preservar
fertilidad para un futuro.

El promedio total de gonadotropinas empleadas en las pacientes que llegaron a la
puncion bajo hiperestimulacion ovérica controlada fue de: 2903 Ul (1200-5400).

El promedio de dias de estimulacién fue de 9 dias (6-12 dias).

Cuatro pacientes fueron canceladas antes de la captura folicular por falta de respuesta.
Una paciente quiso preservar fertilidad por lo cual se vitrificaron sus dvulos. Otra
paciente llego a la captura pero no se obtuvieron ovocitos.

De las 48 pacientes restantes a 8 se les realizo FIV, a 12 FIV/ICSI y a 28 ICSI (en este
ultimo grupo se incluyeron 2 pacientes a las cuales se les maduraron los 6vulos in vitro
y luego se inyectaron).

Las causas de infertilidad fueron las siguientes: 1) factor masculino: 14 pacientes, 2)
factor tubéarico: 6 pacientes, 3) factor ovarico: 18, 4) ESCA (esterilidad sin causa
aparente): 9, y 5) Endometriosis: 7 pacientes.

El objetivo principal fue conocer la respuesta a la hiperestimulacion ovarica controlada,
la cantidad de ovocitos capturados e identificar a las pacientes con baja reserva.

Para nuestro estudio se definio baja reserva ovarica como la obtencion de 4 ovocitos o
menos en la captura folicular (baja respondedora), o bien a la cancelacion del ciclo por
obtener 2 0 menos foliculos en desarrollo después de un protocolo de hiperestimulacion.
En la TABLA 1 se muestran las caracteristica de las pacientes: edad, afios de
infertilidad, FSH basal y AMH basal. Estos datos se analizan en el grupo total, en el
grupo de baja reserva y en el las pacientes que presentaron buena respuesta.

Se efectud analisis de regresion logistica simple para evaluar la relacién de los niveles
de AMH con la presencia de baja respuesta ovarica (TABLAS 2y 3).

El valor del estadistico G es significativo (p < 0.05) y el estimador de méaxima
verosimilitud B es significativamente diferente de 0 (p< 0.05), lo que nos permite

concluir que la AMH se relaciona con la probabilidad de buena respuesta ovarica.
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Para obtener un punto de corte que maximice la sensibilidad y especificidad, se efectud
una curva ROC comparando los valores de AMH con la respuesta ovarica observada
(FIGURA 2).

El area bajo la curva es significativamente diferente de 0.5 (p < 0.05), por lo que
también con esto podemos concluir que los valores de AMH se relacionan con la
probabilidad de tener una buena respuesta ovarica (TABLA 4).

La TABLA 5 muestra las coordenadas de la curva ROC para AMH. Si tratamos de
buscar un punto de corte para la aplicacion clinica, en el cual tengamos una alta
sensibilidad y especificidad, vemos que con un valor de AMH de 1.3 ng/ml la
sensibilidad esperada es de 85.7 % y la especificidad se mantiene elevada, de
aproximadamente un 83.3%.

Otro de nuestros objetivos del analisis, fue comparar la AMH con otros predictores de
buena respuesta ovarica que se han descrito. En el presente estudio, se compararon la
AMH, la FSH y la edad.

Se efectuo regresion logistica unica tanto para la edad como para la FSH (TABLAS: 6,
7,8y9).

Estos valores muestran que la edad y la FSH también se relacionan con la respuesta
ovarica (p < 0.05), pero como se puede observar, los seudo-coeficientes de
determinacion calculados mediante r cuadrada de Cox y Snell y de Nagelkerke son
menores que los obtenidos con AMH (al igual que en regresion lineal, el valor entre
mas cercano a 1, significa que la relacion es mayor), lo que nos sugiere que la AMH
puede ser un mejor predictor.

Debido a que existe fundamento bioldgico para pensar que estas variables pudieran
estar interrelacionadas, se analizé estadisticamente si la edad y la FSH modifican la
capacidad predictiva de la AMH. Para ello, se construyeron dos modelos de regresion
logistica multiple (TABLA 10), uno en el que se introdujeron las variables AMH, FSH
y edad, y otro en el que ademas de estas variables, se analizé si habia interaccion entre
AMH y edad.

Cuando se analizé estadisticamente si la edad y la FSH modifican la capacidad
predictiva de la AMH, se comprobd que la AMH tiene capacidad de predecir reserva
independientemente de las otras variables.

Como se puede observar, el modelo final (paso 2 de TABLA 10) no toma en cuenta la

FSH, ya que su presencia no mejora el rendimiento del modelo.
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Algo similar sucede en el modelo con interaccion (TABLA 11). La FSH no afade
mayor significacion al modelo por lo que es excluida. Sin embargo, podemos concluir
que la edad modifica el efecto de la AMH, ya que cuando se afiade al modelo la
interaccion (AMH por edad), se modifican significativamente los pardmetros de la
ecuacion, de tal modo que en el modelo final, s6lo se toma en cuenta la AMH y la
interaccion (AMH por edad).

Por ultimo, para comparar su rendimiento como predictores, se calcularon curvas ROC
para AMH, FSH, edad, y los modelos construidos (FIGURA 3).

De acuerdo a los valores del area bajo la curva (TABLA 12), observamos que el
predictor menos eficiente es la FSH, mientras que el mas eficiente es el modelo con
interaccion (AMH por edad). Sin embargo, los intervalos de confianza se traslapan entre
si, por lo que no podemos decir que hay una diferencia estadisticamente significativa
entre ellos. De cualquier modo, debido al tamafio de muestra, estos resultados deben ser
tomados con cautela.

Como observamos interaccion entre edad y AMH, se efectud un andlisis de regresion
lineal entre estas dos variables, el cual resultd estadisticamente significativo (coeficiente
de determinacién de 0.171) (TABLA 13). En la FIGURA 4 se observa que edad y AMH
estan inversamente relacionados (la pendiente es negativa).

De las 48 pacientes que tuvieron puncion folicular y en las cuales se obtuvieron 6vulos,
45 pacientes lograron embriones para transferir (una paciente vitrifico sus 6vulos y otras
dos no lograron embriones transferibles).

En total 22 parejas (22/45= 48, 89%) lograron una prueba positiva de embarazo.

Cinco embarazos fueron dobles, uno fue triple, por lo que el 27% (6/22) de los
embarazos fue multiple.

Un embarazo termind en aborto (1/22= 4.5%) y otro fue un embarazo bioguimico
(1/22= 4.5%). Esta baja incidencia puede ser explicada quizas por el corto seguimiento
en algunas pacientes.

Sélo una baja respondedora que llegé a la puncion folicular y tuvo embriones para
transferir, logré embarazo (1/6= 16%). Esta paciente de 35 afios de edad tuvo una FSH
basal de 20.6 Ul/l y una AMH de 0.25 ng/ml. Se capturaron 3 ovocitos y se transfirieron
3 embriones, lograndose un embarazo doble.

Respecto a las pacientes de maduracion in vitro de ovocitos, de una se aspiraron 7
CCCO de los cuales maduraron 6, se transfirieron 3 embriones en dia 3 y tuvo un
embarazo bioguimico; de la otra paciente, se obtuvieron 22 CCCO, 15 maduraron in
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vitro, se transfirieron 3 embriones en dia 3, se logr6 un embarazo simple y

criopreservaron 6 embriones.
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DISCUSION

El primer objetivo fue demostrar la utilidad de esta hormona. Segun el andlisis de
regresion logistica simple y el area bajo la curva ROC, concordamos con otros autores
(Mcllveen et al., 2007; Seifer et al., 2002; Fanchin et al., 2003; Hazout et al., 2004), en
que la AMH es un buen predictor de reserva ovarica.

Los valores de corte separando pacientes de buen y mal prondstico son escasos en la
literatura. Tampoco existen criterios internacionales para la medicion de AMH, lo cual
puede contribuir a la discordancia entre diferentes estudios y hacer dificil la
comparacion de los valores de distintos laboratorios (Pefiarrubia et al., 2005).

Para nuestra utilidad practica buscamos un valor de corte para predecir baja respuesta y
cancelacién de ciclos. Con un valor de AMH de 1.3 ng/ml, la sensibilidad (verdaderos
positivos) esperada es de 85.7 % y la tasa de falsos positivos se mantiene relativamente
baja, en aproximadamente un 16.7%.

Comparando con otras publicaciones, un valor de 4.9 pmol/l (0.69 ng/ml) discrimind
entre ciclos cancelados y no cancelados (Pefiarrubia et al., 2005) y un valor de corte de
8.1 pmol/l (1.13 ng/ml), podria predecir pobre respuesta ovéarica en un ciclo de
fertilizacion in vitro con una sensibilidad de 80% y una especificidad de 85%
(Tremellen et al., 2005). Ficicioglu et al, 2006 han reportado que con un valor de corte
de 0.25 ng/ml obtienen una sensibilidad y especificidad del 90.9% para predecir reserva
ovarica.

Otro autor (Silberstein et al., 2006) utiliz6 la mediana de todas las mediciones de AMH
(2.7 ng/ml al momento de la administracion de la HCG) para distinguir dos grupos de
estudio en términos de implantacion (P < 0.001).

Interesantemente, segun Ebner et al., 2006, usando la medicién basal de AMH no puede
estimarse la tasa de fertilizacion ni la calidad embrionaria. Esto se contradice con el
trabajo de Silberstein et al. (2006) quien encontr6 embriones de mejor morfologia y tasa
de division en las pacientes con AMH >2.7 ng/ml. Esto puede ser en parte explicado
porque los autores midieron la AMH en el dia de la administracion de la HCG (no en el
dia 3 del ciclo), un momento en que los valores de AMH estan usualmente disminuidos
por la presencia de foliculos grandes (Fanchin et al., 2003b) y ello podria hacer variar
los resultados.

Eldar-Geva et al., 2005, publicé un valor basal de 18 pmol/l (2.52 ng/ml), el cual
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permite una buena prediccion para lograr un embarazo (P < 0.01).

Respecto a las tasas de implantacion y embarazo se ha concluido en un estudio
publicado recientemente que es posible medir reserva ovérica y predecir la respuesta
ovarica a la hiperestimulacion pero ningun test, incluido la AMH, es buen predictor de
embarazo (Mcllveen et al., 2007). Esto concuerda con publicaciones anteriores. En un
meta analisis, se concluyé que la FSH basal no es un predictor Util de resultados en FIV
(Bancsi et al., 2003), posiblemente por la variabilidad interciclo (Scott et al., 1990;
Bancsi et al., 2004b). Varios estudios encontraron poca o0 nula evidencia de medir
inhibina B en la fase folicular precoz para predecir embarazo en pacientes de FIV (Hall
et al., 1999; Tinkanen et al., 1999; Creus et al., 2000; Ravhon et al., 2000; Dumesic et
al., 2001). La capacidad de la AFC para predecir embarazo es limitada (Bancsi et al.,
2002; Ng et al., 2003; Hendriks et al 2005). Estas conclusiones se deben probablemente
a que los test de reserva ovarica se relacionan mas con el nimero de ovocitos obtenidos
en un ciclo que con la calidad ovocitaria.

Seria interesante ahora efectuar una estudio prospectivo con el punto de corte elegido
para corroborar la sensibilidad y especificidad de la AMH para predecir buena respuesta
y comprobar qué sucede con la prediccion de implantacion y embarazos.

Otro de los interrogantes planteados al iniciar el estudio de la AMH fue conocer su
valor frente a edad y FSH basal.

El andlisis de regresion logistica Unica muestra que la edad y la FSH también se
relacionan con la respuesta ovarica (p < 0.05), pero menos que la AMH, lo que nos
sugiere que la AMH puede ser ain un mejor predictor.

Mediante el analisis de regresion logistica multiple se pudo comprobar estadisticamente
que la edad y la FSH modifican la capacidad predictiva de la AMH, pero que la AMH
tiene capacidad de predecir reserva independientemente de las otras variables.

Asi mismo, un reporte previo muestra que si a la AMH la asociamos con FSH basal e
inhibina B mejora la capacidad de predecir de la reserva ovérica (van Rooij et al.,
2002).

En las curvas ROC para AMH, FSH, edad, y los modelos construidos (AMH x edad)
observamos que el predictor menos eficiente es la FSH, mientras que el mas eficiente es
el modelo que toma en cuenta la interaccion entre AMH y edad.

La asociacion entre edad y AMH concuerda con los hallazgos publicados en la literatura
(de vet et al., 2002; Fanchin et al., 2003a), y resulta interesante mostrar graficamente

cOmo estan inversamente relacionados.
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CONCLUSIONES

Podemos afirmar ahora que la AMH es un buen predictor de reserva ovarica.

Para la aplicacion clinica, tomando un valor de AMH de 1.3 ng/ml tendremos una
sensibilidad de alrededor de 85.7 % y una especificidad de aproximadamente 83.3%.
Esto nos permitira poner en practica un protocolo de hiperestimulacion ovérica dirigido
a las bajas respondedoras con escaso riesgo de desarrollo de sindrome de
hiperestimulacion ovérica.

La edad y la FSH también se relacionan con la respuesta ovarica, pero menos que la
AMH lo que nos sugiere que la AMH puede ser ain un mejor predictor.

Si se analizan conjuntamente las variables AMH, edad y FSH, esta ultima no afiade
mayor valor predictivo.

Pudimos observar una relacion negativa entre la AMH y la edad. Sin embargo, cuando
se ajusta el modelo para esta interaccion, la AMH sigue siendo significativa, por lo que
la AMH es un factor independiente de la edad para predecir respuesta ovarica.

Esta revision y los hallazgos en nuestras pacientes ponen a la AMH en un lugar
preferencial dentro de los estudios de reserva ovérica si tenemos en cuenta que: su valor
predictivo junto a la edad es optimo, es facil de medir (se mantiene estable durante el
ciclo menstrual, no se modifica en situaciones en que las gonadotropinas endogenas
estan disminuidas como, por ejemplo, en la etapa prepuberal, el embarazo y la toma de
anticonceptivos), no es operador dependiente como los estudios ultrasonogréficos y
probablemente tenga mucha utilidad en un futuro en el diagndstico de ciertas patologias
como PCQOS, riesgo de OHSS, medicion de reserva ovarica postquimioterapia y en la

endometriosis.
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RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

Recordar que el factor ovérico es el indicador més influyente en los resultados
reproductivos de alta complejidad. Por lo tanto, la deteccidn oportuna de reserva ovarica

disminuida, ofrece a la oportunidad de:

Adecuar el tratamiento (alta o baja complejidad) con el objetivo de maximizar el
prondstico reproductivo.

= Elegir el protocolo de estimulacion ovéarica segun respuesta esperada brindando

la mayor posibilidad de embarazo por ciclo.

= Ofrecer alternativas, como por ejemplo donacién de évulos.

= Advertir a las pacientes que postergan la maternidad y poner al alcance técnicas

como la vitrificacién de 6vulos.

= Evitar el desgaste emocional que implican los tratamientos con bajas tasas de

éxitoy

= Disminuir los costos a largo plazo evitando tratamientos reiterados con pobres

resultados.
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ANEXOS (GRAFICOS)

FIGURA 1: TEST DE AGONISTA DE GnRH (Padilla et al., 1990).

Estradiol
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TABLA 1: datos calculados con SPSS para las variables dependiendo de la respuesta ovarica

Variables Grupo de estudio Baja reserva (n=4 Buenas respondedoras
(n=54) canceladas + 9 con <4 (n=41)
ovocitos)
Edad 34.3 (19-45) 38.3 (29-45) 33.1 (19-45)
Afos de infertilidad 5.3 (0-20) 8.7 (1-20) 4.3 (1-10)
FSH basal 10.6 (2.5-28.5) 15.4 (2.5-28.5) 9.3(3.4-23.4)
AHM basal 2.97 (0.0-12.09) 0.59 (0.0-2.07) 3.7 (0.37-12.09)

TABLA 2: Resumen del modelo

R?de R? de
Paso Estadistico G Cox & Snell Nagelkerke
1
27.385 0.424 0.650

TABLA 3: Regresion logistica entre edad y reserva ovarica

Error
B estandar Wald df Sig. Exp(B)
AMH 2.449 0.749 10.678 1 0.001 11.575
Constante 2.152 0.918 5.493 1 0.019 0.116
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FIGURA 2: Curva ROC para AMH

TABLA 4: Area bajo la curva

Intervalo de confianza al 95%
asintotico
Error
Area estandar (a) P (b) Limite inferior | Limite superior
0.933 0.039 0.00004 0.855 1.010

A Bajo suposicion no parametrica
b Hipotesis nula: Area real = 0.5



TABLA 5: Coordenadas de la Curva

Buena
respuesta Sensibilidad 1-
ovarica si (tasa de especificidad
AMH igual o verdaderos | (tasa de falsos
mayor a: positivos positivos
-1.0000 1.000 1.000
0.0250 1.000 0.917
0.1050 1.000 0.833
0.1850 1.000 0.750
0.2300 1.000 0.667
0.2550 1.000 0.500
0.3050 1.000 0.417
0.3600 1.000 0.333
0.4800 0.976 0.333
0.7250 0.976 0.250
0.9700 0.952 0.250
1.0850 0.929 0.250
1.1050 0.905 0.250
1.1650 0.881 0.250
1.2450 0.857 0.250
1.3350 0. 857 0.167
1.4550 0.833 0.167
1.5550 0.810 0.167
1.5950 0.786 0.167
1.6200 0.762 0.167
1.6600 0.738 0.167
1.7150 0.738 0.083
1.7650 0.714 0.083
1.7900 0.690 0.083
1.8900 0.643 0.083
2.0250 0.619 0.083
2.1500 0.619 0.000
2.2450 0.595 0.000
2.2750 0.571 0.000
2.4300 0.548 0.000
2.5900 0.524 0.000
2.6450 0.476 0.000
2.8300 0.452 0.000
3.0200 0.429 0.000
3.0800 0.405 0.000
3.2900 0.381 0.000
3.5350 0.357 0.000
3.6450 0.333 0.000
4.1100 0.310 0.000
4.6100 0.286 0.000
4.7400 0.262 0.000
5.0700 0.238 0.000
5.4050 0.214 0.000
5.4700 0.190 0.000
6.0550 0.167 0.000
6.8000 0.143 0.000
7.0200 0.119 0.000
7.3450 0.095 0.000
9.3200 0.071 0.000
11.4850 0.048 0.000
12.0250 0.024 0.000
13.0900 0.000 0.000

El valor minimo de la prueba es -1. El valor maximo es +1. Los demas valores aislados consituyen el
promedio de dos valores observados en la prueba ordenados de manera consecutiva.



TABLA 6: Resumen del modelo de regresioén logistica para la edad.

Estadistico | Cox & Snell Nagelkerke
Paso G R? R?
1
47.724(a) 0.161 0.247

TABLA 7: Parametros del modelo de regresion logistica para edad y reserva ovarica

Error
B estandar Wald df Sig. Exp(B)
edad -0.222 0.085 6.860 0.009 0.801
Constante 9.221 3.168 8.472 0.004 | 10105.762
TABLA 8: Resumen del modelo de regresién logistica para la edad
-2 Log Cox & Snell Nagelkerke
Paso | verosimilitud R? R’
1
48.287(a) 0.152 0.233
TABLA 9: Parametros del modelo de regresion logistica para FSH y reserva ovarica
Error
B estandar Wald df Sig. Exp(B)
FSH -0.160 0.058 7.615 0.006 0.852
Constante 3.161 0.823 14.760 0.000 23.593
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TABLA 10: Pardmetros de modelo sin interaccion
Error
B estandar Wald df Sig. Exp(B)
T(?)O AMH 2.449 0.749 10.678 1 0.001 11575
Constante -2.152 0.918 5.493 1 0.019 0.116
ng)'o AMH 3.483 1.182 8.680 1 0.003 32573
edad -0.422 0.194 4716 1 0.030 0.656
Constante
12.023 6.278 3.668 1 0.055 166606.536
a Variable paso 1: AMH.
b Variable paso 2: edad.
TABLA 11: Parametros del modelo con interaccion.
Error
B estandar Wald df Sig. Exp(B)
fas)o AMH por edad 0.056 0.018 9.995 0.002 1.057
Constante -1.585 0.782 4.113 0.043 0.205
;&)5)0 Edad -0.467 0.193 5.867 0.015 0.627
AMH por edad 0.085 0.029 8.820 0.003 1.089
Constante 13.929 6.227 5.005 0025  1120738.198
g(aso AMH 13.845 7.737 3.202 0.074 |  1029481.343
edad -0.199 0.259 0.590 0.442 0.820
AMH por edad -0.265 0.187 2.007 0.157 0.767
Constante 3.899 8.988 0.188 0.664 49.347
Z(‘SO AMH 16.819 6.743 6.221 0.013 | 20151305417
AMH por edad -0.351 0.153 5.238 0.022 0.704
Constante -3.176 1.242 6.540 0.011 0.042

a Variables del paso 1: AMH por edad.

b Variable del paso 2: edad.
¢ Variable del paso 3: AMH.
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FIGURA 3: Curvas ROC para AMH, FSH, edad, modelo logistico con interaccion y sin
interaccion. La curvas se construyeron empleando la probabilidad de buena respuesta
ovarica predicha por cada uno de los modelos y la reserva ovérica observada.
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TABLA 12: Area bajo la curva

Asinptético 95% Intervalo
confianza
Error(a) Sig.asintotica Limite
Test Result Variable(s) Area Estandar (b) Limite inferior superior
Probabilidad predicha
(AMH) 0.933 0.039 0.000 0.855 1.010
Probabilidad predicha
(Edad) 0.785 0.080 0.003 0.629 0.941
Probabilidad predicha
(FSH) 0.735 0.093 0.014 0.553 0.918
Probabilidad predicha
(modelo sin interaccion) 0.970 0.020 0.000 0.931 1.010
Probabilidad predicha
(modelo con interaccién) 0.976 0.017 0.000 0.943 1.009
a Bajo la suposicién no paramétrica
b Hipétesis nula: area verdadera = 0.5
TABLA 13: coeficientes a
Coeficientes no Coeficientes
Modelo estandarizados estandarizados t Sig.
B Error estandar Beta
Constante 10.243 2.250 4.552 0.000
(edad) -0.212 0.065 -0.413 -3.273 0.002

a: variable dependiente: AMH
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