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RESUMEN

Histéricamente se utilizan como marcador de reserva ovarica las cuantificaciones en suero
de las concentraciones en dia tres del ciclo menstrual de hormonas tales como la inhibina B,
la foliculo estimulante (FSH), luteinizante (LH), Estradiol (E2), y el marcador
ultrasonografico como es el conteo de foliculos antrales (AFC), sin dejar de lado la estrecha
relacion de éstos marcadores con la edad de la mujer.

Sin embargo el uso de estos marcadores en cuanto a su valor predictivo sigue siendo
controversial y requiere de dia menstrual especifico para un andlisis preciso de algunos de
ellos.

Por otra parte, varios investigadores han utilizado el volumen ovérico y recuento de
foliculos antrales en la prediccion de la respuesta ovdrica a la estimulacion hormonal. Sin
embargo, la ecografia es subjetiva, y la interpretacion de las observaciones pueden no ser
compatibles.

Recientemente, un marcador endocrino nuevo es la hormona antimullerina (AMH), esta ha
sido evaluada por varios grupos como marcador de respuesta ovarica (La Marca, 2006).

La AMH pertenece a la superfamilia de factor de crecimiento tipo B(TGF-B) y
considerandose como un factor de crecimiento local y de diferenciacion celular.

En las mujeres la AMH se produce exclusivamente en el ovario por las células de la
granulosa que rodean los foliculos antrales, los foliculos preantrales y los pequefios
foliculos. Por lo tanto, se cree que los niveles séricos de AMH son un reflejo del tamafio de
la cohorte de crecimiento de los foliculos pequenos, que a su vez refleja el nimero de
foliculos primordiales residuales, o la reserva ovarica.

Nuestro estudio retrospectivo fué¢ disefiado para investigar si las concentraciones de AMH
estd asociada con la respuesta obtenida en los ciclos de estimulacién ovérica y si puede ser
éste ser utilizado como un marcador prondstico de respuesta.



ABSTRACT

Historically used as a marker of ovarian reserve quantifications of serum concentrations in
three days of the menstrual cycle hormones such as inhibin B, follicle stimulating hormone
(FSH), luteinizing hormone (LH), estradiol (E2), and the ultrasound marker as antral
follicle count (AFC), without ignoring the close relationship of these markers with age for
women.

However, the use of these markers in their predictive value remains controversial and
requires specific menstrual days for an accurate analysis of some of them.

Moreover, several investigators have utilidado ovarian volume and antral follicle count in
predicting ovarian response to hormonal stimulation. However, ultrasound is subjective,
and interpretation of the observations may not be compatible.

Recently, a new endocrine marker is antimullerina hormone (AMH), this has been
evaluated by several groups as a marker of ovarian response (La Marca, 2006).

AMH belongs to the superfamily of growth factor B (TGF-B) and regarded as a local
growth factor and cell differentiation.

In women, AMH is produced exclusively in the ovary by the granulosa cells surrounding
antral follicles, the follicles and small preantral follicles. Therefore, it is believed that serum
AMH is a reflection of the size of the cohort of growth of small follicles, which in turn
reflects the residual number of primordial follicles, or ovarian reserve.

Our retrospective study was designed to investigate whether AMH concentrations are
associated with the response in cycles of ovarian stimulation and whether it can be used as
a prognostic marker of response.



1. INTRODUCCION

La infertilidad es un aspecto comun en cerca de al 15% de las parejas a nivel global. Las
parejas jovenes con menos de 35 afios tienen la posibilidad de concebir entre el 20 y 25%
por mes, con una tasa acumulada a un afio de cerca del 90%. Aquellas parejas con
relaciones sexuales a libre demanda y sin proteccion anticonceptiva y que no han logrado
concebir el diagndstico de infertilidad conyugal debe hacerse y, si ésta misma pareja
(especialmente la mujer) tiene sobre 37 afios el diagnostico puede reaizarse con antelacion.

Actualmente llama la atencion que un gran niimero de personas retrasan su tiempo para
buscar fertilidad debido a factores socio culturales actuales que prefieren el desarrollo
personal y laboral antes que tener hijos.

Este fendmeno que comenzd en paises desarrollados, actualmente estd siendo muy
frecuente en paises en vias de desarrollo también.

Las tasas de fecundaciones asistidas se han incrementado de manera significativa en las
ultimas décadas debido expuesto; y las posibilidades de encontrar un embarazo también se
han hecho mas factibles conforme las investigaciones cientificas al respecto que se han
desarrollado.

La edad de la mujer es uno de los puntos mas importanes ya que en paises en vias de
desarrollo recientemente las mujeres pretenden buscar el embarazo después de los 30 y
muchas mujeres después de los 35; razén por la cual la tasa de fertilidad tiende a descender
sustancialmente en dichos segmentos etareos a consecuencia de la evolucion natural de la
reserva ovarica.

Independientemente de la causa de la infertilidad el tratamiento que mejores tasas de éxito
tiene es la Fertilizacon in Vitro (FIV), que desde el nacimiento de la primera bebé probeta
Louise Brown, en 1978, por el equipo del médico pionero de los profesores Patrick Steptoe
y Robert Edwards (Premio Nobel de Medicina, 2010) se han incrementado un exponencial
numero de ciclos de FIV cada afio en todos los paises del mundo. Aproximadamente 1 de
cada 50 nacimientos es producto de una FIV en Suecia y 1 de 60 en Australia, mientras que
en Estados Unidos llega a 1 de 80 nacimientos.

El proceso de la FIV consiste en la estimulacion exdgena de los ovarios mediante
gonadotropinas humanas o recombinantes; extraccion de los Ovulos mediante un
procedimiento quirirgico de minima invasion (aspiracion folicular ecoguiada); fertilizacion
in vitro en el laboratorio de embriologia previa seleccion y clasificacion de la calidad
ovocitaria y capacitacion espermatica; cultivo embrionario sistemadtico; y transferencia de
embriones en la cavidad uterina, a la espera de una implantacion satisfactoria.

Previamente a la realizacién de una FIV, las parejas tienen que pasar por una serie de
exdmenes complementarios, los cuales permitiran evaluar las causas y factores asociados a
la infertilidad, algunos de ellos son para la mujer las pruebas empleadas para determinar su
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reserva ovarica como son la FSH, AMH, inhibina B, conteo de foliculos antrales; éstas
ultimas han tenido una gran variacién entre la edad y la reserva ovéarica de una mujer.

2. ANTECEDENTES
2.1.- RESERVA OVARICA (RO)

La RO puede definirse como el total de foliculos en los ovarios y la calidad de sus ovocitos.
La base fisioldgica de la disminucion de la RO, es la pérdida progresiva y constante del
total de foliculos, por medio de la atresia y la apoptosis. A mayor edad cronoldgica de la
mujer, va disminuyendo la reserva ovérica y por lo tanto la funcion reproductiva.

La edad cronolégica en si misma, es un pobre indicador de la edad reproductiva o de la RO.
A partir de los 37-38 afios se acelera la pérdida folicular y la mujer comienza con un estado
de subfertilidad, aunque se mantengan ciclos menstruales regulares, y ovule y sus
concentraciones hormonales sean normales. Un 10 % de las mujeres sufre un
envejecimiento ovarico prematuro, donde el declive de la capacidad reproductiva se acelera
a partir de los 30, de los 20 afios, o incluso antes.

Se puede evaluar mediante test endocrinos y/o test ecograficos la RO. Los test enddcrinos
incluyen la cuantificacion de hormona foliculo estimulante (FSH) e Inhibina B en el 3° dia
del ciclo, y la Hormona Antimiilleriana (AMH) sin importar dia del ciclo. La ecografia
transvaginal se realiza para el conteo de foliculos antrales en fase folicular temprana y esto
tiene un buen valor predictivo.

La inhibina B, es producida por los foliculos antrales pequefios en respuesta a la FSH; con
la declinacion del pool de foliculos, las concentraciones séricas de inhibina B y estradiol
disminuyen y, subsecuentemente aumentan las concentraciones de FSH.

Estas hormonas, son parte de un sistema de feed-back, por lo cual sus concentraciones
séricas no son independientes la una de la otra.

Tanto las concentraciones de AMH, como el conteo de foliculos antrales (AFC)
disminuyen con la edad, existiendo una mayor correlacion positiva entre estos dos
marcadores, que entre AMH y FSH, estradiol e inhibina B en el 3° dia del ciclo.

2.2.- HORMONA ANTIMULLERIANA

Esta hormona es una glucoproteina homodimérica, es decir que se compone de dos
subunidades iguales, de un peso molecular de 72 Kd cada una, unidas por un puente
disulfuro. Es un miembro de la superfamilia peptidica de los factores f transformadores del
crecimiento (TGF-B). El dominio carboxilo terminal de la molécula de AMH es muy
similar a las cadenas B de activinas e inhibinas y, es la porcién bioactiva. El gen que
codifica para AMH mapea en el brazo corto del cromosoma 19 y existen 2 tipos de
receptores para AMH: tipo I y II, que se encuentran en las células de la teca, en las mismas
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células de la granulosa y en el ovocito, pudiendo asi la AMH, ejercer su accion paracrina y
autocrina, y desarrollando un rol fundamental en la foliculogenesis temprana. El gen del
receptor tipo II se localiza en el brazo largo del cromosoma 12 y el gen del receptor AMH
tipo II se encuentra en el brazo largo del cromosoma 2.

Type-1 & Type-Ull receptors
| (various combinations)

AMM
Inhibin
Activin

BMP-4
BMP-7
TGFbeta

AMH

Inhibin BMP-15
!
Activin i BMP-6
BMP-2,-5,-6

Miembros de la superfamilia de TGF-f implicados en la comunicacién bidireccional entre las células de la teca y
de la granulosa, y entre la granulosa y el ovocito. Modulacién autocrina y paracrina de los mismos, que depen-
de de la expresion de los receptores tipo | y Il en las distintas células.

Reproduccién (2006) 132,191-206

En las mujeres la AMH es producida por las células de la granulosa, en los foliculos pre
antrales y antrales (Weenen et al., 2004). El papel fisiologico principal de la AMH en el
ovario parece estar limitada a la inhibicion de las primeras etapas del desarrollo folicular.
(Themmen, 2005; Visser y Themmen, 2005). Inhibe el reclutamiento de los foliculos
primarios Yy, el crecimiento folicular FSH-dependiente. En cultivos de células de la
granulosa se ha visto que AMH inhibe la actividad aromatasa y la expresion del receptor
para LH.

La AMH es secretada por el ovario hacia la circulacion por lo tanto, la AMH se puede
medir en el suero. Como las concentraciones séricas de AMH reflejan esencialmente la
reserva folicular ovérica, cuando hay una reduccién en el nimero de foliculos en
crecimiento puede existir como consecuencia una disminucién en la circulacion de la
AMH.

Numerosos estudios avalan con certeza, que las concentraciones séricas de AMH no
presentan variaciones durante el ciclo menstrual, lo cual es coherente con el crecimiento

continuo y no ciclico de los foliculos pequefios.

Las concentraciones séricas de AMH son escasamente detectables después del nacimiento,
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tienen un pico después de la pubertad, coincidente con la activacion del eje gonadal y van
declinando con la edad hasta la menopausia. Por tal motivo su cuantificacion es predictiva
para determinar la reserva ovarica.

Recientemente, la AMH ha sido evaluada por varios grupos de estudios como un nuevo
marcador clinico potencial de la reserva ovérica asi como en la respuesta a la
administracién de gonadotropinas (Seifer et al, 2002;. Van Rooij et al, 2002;. Fanchin et al,
2003a, b;. Muttukrishna et al, 2004;. Eldar-Geva et al, 2005;. Hazout et al, 2004;.
Penarrubia et al, 2005;. Tremellen et al, 2005;. Ficicioglu et al, 2006;. La Marca et al,
2007).

En los ultimos anos se han publicado varios estudios prospectivos en la que se postula la

posible aplicacion clinica de la medicion de AMH en la prediccion de la respuesta ovarica
cuantitativos y cualitativos en tecnologias de reproduccion asistida (ART).

SECRECION DE AMH POR LAS CELULAS DE LA GRANULOSA DEL FOLICULO OVARICO

AF:H Ah:H | _
; : ' /_' ’ % Q\
o0 —©—(9)
Primoraial Primary Preantral \Amral/

La AMH fue originalmente identificada por su papel en la diferenciacion sexual masculina,
expresandose en las células de Sertoli del testiculo fetal, donde la AMH induce la atresia de
los conductos de Muller y, en ausencia de AMH los conductos de Muller se convierten en
el utero, trompas de Falopio y la parte superior de la vagina. (Miinsterberg y Lovell-Badge,
1991; Lee y Donahoe, 1993;. Josso et al, 2001).

Los cambios en las concentraciones séricas de AMH, ocurren relativamente temprano en la
secuencia de eventos fisiologicos que acompanan a la declinacion de la funcioén
reproductiva. Comparada con la FSH, que comienza a elevarse recién cuando los ciclos se
tornan irregulares, la AMH tiene un mejor perfil, pues podria mostrar cambios cuando la
ciclicidad es atin normal.
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Todos estos datos sugieren que la AMH puede ser utilizada como un marcador del
envejecimiento ovarico y por lo tanto un excelente indicador de la reserva ovarica. AMH
permite predecir la declinacion de la RO con la edad y de detectar el inicio de la
menopausia.

La posibilidad de evaluar la reserva folicular de la gonada, constituye un punto critico, en el
estudio del estado endocrino y reproductivo de la mujer, en condiciones fisiologicas y mas
aun en determinadas patologias.

En las pacientes con disminuciéon ovocitaria congénita o adquirida, la disponibilidad de
dosar AMH, para precisar el nivel de suficiencia ovarica, es muy importante, ya que es un
pardmetro accesible y de minima invasion, que facilita la caracterizacion de la edad del
ovario.

2.2.1.- AMH como marcador de Reserva Ovarica.

En estudios recientes se valora la correlacion de AMH mejor que la edad, la FSH y de
inhibina B con el numero de ovocitos recuperados en ciclos de reproduccion asistida.

La AMH basal puede ofrecer un mejor valor prondstico de embarazo clinico que otros
marcadores disponibles en la actualidad.

La evaluacion de la "reserva ovérica™ es importante antes de llevar a cabo algun tratamiento
de fertilizacion in Vitro (FIV), donde la identificacion de las altas o bajas respondedoras
antes de un ciclo de induccién de ovulacion permite optimizar los protocolos de
estimulacion ovérica, asi como disminuir la tasa de cancelacion de ciclos y reducir efectos
secundarios tales como el sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO).

2.2.2.- Otras aplicaciones clinicas de la AMH

* Marcador de la respuesta ovarica en tratamientos de reproduccion asistida: Las
concentraciones séricas de AMH son més bajos en pacientes con pobre respuesta ovarica,
que en aquellas con respuesta normal. Clinicamente es muy util dosar AMH en un ciclo
espontaneo, previo a la estimulacion. Niveles elevados de AMH podrian predecir una
hiperrespuesta a la estimulacion ovarica, lo cual correlaciona con el riesgo del sindrome de
hiperestimulacion ovarica.

* Sindrome de ovario poliquistico (SOP): Numerosos estudios demuestran que las
concentraciones aumentadas de AMH en suero y en liquido folicular, estarian indicando la
existencia de este sindrome. En estas pacientes, el pool de foliculos antrales se encuentra
aumentado, hay alteracion de la foliculogenesis, desordenes en el proceso de seleccion del
foliculo dominante y por lo tanto anovulaciéon. En el SOP, los foliculos no producen
grandes cantidades de estradiol, probablemente debido a una disminuciéon de la actividad
aromatasa de los mismos; como AMH también inhibe actividad aromatasa, podria
contribuir a potenciar la severidad de este trastorno.
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* Marcador tumoral ovarico: Ademas de causar la regresion de los conductos de Miiller en
el embrion masculino, AMH inhibe el crecimiento de las células del cancer epitelial de
ovario. Los carcinomas serosos se derivan del epitelio superficial del ovario, que se
invagina para formar el conducto miilleriano, durante la vida embrionaria. Varios estudios
confirman la naturaleza miilleriana de este tipo de tumores. La AMH podria ser usada en la
deteccion de estos tumores y en los de células de la granulosa, utilizdndola en su
tratamiento y pudiendo controlar la terapia con la cuantificacion de la misma.

» Ademas, la AMH se utiliza para monitorear la reserva ovarica en pacientes cancerosas
pre y post quimioterapia.

2.2.3.- AMH en la fisiologia ovarica

La AMH es producida por células de la granulosa de los foliculos pre antrales y antrales, e
interviene en el desarollo de los foliculos en crecimiento, hasta que hayan alcanzado el
tamafio y el estado de diferenciacion en el que son seleccionados por la accion de la FSH
hipofisaria (Weenen et al., 2004).

Initial recruitment Cyclic recruitment
FSH
b
AMH ——
4 A ]
a
Primordial Small Large Antral Antral
follicle preantral preantral 2-7 mm 8-12 mm Preovulatory
TRENDS in Endocrinology & Metabolism

La Marca A et al. Hum. Reprod. Update 2010;16:113-130

La hormona animulleriana (AMH) es secretada por los foliculos pre-antrales y antrales, ésta
inhibe el reclutamiento folicular inicial y la accion de la FSH que estimula el crecimiento
follicular (Themmen de 2005, Visser y Themmen, 2005).

El papel de la AMH en los dos compartimentos principales del desarrollo normal del
foliculo ovérico, la AMH se expresa en los foliculos pequefios y grandes, asi como en los
pre antrales (flechas discontinuas) asi como en los pequefios foliculos antrales (flecha
entera); el segundo sobre todo contribuye en las concentraciones séricas de ésta hormona.
Su accidn inicial se lleva a cabo como un proceso continuo, mientras que la accion ciclica
es detonado por un aumento en las concentraciones de FSH en suero al final de un ciclo
menstrual anterior. Los efectos inhibitorios de AMH se muestran (a) sobre el desarrollo
inicial de los foliculos primarios hasta los foliculos primordiales en reposo y (b) sefiala la
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etapa en que los foliculos antrales son sensibles a FSH (Broekmans et al., 2008). Ver
esquema.

La AMH no se expresa en los foliculos atrésicos ni en las células de la teca. La expresion
AMH en el ovario se ha observado en fetos desde las 36 semanas de gestacion (Raypert-De
Meyts et al., 1999). Estudios recientes demuestran que en ratas adultas la FSH y estradiol
ovaricos pueden regular a la baja la expresion de la AMH (Baarends et al., 1995).

La AMH ejerce efectos biologicos a través de una serina transmembrana / treonina kinasa
del receptor del tipo II (AMHRII), que se expresa especificamente en las gonadas y las
células mesenquimales adyacentes a los conductos de Miiller (Di Clemente et al., 2003).

Los efectos globales de la exposicion AMH es disminuir la expresion de factores de
estimulacion y, un aumento de la expresion de factores inhibitorios que regulan las vias
celulares que dan lugar a la inhibicion del desarrollo del foliculo primordial (Nilsson et al.,
2007).

AMH como reguladora del crecimiento folicular normal y el desarrollo
folicular.

AMH—4? AMH I AMH
Q —

B AMHR2?

?

FSH
FSH

OE,

La producciéon de AMH en los foliculos preantrales es variable, detectandose a partir de las
primeras etapas de la foliculogénesis. No estd claro aun si los foliculos pre antrales
expresan AMHR2.

La produccion de AMH por los foliculos mas grandes se cree que tiene efecto inhibidor
para convertirse en foliculos primordiales por una accion paracrina. La produccioén de
AMH por las células de la granulosa se incrementa para los foliculos antrales; y el
desarrollo del foliculo puede estar determinado por la AMH al inhibir la maduracién
temprana de estos foliculos.
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Se puede disminuir la sensibilidad a la FSH por el foliculo y, la expresion de mRNA
inhibiendo la aromatasa y su actividad. Los efectos sobre la proliferacion celular no estan
claros aun, pero no parece tener un efecto de apoptosis. Los receptores AMHR?2 se han
detectado en las células de la teca, aunque sus acciones son desconocidas.

Como los foliculos se desarrollan y crecen, las concentraciones de AMH disminuyen,
aunque el factor causante queda aun por descubrirse. La disminucién de la AMH permite la
accion de la FSH en los foliculos mas grandes, y estimular a su vez a la aromatasa y la
produccion de estradiol.

Actuales teorias sugieren un papel de AMH como un co-regulador de la esteroidogénesis en
las células de la granulosa, porque las concentraciones de AMH parecen estar relacionados
con las concentraciones de estradiol en el liquido folicular de pequefios foliculos antrales
(Andersen y Byskov, 2006). Esto es confirmado por un reciente estudio que mostré que los
polimorfismos en el gen de la AMH o del receptor de tipo II parecen estar relacionados con
las concentraciones de estradiol durante la fase folicular, lo cual sugiere un papel de AMH
en la esteroidogénesis inducida por FSH en el ovario humano (Kevenaar et al., 2007).

2.2.4.- Factores que modulan las concentraciones de la AMH en las mujeres.

La AMH es producida y secretada por las gonadas hacia la circulacion, y AMH se puede
medir en el suero de hombres y mujeres. Las concentraciones séricas de AMH de las
mujeres son inferiores a las de los hombres durante toda la vida.

En las mujeres las concentraciones de AMH son casi indetectables en el nacimiento con un
sutil aumento en los primeros 2 6 4 afios de edad, después de que la AMH parece ser
estable hasta la edad adulta, una disminucién en sus concentraciones es un signo de
agotamiento en la reserva folicular hasta convertirse en indetectable en la menopausia (Lee
et al, 1996;. Guibourdenche et al, 2003;. La Marca et al, 2005a;. Van Rooij et al, 2005;.
Bergada et al, 2006;. Shin et al, 2008;. Robertson et al ., 2008; La Marca 2009a).

Como las concentraciones de AMH reflejan esencialmente el pool de foliculos, la
reduccion en el nimero de pequeiios foliculos en crecimiento puede ser seguido por una
disminucioén en las concentraciones séricas de AMH.

La reduccion de la reserva ovarica es un proceso fisiologico que ocurre en el periodo
reproductivo tardio, consistentemente asociado con una disminucién en las concentraciones
de AMH (Van Rooij et al, 2005; Robertson et al, 2008).

La fuerte correlacion existente entre las concentraciones de AMH y el pool de foliculos ha
sido recientemente utilizado para predecir la ocurrencia de la menopausia (Sowers et al,
2008;. Van Disseldorp et al, 2008).

17



No hay variaciones significativas de AMH durante todo el ciclo menstrual (La Marca et al,
2006a. Por lo tanto en el ambito clinico de la variabilidad inter e intra ciclo en las
concentraciones séricas de AMH puede ser considerada lo suficientemente bajo como para
permitir la sincronizacion al azar de la medicion de AMH durante el ciclo menstrual.

En las mujeres, las concentraciones de AMH parecen ser modificadas en las condiciones en
que la liberacién de gonadotropina enddgena disminuye sustancialmente, por ejemplo
durante el embarazo (La Marca et al., 2005b), durante tratamientos con agonistas de la
GnRH (Mohamed et al., 2006) y tras la administracion a corto plazo de anticonceptivos por
via oral (Arbo et al, 2007; Somunkiran et al, 2007; Streuli et al, 2008).

Las mujeres con sindrome de ovario poliquistico (SOP) muestran un mayor desarrollo de
foliculos antrales en comparacion con las mujeres normales (Pigny et al., 2006). En el
examen histologico, los ovarios poliquisticos (PCO) presentan un niimero normal de los
foliculos primordiales, mientras que el nimero de foliculos en desarrollo es el doble en
comparacion con ovarios normales (Webber et al., 2003). En consecuencia las
concentraciones circulantes de AMH en las mujeres con SOP tienden a ser de dos a tres
veces mayor que los controles sanos (Fallat et al, 1997;. Cook et al, 2002;. Pigny et al,
2003;. La Marca et al, 2004a, b;. Laven et al, 2004;. Mulders et al, 2004;. Eldar-Geva et al,
2005;. Piltonen et al, 2005;. Wachs et al, 2007).

En las mujeres con SOP, el aumento en las concentraciones de AMH no sélo puede ser
debido a la excesiva acumulacion de foliculos antrales (Wang et al., 2007), sino también a
las células de la granulosa con un aumento de la secrecion de AMH (Mulders et al., 2004).
De hecho, las concentraciones de AMH son, en promedio 75 veces mayor en las células de
la granulosa de PCO, en comparacion con las concentraciones de las células de la granulosa
de los ovarios normales (Pellatt et al., 2007).

La medicion de AMH se ha utilizado para ofrecer una especificidad relativamente alta y la
sensibilidad (92 y 67%, respectivamente) como marcador de diagndstico para el PCO
(Pigny et al., 2006). Sobre esta base se ha propuesto que, en situaciones donde los datos
exactos de ultrasonido no estan disponibles, AMH podria ser utilizada en lugar del recuento
de foliculos como criterio para el diagnostico de SOP (Pigny et al., 2006).

La obesidad se ha asociado con una disminucion en la fertilidad en éstas pacientes, incluso
en presencia de ovulacion y ciclos menstruales regulares, asi como el aumento de aborto
involuntario en comparaciéon con mujeres de peso normal (Rich-Edwards et al, 2002;.
Fedorcsak et al, 2004).

En mujeres obesas sin SOP presentan diminucion en las concentraciones de inhibina B y la
AMH (Gracia et al, 2005; Freeman et al, 2007), lo que sugiere que la obesidad puede estar
asociada con reserva ovarica disminuida. Un estudio reciente (Su et al., 2008) examinaron
la correlacion de la obesidad con marcadores hormonales y por ultrasonido de la reserva
ovarica, donde se encontr6 que las concentraciones séricos de AMH son mas bajas en las
mujeres obesas en comparacion con la misma edad las mujeres de peso normal, a pesar de
contar con similar cuenta de foliculos antrales.
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Esto sugiere que las concentraciones de AMH en las mujeres obesas pueden ser mas bajas,
por razones fisioldgicas relacionadas con la obesidad en si misma y no puede ser
necesariamente un indicativo de la reserva ovarica disminuida (Su et al., 2008).

Otros factores relacionados con la disminucidn en las concentraciones séricas de AMH son
el tabaquismo (Freour et al., 2008), el consumo de alcohol (Nardo et al., 2007) y, la raza o
etnia (Seifer et al., 2008).

2.2.5.- AMH como prueba de reserva ovarica

La prueba de reserva ovarica ideal debe permitir la identificacion de las mujeres que no son
candidatas a FIV como consecuencia de una reserva ovarica extremadamente reducida.

La exclusion de estas parejas de ART podria efectivamente reducir los costos para el
sistema de salud. Por otra parte los tratamientos médicos inttiles, los riesgos quirargicos, el
estrés y la decepcion puede ser evitado. Por otro lado, como hemos visto anteriormente, el
valor predictivo de la AMH de mala respuesta no es absoluta, con los consiguientes
resultados falsos positivos y negativos. Resultados positivos falsos en especial pueden tener
consecuencias negativas en la vida de la pareja, ya que este resultado podria excluir a estas
mujeres de ser tratadas por FIV. Ademads, ha sido ampliamente demostrado que muchas
pobres respondedoras logran embarazo con recién nacidos vivos (Klinkert et al, 2004; Van
der Gaast et al, 2006). En particular, las mujeres pobres respondedoras tienen un prondstico
diferente en comparacion con las mayores pobres respondedoras (Lashen et al, 1999;. Ulug
et al, 2003).

Por lo tanto, antes de proponer la medicion de AMH en la prueba de reserva ovarica, se
debe definir cudl es el objetivo de la prueba en si. El objetivo posible de las pruebas de
reserva ovarica en la FIV es para la integracion de:

(i) consejo a las pacientes sobre el riesgo / beneficio del tratamiento,

(i) reducir el costo de negar el tratamiento a las parejas de mal prondstico, y

(ii1) individualizar el tratamiento.

2.2.6.- AMH en el pronostico de la respuesta ovarica en ART

Las concentraciones de la AMH parecen disminuir gradualmente durante la administracion
de gonadotropinas como parte de la estimulacion ovérica controlada (COS) (Fanchin et al,
2003; La Marca et al, 2004).

La disminucion de la concentracion sérica de AMH podria deberse a un efecto negativo
directo o indirecto de FSH en la secrecion ovéarica de AMH. Durante la administracion
exogena de FSH se produce un aumento en las concentraciones de estradiol, lo que podria
ser una razon para la disminucion de la AMH. De hecho el estradiol ha sido implicado en la
regulacion a la baja del ARNm de AMH y AMHII en el ovario (Baarends et al., 1995).

La estimulacion ovarica con FSH, induce el crecimiento de los foliculos, estos crecen y
pierden la sensibilidad para AMH, esta es probablemente la razon principal para la
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disminucién de la AMH. Por lo tanto, debido a las bajas concentraciones de AMH durante
la administracion de FSH, la medicién de AMH para predecir la respuesta ovarica a la FSH
no se debe realizar durante el tratamiento con gonadotropinas, pero si puede ser utilizada
con unos meses o a unos dias antes de comenzar el tratamiento con FSH.

Existen datos que muestran una fuerte correlacién positiva entre las concentraciones
basales de AMH en suero y el nimero de ovocitos obtenidos en las mujeres sometidas a
ciclos de estimulacion ovarica. Tabla I.

Anti-Miillerian hormone (AMH) as a predictive marker in assisted reproductive
technology (ART)

Table I

Studies on AMH as marker of ovarian response to controlled ovarian stimulation (COS)
Author n R with oocytes* AMH better than

AFC Ov. Vol d3 FSH d3 E2 d3 inhB Age

Seifer et al. (2002) 107 0.48 v v
Van Rooij et al. (2002) 130 0.57 = v v v v
Fanchin et al. (20033, b) 93 0.43
Muttukrishna et al. (2004) 69 0.69 v v
Hazout et al. (2004) 109 0.38 Vv v v v
Muttukrishna et al. (2005) 108 0.5 = v
Eldar-Geva (2005) 56 0.64 X v v
Silberstein of al. (2006) 257 0.33 Vv
Figicioglu et al. (2006) 50 0.56 v v v v
Lekamge et al. (2007) 126 0.34 =
La Marca et al. (2007) 48 0.7
Kwee et al. (2007) 110 0.63 X Vv v
Nakhuda et al. (2007) 77 0.63 Vv
Mcllveen et al. (2007) 84 0.78 v o v = v
Nelson et al. (2007) 340 0.71 Vv v
Elgindy et al. (2008) 33 0.88 = v
Lie Fong et al. (2008) 125 0.47
Jee et al. (2008) 59 0.53 X
Jayaprakasan et al. (2008) 135 0.47 = v v v
Wunder et al. (2008) 276 0.35 v X

Comparison with other predictors.

*R with oocytes: correlation between serum AMH levels and the number of retrieved oocytes; v, better than; X, worse than; =, equal
to.

En la evaluacion de la AMH como marcador de respuesta ovarica a la FSH, el primer
articulo reporta una asociacion entre la AMH circulante y la respuesta ovarica a la
gonadotropina (Seifer et al., 2002). Los autores observaron que el aumento de AMH en el
dia 3 del protocolo de estimulacion se asocia con un mayor numero de ovocitos obtenidos.
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Todos los estudios retrospectivos y prospectivos donde han encontrado una correlacion
entre el nimero de ovocitos obtenidos y las concentraciones de AMH se resumen en la
tabla II.

Table IT
Sensitivity and specificity of AMH for the prediction of poor response to gonadotrophin stimulation

Author n Study design Cut-off value Sens (%) Spec (%) Definition of poor response AMH assay

Van Rooij et al. (2002) 119 Prosp 0.3 pg/l 60 89 <4 oocytes Immunotech-Beckman-Coulter
Muttukrishna et al. (2004) 69 Prosp 0.1 ng/ml 87.5* 72.2* <4 oocytes or cancellation Immunotech-Beckman-Coulter
Muttukrishna et al. (2005) 108 Retro 0.2 ng/ml 87 64 <4 oocytes Immunotech-Beckman-Coulter
Tremellen et al. (2005) 75 Prosp 8.1 pmol/l 80 85 <4 oocytes Immunotech-Beckman-Coulter
Pefarrubia et al. (2005) 80 Prosp 4.9 pmol/l 53> ag* cancellation Immunotech-Beckman-Coulter
Ebner et al. (2006) 141 Prosp 1.66 ng/ml 69 86 <4 oocytes Immunotech-Beckman-Coulter
Figicioglu et al. (2006) 50 Prosp 0.25 pg/ml 90.9 ap.9 <5 oocytes Diagnostic System Laboratories
La Marca et al. (2007) 48  Prosp 0.75 ng/ml 80 a3 <4 oocytes or cancellation Immunotech-Beckman-Coulter
Fréour et al. (2007) 69 Prosp 1.3 pg/l 44 100 <6 oocytes Immunotech-Beckman-Coulter
Smeenk et al. (2007) 80 Prosp 1.4 pg/l 62 73 <4 oocytes Immunotech-Beckman-Coulter
Mcllveen et al. (2007) 84 Prosp 1.25 ng/ml 58 75 <4 oocytes Immunotech-Beckman-Coulter
Kwee et al. (2007) 110 Prosp 1.4 pg/fl 76 86 <6 oocytes Diagnostic System Laboratories
Nakhuda et al. (2007) 77 Prosp 0.35 ng/ml 90.1* 81.8* cancellation Diagnostic System Laboratories
Lekamge et al. (2007) 126 Retro 14 pmol/l 73 73 <4 oocytes Immunotech-Beckman-Coulter
Nelson et al. (2007) 340 Prosp S pmol/l 75° =2 oocytes Diagnostic System Laboratories
Gnoth et al. (2008) 132 Prosp 1.26 ng/ml a7 41 <4 oocytes Diagnostic System Laboratories
Nardo et al. (2008) 165 Prosp 1.0 ng/ml 87 67 <4 follicles on day 8 of COH Diagnostic System Laboratories
Jayaprakasan et al. (2008) 135 Prosp 0.99 ng/ml 100 73 <4 oocytes or cancellation Diagnostic System Laboratories

*For cycle cancellation identification; “percentage of correctly classified poor responder patients; Retro, retrospective study;
Prosp, Prospective study.

La sensibilidad y especificidad tuvo una variabilidad de entre el 44 al 97% y del 41 al
100%, respectivamente (Tabla II).

En el estudio publicado sobre la base de una sola medicion aleatoria de AMH, se ha
calculado una sensibilidad del 80% y una especificidad del 93% para la prediccion de la
pobre respondedora (La Marca et al., 2007).

La mayoria de los autores compararon AMH con la edad y otros marcadores hormonales
(FSH, estradiol y de inhibina B), pero sélo algunos de estos estudios también compararon
las concentraciones de AMH con los marcadores ecograficos para la reserva ovarica.

El balance de los estudios publicados parece indicar que la AMH es un mejor marcador
para pronosticar la respuesta ovarica a la COS que, la edad de la paciente, la FSH en 3er
dia, estradiol y la inhibina B.

Casi todos estos estudios encontraron una correlacion significativa entre la AMH y el
recuento de foliculos antrales, pero muy pocos estudios han comparado el rendimiento de
los dos marcadores en la prediccion del numero de ovocitos obtenidos. Solo Figicioglu et
al. (2006) y Mcllveen et al. (2007) concluyeron que la AMH es mejor que el AFC, mientras
que dos estudios encontraron AFC es superior a la AMH (Eldar-Geva et al, 2005;.. Kwee et
al, 2007) y cinco estudios informaron un comportamiento similar de los dos marcadores
(Van Rooij et al, 2002;. Muttukrishna et al, 2005;. Elgindy et al, 2007;. Lekamge et al,
2007; Jayaprakasan et al, 2008).
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Por lo tanto, se puede concluir que la AMH se puede realizar con una potencia similar a la
prediccion por AFC para el numero de ovocitos obtenidos. Esto fue confirmado por un
reciente meta-andlisis (Broer et al., 2008), donde parece ofrecer al menos el mismo nivel de
precision y valor clinico para el prondstico de la respuesta ovarica (Broer et al., 2008).

En conclusion, el equilibrio de todos los estudios clinicos sobre la AMH parece sugerir que
la medicion de AMH, antes de la secrecién de gonadotropinas, pueden ser tutiles en la
prediccion de las mujeres en riesgo de una mala respuesta o incluso de una no respuesta a
las gonadotropinas.

2.2.7.- Importancia de las concentraciones bajas de AMH antes de la FIV.

Se puede anticipar una cancelacion de ciclo o pronosticar una mala respuesta a un ciclo de
induccion ovarica en aquellas pacientes con bajas concentraciones de AMH; donde las
parejas tienen que aceptar los programas de tratamiento prolongado y deben ser informadas
de que no todos los ciclos puede resultar en la transferencia de embriones, y que es muy
probable que las posibilidades de éxito pueden ser reducidas.

Alrededor del 2 al 30% de las mujeres sometidas a ciclos de estimulacion ovarica
controlada (COS) presentan una mala respuesta (Hendriks et al., 2005) para las que no
existe una definicidon universalmente aceptada.

Numerosos criterios se han utilizado para caracterizar a la pobre respondedora. El numero
de foliculos desarrollados y el nimero de oocitos recuperados son dos de los criterios mas
importantes para la definicion de una pobre respuesta.

El nlimero propuesto varia entre los diferentes autores, y oscila entre menos de tres a menos
de cinco foliculos dominantes en el dia de disparo de hCG, y de tres a cinco ovocitos
recuperados (revisado en Tarlatzis et al., 2003).

Se consideraron igualmente como pacientes pobres respondedoras a quienes se canceld el
ciclo debido a una inadecuada respuesta ovarica ante el ciclo de estimulacion.

Sea cual sea la definicion utilizada, una pobre respondedora es aquella que respondio de
forma deficiente y que sin duda tiene menores tasas de embarazos en comparacion con
aquellas que presentan respuesta normal de la misma edad (El-Toukhy et al, 2002;. Ulug et
al, 2003;. Kailasam et al, 2004; Galey-Fontaine et al, 2005; Klinkert et al, 2005; Saldeen et
al, 2007).

En el ambito clinico puede ser 1til el pronosticar correctamente la aparicion de una mala
respuesta ya que esto puede llevar a evitar el tratamiento de la mujer destinada a no
responder a COS, contribuyendo asi a reducir la tasa de cancelacion de ciclos, los costos de
tratamiento y el estrés psicologico de la pareja. La prevision de la pobre respondedora
puede mejorar la decepcion y la angustia.
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Un gran numero de pardmetros clinicos han demostrado su utilidad al predecir la pobre
respuesta ovarica ante la estimulacién con el empleo de gonadotropinas exogenas. Estos
incluyen la edad, la FSH basal asi como las concentraciones de inhibina B, recuento de
foliculos antrales (AFC), volumen ovarico y, mas recientemente la AMH (Navot et al,
1987;. Fanchin et al, 1994;. Caprichoso y Gosden, 1996; Lass et al, 1997;. Tomas et al,
1997;. Hall et al, 1999;. Ravhin et al, 2000;. Bancsi et al, 2002;. Broeckmans et al, 2006).

El asesoramiento y gestion de este grupo de pacientes es dificil por varias razones. En
primer lugar, la precision de las pruebas de mala respuesta parece ser mejor que para la
prediccion de embarazo, pero no es totalmente fiable, ya que se puede esperar una tasa de
falsos positivos del 10-20%. Esto indica que la medicion de AMH, no debe utilizarse para
excluir a las parejas de FIV (Broer et al., 2008).

Se han propuesto los valores de cohorte para la AMH de 0,7 - 0,75 ng/ml para la
identificacion de pobres respondedoras por varios grupos (La Marca et al, 2007; Nelson et
al, 2007). Aunque lo mas importante es la tasa de nacidos vivos de mujeres con AMH basal
<0,7 ng / ml donde se calcul6 en 15% (Nelson et al., 2007), que puede considerarse muy
aceptable para las pacientes en que se previo pobre respuesta.

Por lo tanto, se propuso que s6lo las mujeres con un prondstico muy malo deben ser
excluidas de tratamiento. Estas pacientes son las que estarian en riesgo muy alto para la
cancelacion de ciclo y que, se identificaron por concentraciones séricas de AMH inferiores
a 0,1-0,35 ng/ml (Muttukrishna et al, 2004;. Lekamge et al, 2007).

Respecto al tratamiento, atin no esta claro si la individualizacién de la terapia puede
mejorar el resultado, donde a pesar de las altas dosis de gonadotropinas administradas a las
pobres respondedoras y en aquellas donde se anticipo la pobre respuesta, los resultados
reportados en la literatura han sido controversiales.

Estudios publicados han mostrado poco o ningun beneficio (Popovic-Todorovic et al, 2003;
Klinkert et al, 2005). Del mismo modo, no esta claro qué tipo de andlogo de la GnRH, ya
sea agonista o antagonista, puede ser el mas adecuado para la supresion de la hipofisis en
estas pacientes.

En conclusion, concentraciones bajas de AMH puede tener un valor afiadido a la edad
cronologica solo en la orientacion de las pacientes; persisten las dudas tanto sobre la
posible reduccién de los costos (excluir a la paciente de una FIV) y la posible mejora de los
resultados (como consecuencia de la individualizacion del tratamiento).

2.2.8.- Importancia de las concentraciones normales de AMH antes de una FIV.

En las mujeres con concentraciones normales de AMH puede pronosticarse una buena
respuesta. En la actualidad, no existen pruebas para modificar la estrategia normal con base
en el protocolo estandar largo (Daya, 2000). En los ultimos afios, los protocolos de
estimulacion ovarica MINIFIV se han propuesto para éste tipo de pacentes como una
alternativa asi como para la optimizacion entre los resultados y riesgos del tratamiento
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(Hohmann et al., 2001, 2003; Heijnen et al, 2007;Verberg et al, 2009).Sin embargo, atin
faltan mas estudios prospectivos para impulsar la aplicacion de nuevos regimenes de
tratamiento.

2.2.9.- Importancia de las altas concentraciones de AMH antes de un FIV.

El ovario con una hiperrespuesta es, el extremo opuesto de la baja respondedora y en quién
podria llevar a una condicién donde potencialmente se amenaza la vida, como es el
sindrome de hiperestimulacion ovarica.

El sindrome de hiperestimulacion ovarica se refiere a una respuesta ovarica exagerada al
tratamiento con gonadotropinas. El sindrome tiene un amplio espectro de manifestaciones
clinicas, desde una enfermedad leve que s6lo necesitan una cuidadosa observacion hasta
aquella en donde se requiere de hospitalizaciéon donde en casos graves es una condicion
potencialmente mortal. Las formas leves y moderadas del sindrome de hiperestimulacion
ovarica puede ocurrir en el 15 al 20% de todos los ciclos de estimulacion ovérica sin
embargo, la forma severa de éste sindrome se ha reportado con menor frecuencia del 1 al
3% (Comité de Practica de la ASRM, 2008).

Los factores de riesgo para el desarrollo del SHO incluyen edad, indice de masa corporal
bajo, historia previa de sindrome de hiperestimulacion ovdrica y de registros de altas
concentraciones séricas de estradiol en el dia de induccion de ovulacion con hCG (Macklon
et al, 20006;.. Fauser et al, 2008; Comité de Practica de la ASRM, 2008 ).

La prevencion del sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO) es la identificacion de los
factores de riesgo para el sindrome, llevando a una individualizacion de las dosis de
gonadotropinas minimas necesarias para lograr el objetivo terapéutico. Sin embargo, el
pronosticar de manera exacta el sindrome de hiperestimulacion ovarica en una paciente
previo al ciclo de FIV sigue siendo una tarea dificil.

La identificacion de una relacion dosis entre la AMH y la respuesta ovarica a la FSH lleva a
la hipétesis de que la hiperrespuesta a la induccién de ovulacion podria resultar de las altas
concentraciones de AMH.

En este contexto la AMH basal elevada puede estar relacionada con un mayor riesgo de

desarrollar SHO (Eldar-Geva 2005. Tremellen et al, 2005; Nakhuda et al, 2006;. La Marca
et al, 2007; Nelson et al, 2007;. Lee et al, 2008; Nardo et al, 2008).
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Tabla II1.- Valores de corte para AMH como marcador predictivo en la hiper respuesta en

ciclos de estimulacion ovarica controlada y el sindrome de hiperestimulacion ovarica.
AMH cut-off values for the prediction of hyper-response to COS and OHSS

Author n Study design Cut-off value Sensitivity (%) Specificity (%) Prediction of hyper-response Prediction of OHSS
Kwee et al. (2007) 110 Prosp 5 mcg/| 53 91 va

Nelson et al. (2007) 340 Prosp 25 pmol/I 60 94.9 VP

Lee et al. (2008) 262 Prosp 3.36 ng/ml 80.5 81.3 v

Nardo et al. (2008) 165 Prosp 3.5 ng/ml 88 70 Vva

Prosp: prospective study.
3Excessive response if >20 oocytes retrieved.

bExcessive response if =21 oocytes retrieve.

En conclusion, la medicion de AMH antes de la estimulacion con gonadotropinas puede
proporcionar informacion Util para orientar a la aplicacion de los protocolos de
estimulacion para el paciente con el fin de evitar el sindrome de hiperestimulacion ovarica.
Ademas, el uso de antagonistas de GnRH permite la activacion de la ovulacion por medio
de agonistas de la GnRH en lugar de hCG y esta practica ha sido reconocida como Tttil en la
prevencion del sindrome de hiperestimulacion ovarica (Olivennes et al, 2002;.. Engmann et
al, 2006; Griesinger et al ., 2006; Orvieto et al, 2006;. Kol y Solt, 2008).

2.2.10.- AMH en el pronostico de la respuesta ovarica cualitativa en ART.

Es muy conocido que el embarazo en la ART se relaciona principalmente con la evaluacion
cualitativa de los aspectos cuantitativos de la FIV. Como el estado de la reserva ovérica
incluye tanto la cantidad como en la calidad del pool de foliculos ovéaricos, la AMH puede
reflejar la capacidad de respuesta ovarica no sélo cuantitativa sino también cualitativa. De
hecho, varios autores han encontrado una correlacion positiva significativa entre los niveles
de AMH vy la calidad de los ovocitos (Hazout et al, 2004;. Ebner et al, 2006;. Silberstein et
al, 2006; Cupisti et al, 2007; Fanchin et al, 2007, Lekamge et al., 2007) y la morfologia del
embrion (Silberstein y cols., 2006). Sin embargo, esta relacion no ha sido confirmada
(Smeenk et al, 2007; Lie Fong et al, 2008).
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3. JUSTIFICACION

Se ha postulado la relaciéon de la hormona antimulleriana (AMH) con la reserva y la
respuesta ovarica asi como con el embarazo resultado de una FIV.

La AMH se propone utilizarla como marcador prondstico en las pacientes que se someten a
protocolos de induccion de ovulacion. Sin embargo el uso de este marcador en cuanto a su
valor predictivo sigue siendo controversial.

Evidencia reciente indica que las concentraciones séricas de AMH han mostrado una mayor
sensibilidad para la RO en mujeres mayores de 35 afios de edad asi como el numero de
foliculos antrales, empleandola como marcador pronostico en un ciclo de inducciéon en
comparacion con los marcadores de FSH, E2 y los niveles de la inhibina B; el uso de estos
marcadores en cuanto a su valor predictivo sigue siendo controversial donde, ademas se
requiere de un dia menstrual especifico para el anélisis preciso de algunos de ellos.

Por otra parte, varios investigadores han utilidado el volumen ovérico y recuento de
foliculos antrales en la prediccion de la respuesta ovarica a la estimulacion hormonal. Sin
embargo, la ecografia es subjetiva, y la interpretacion de las observaciones pueden no ser
compatibles.

Recientemente, un marcador endocrino nuevo es la hormona antimullerina (AMH), esta ha
sido evaluada por varios grupos como marcador de respuesta ovarica, ademas de ofrecer un
mejor valor prondstico de embarazo clinico que otros marcadores disponibles en la
actualidad.

Estudios actuales valoran la correlacion de AMH mejor que la edad, la FSH y de inhibina B
con respecto al nimero de ovocitos recuperados en ciclos de reproduccion asistida.

Es importante antes de llevar acabo algun tratamiento de FIV realizar la evaluacion de la
“reserva ovarica“, donde la identificacion de las altas o bajas respondedoras antes del ciclo
de induccion de ovulacion permite optimizar los protocolos de estimulacidon ovdrica, asi
como la disminucién en la tasa de cancelacion de ciclo y reducir efectos secundarios tales
como el sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO).

Este estudio retrospectivo y descriptivo fué disefiado para investigar si las concentraciones

de AMH, FSH y Edad, estan asociados con la respuesta del ovario en los ciclos de
estimulacion ovarica.
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4. HIPOTESIS

( Si la reserva ovdarica es valorada a través de la cuantificacion de la hormona
antimulleriana (AMH), puede ser ésta también utilizada como marcador prondstico de la
respuesta ovarica en la poblacion mexicana, tras el empleo de protocolos de estimulacion ?
5. OBJETIVOS

Conocer la relacion entre la hormona antimulleriana (AMH) con respecto a la respuesta
ovarica en mujeres sometidas a protocolos de estimulacion ovarica, en un programa de
Fertilizacion in Vitro.

5.1. OBJETIVO GENERAL

Comparar tres marcadores de reserva ovarica (FSH, AMH, AFC) en pacientes bajo
protocolo de estimulacidon ovarica para Fertilizacion in vitro (FIV).

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar las concentraciones en suero de hormonas Antimulleriana (AMH) y foliculo

estimulante (FSH) en pacientes sometidas a protocolo de estimulacion ovarica para FIV.

2.- Valorar la respuesta ovérica en pacientes bajo protocolo de estimulacion ovarica para
FIV a través de la determinacion en el nimero de ovocitos capturados.

3.- Evaluar la asociacion entre FSH, AMH, AFC y Edad con respecto a la respuesta ovarica
en pacientes sometidas a protocolo de estimulacion ovarica en FIV.

6. MATERIAL Y METODOS
6.1 El estudio se realiz6 de manera retrospectiva y decriptiva.
6.2. Ubicacion temporal y espacial.

Pacientes inscritas al programa de FIV de la Unidad Reproductiva del Hospital Angeles
Pedregal, durante el periodo del 01 de noviembre 2010 al 30 de Junio del 2011.
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6.3. Critérios de Seleccion de la Muestra
a) Expedientes de pacientes de entre 20 y 45 afos de edad, que acudieron a la Unidad de
Medicina Reproductiva del Hospital Angeles Pedregal, inscritas en el programa de
Fertilizacion in Vitro, durante el periodo del 01 de noviembre 2010 al 30 de Junio del 2011.
Criterios de Inclusion

a) Todo expediente de paciente de entre 20 y 45 afos de edad,

b) inscrita al programa de FIV durante el periodo 01 de noviembre 2010 al 30 de
Junio del 2011.

6.4. Variables

Independientes Dependientes.
(CAUSA) (EFECTO)
Variable Escala (intervalo, Variable Escala (intervalo,
ordinal, nominal) ordinal, nominal)
Edad Continua Numero de ovocitos | Continua
capturados
FSH Continua
LH Continua Numero de ovocitos | Continua
fecundados
AMH Continua
AFC Continua

6.5. Tamaifio de la Muestra

Estudio retrospectivo, descriptivo de 39 expedientes de mujeres inscritas a protocolo de
FIV en la Unidad Reproductiva del Hospital Angeles Pedregal, quienes se sometieron a
ciclo de induccion ovérica controlada.

6.6. Protocolo de Estimulacion ovarica:

Antes de iniciar el tratamiento, se realizé ecografia transvaginal basal, de donde se registrd
el conteo de foliculos antrales (AFC) y se tomaron muestras de sangre para la medicion de
las concentraciones de las hormonas Foliculo Estimulante (FSH), Antimulleriana (AMH),
Luteinizate (LH). Todas las pacientes fueron sometidas a un tratamiento de FIV con
agonistas de GnRH y el protocolo de estimulacion ovarica controlada como se describe:
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En resumen, la estimulacion ovérica se inicid con gonadotropinas exogenas en la forma de
la FSH recombinante (Gonal-F, Serono) en el dia 3 del ciclo. La dosis diaria inicial se
decidié de acuerdo con la edad y los niveles de FSH basal. Un antagonista de la GnRH
(Cetrorelix, Serono) 0,25 mg, se administré en inyeccidon subcutdnea diaria desde el dia 8
del ciclo para la prevencion de pico prematuro de LH. El mismo dia se realiz6 un ajuste de
dosis de acuerdo con la ecografia transvaginal. Cuando al menos dos o mas foliculos > 18
mm de didmetro fueron observados se administro Triptorelina (Gonapeptyl, Ferring) 200
mg como inductor de ovulacion.

Se realizé ecografia transvaginal guiada para la recuperacion de oocitos a las 34 horas
después de la inyeccion de Triptorelina. El nimero de ovocitos recuperados se registro y, se
fertilizaron en el laboratorio con espermatozoides de muestra homologa/heterdloga.

El grupo de estudio se dividio en tres grupos, de acuerdo al nimero de nimero de ovocitos
recuperados tras el ciclo de induccion ovarica. Grupo I (Hipo respondedora), I (Normo
respondedora) y III (Hiper respondedora) por ovocitos capturados de cero a cinco, de seis a
diez y seis y, mayor o igual a 17 ovocitos respectivamente.

6.7. Métodos de Laboratorio
6.7.1.- Procesamiento de las muestras.

Se obtuvieron muestras de sangre venosas de las mujeres en el dia 3 de su ciclo menstrual,
donde se cuantificaron las concentraciones para FSH y AMH, se tomo alrededor de 5 ml,
por puncién venosa y se dividieron en dos tubos.

Todas las muestras fueron centrifugadas para separar el suero y almacenado en alicuotas a
=70 ° C.

Un tubo se utiliz6 para la FSH, y el otro para la AMH.

La AMH se midi6 utilizando prueba de ELISA ultrasensible (Bechman-Caulter, Francia).,
la muestra paresta medicion fué¢ tomada en cualquier dia del ciclo, previo a la
administraciéon de gonadotropinas. Se utilizd una prueba de inmunoensayo ELISA con
sensibilidad de 0.7 pM (1 ng/ mL) y especificidad del 12.3 %.

La determinacion cuantitativa de FSH, E2 y LH en suero se realizd a través de
ARCHITECT FSH, inmunoanalisis quimioluminiscente de microparticulas (CMIA) RIA
kit, en donde se tuvo una sensibilidad de la prueba para LH de 0.07 mU/ml, para Estradiol
de < 10pg/ml y, sensibilidad para FSH de > 0.05 mUI/ml, con limite de concentracién
minima detectable para E2, FSH y LH de 0.
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6.8. Analisis Estadistico

Se realizé estadistica descriptiva para evaluar las caracteristicas de la poblacion. El andlisis
de correlacion de respuesta ovarica se realizé con edad, concentraciones de FSH y AMH.
Se aplicaron pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov, con pruebas de correlacion de
Pearson para las variables con distribuciéon normal y de Spearman para las variables de
distribucion no normal. Se utiliz6 una prueba ANOVA en rangos para el andlisis entre
grupos, asi como la pruebas de Mann-Whitney, de T, Kruskal-Wallis, tomando como
significancia estadistica una p < 0.05.

Todos los célculos se realizaron usando un software de estadistica (SPSS) version 18.0.

Las pacientes se dividieron en tres grupos de acuerdo al tipo de respuesta ovarica: el grupo
I corresponde a las pacientes bajas respondedoras (nimero de ovocitos < 5), grupo II
corresponde a las pacientes normorespondedoras (niumero de ovocitos 6 a 15) y, el grupo
IIT que corresponde a las pacientes hiper respondedoras (nimero de ovocitos > 16). De las
concentraciones séricas de FSH se dividieron en dos grupos Grupo. 0 con FSH < 10 IU/L y
Grupo 1 con FSH > 10 TU/L.
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7. RESULTADOS Y ANALISIS

1.- Se incluyeron 39 expedientes en éste estudio, de las cuales 26 (66.66%) presentaron
diagnostico de Infertilidad primaria y 13 (33.33%) de Infertilidad secundaria. El 56.3%
(22/39) presentaron edades mayores de 35%, motivo por el que el factor edad se debe
considerar en los resultados obtenidos en ésta muestra.

2.- El diagnostico de Infertilidad por orden de frecuencia fue la Endometriosis en el 28.2%
(11/39) , el segundo por Edad con el 20.5% (8/39) y el tercero de Ovarios Poliquisticos con
el 12.8% (5/39)., como se observa la Endometriosis al igual que en la poblacion general en
nuestra muestra, es una de las primeras causas de Infertilidad.

3.- El andlisis de correlacion de Spearman establecid una asociacion fuerte entre AMH y
AFC (coeficiente de correlacion 0.766, p = 0.01 ) donde a mayor concentracion de AMH
existe una mayor cuenta de foliculos antrales y visceversa. Ver Tabla 1.

Tabla y Gréfico de Correlacion de AMH y AFC

Correlaciones

AMH AFC

Rho de AMH  Coeficiente de 1.000 766"
Spearman correlacion

Sig. (bilateral) . .000

N 39 39

AFC  Coeficiente de 766" 1.000

correlacion

Sig. (bilateral) .000

N 39 39
**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

6.0
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4.- Se observo una asociacion débil entre AFC y FSH (coeficiente de correlacion -0.478,
p = 0.002 ), donde a menor conteo de foliculos antrales se observé una mayor
concentracion de FSH.

Tabla y Grafico de correlacion de AFC y FSH

Correlaciones

AFC FSH
Rho de Spearman AFC Coeficiente de correlacion 1.000 -478"
Sig. (bilateral) .002
N 39 39
FSH  Coeficiente de correlacion -478" 1.000
Sig. (bilateral) .002
N 39 39

IR? Lineal = 0.182
40.00

30.00

20.00

FSH

10.00-] °

5.- El andlisis de correlacion establecio una débil asociacion entre FSH y AMH (coeficiente
de correlacion - 0.388, p = 0.015 ). Donde se observo que a mayores concentraciones de
AMH existen menores concentraciones de FSH., que es lo esperado para ambos
marcadores, en una relacion proporcionalmente inversa. Ver Tabla No.

Tabla y Grafico de correlacion de FSH y AMH

Correlaciones

FSH AMH
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Rho de Spearman FSH Coeficiente de correlacion 1.000 -.388
Sig. (bilateral) .015
N 39 39
AMH Coeficiente de correlacion -.388" 1.000
Sig. (bilateral) .015
N 39 39

IR? Lineal = 0.083

T T T T
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00

6.- No se encontraron asociaciones significativas entre el factor Edad y AMH, FSH y AFC
(p=-0.205 p=-0.080, p=-0.220 respectivamente )., donde no hubo ninguna relaciéon
el factor edad de nuestra poblacioén con respecto a las diferentes concentraciones tanto para

AMH, FSH y AFC.

Tablas de correlacion edad y AMH/FSH/AFC

Correlaciones

Edad AMH
Rho de Spearman Edad Coeficiente de correlacion 1.000 -.205
Sig. (bilateral) 210
N 39 39
AMH Coeficiente de correlacion -.205 1.000
Sig. (bilateral) 210
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Correlaciones

Edad AMH
Edad Coeficiente de correlacion 1.000 -.205
Sig. (bilateral) . 210
N 39 39
Coeficiente de correlacion -.205 1.000
Sig. (bilateral) 210
N 39 39
Correlaciones
Edad FSH
Rho de Spearman Edad Coeficiente de correlacion 1.000 -.080
Sig. (bilateral) . .628
N 39 39
FSH Coeficiente de correlacion -.080 1.000
Sig. (bilateral) .628
Correlaciones
Edad AFC
Rho de Spearman Edad Coeficiente de correlacion 1.000 -.220
Sig. (bilateral) . 178
N 39 39
AFC Coeficiente de correlacion -.220 1.000
Sig. (bilateral) 178
N 39 39

7.- Se realizaron pruebas no paramétricas para la correlacion de igualdad de medias entre
grupos, dividiendo a nuestra poblacion en aquellas que re registraron en el perfil basal una
FSH < 10 IU/L (34 pacientes, 87.17%) y, una FSH >10 IU/L (5 pacientes, 12.8%),
observando una media de AMH de 1.8 pg/dL y 0.258 pg/dL respectivamente. p = 0.01. Lo
esperado para ambos grupos, donde la relacion es inversamente proporcional de AMH y
FSH.

34



Estadisticos de grupo

FSH +- Error tip. de la
N Media Desviacion tip. media
AMH 0 34 1.800 1.7204 .2951
1 5 .258 .0912 .0408

8.- Las pacientes fueron divididas en tres grupos de acuerdo al tipo de respuesta obtenida
tras el protocolo de estimuacion ovarica donde, el Grupo I correspondié a las
Hiporrespondedoras (10 pacientes, 25.64%), en el Grupo II las Normorrespondedoras (19
pacientes, 48.71%) y el Grupo III con las Hiporrespodedoras (10 pacientes, 25.64%)

9.- Con el fin de identificar un punto de cohorte en la concentracion de AMH entre bajas y
normo e hiper respondedores, se promediaron los valores de concentraciones séricas de
AMH de las bajas respondedoras y de las normo junto con las hiper respondedoras,
obteniéndose valores promedio de 0.355 + 0.33 pg/dL, para hiperrespondedoras 3.10 +
1.86 pg/dL y normorrespondedoras 1.46 + 1.43 pg/dL. Teniendo en cuenta la desviacion
estandar de los dos grupos se determind el punto de cohorte de 0.9 pg/dL. de AMH. Al
categorizar la poblacién del estudio de acuerdo al punto de cohorte establecido para la
concentracion sérica de AMH < 0.8 pg/dL 0 > 0.9 ng/dL, y comparar los dos grupos contra
el nimero de ovocitos capturados, se encontré diferencia estadistica significativa (prueba T,
p=0.01).

Estadisticos de grupo

Tipo de respuesta Error tip. de la
N Media Desviacion tip. media
AMH Normorrespondedoras 19 1.466 1.4367 .3296
Hiporrespondedoras 10 .355 .3367 .1065

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene para la

igualdad de varianzas

Prueba T pa

F Sig. t gl

Sig. (bilateral)

Difere

me
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AMH

Se han asumido varianzas

iguales

No se han asumido

varianzas iguales

3.905

.058

2.391 27

3.207 21.485

.024

.004

Estadisticos de grupo

Tipo de respuesta

Error tip. de la

N Media Desviacion tip. media
AMH Normorrespondedoras 19 1.466 1.4367 .3296
Hiperrespondedoras 10 3.109 1.8645 .5896

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene para la

igualdad de varianzas

Prueba T para la igualdad de mec

Diferencia de Error tip. «
F Sig. T gl Sig. (bilateral) medias diferenc
Se han asumido varianzas .626 436 -2.642 27 .014 -1.6432
No se han asumido -2.433 14.782 .028 -1.6432
varianzas iguales

Los resultados para FSH fueron divididos en dos grupos de acuerdo a las concentraciones
en < 10 TU/L (34 pacientes, 87.2 %) y >10 IU/L ( 5 pacientes, 12.8 % ). Se dividieron
igualmente en grupos de acuerdo al tipo de respuesta ovarica, el grupo I corresponde a las
pacientes bajas respondedoras (nimero de ovocitos < 5, n=10, 25.6 %), grupo II
corresponde a las pacientes normorespondedoras (nimero de ovocitos 6 a 15, n=20, 51.2%)
y el grupo III que corresponde a las pacientes hiper respondedoras (nimero de ovocitos >
16, n=9, 23%). Las pacientes hipo, normo e hiper respondedoras presentaron
concentraciones promedio de AMH de 0.355 + 0.33 pg/dL, 1.46 + 1.43 pg/dL, 3.10 + 1.86
ng/dL, respectivamente.

De igual forma se observaron concentraciones de FSH de 8.9 + 4.1 TU/L, 6.1 + 2.1 TU/L,
5.3 £ 1.3 IU/L en los tres grupos y edades de 38.3 + 5.1 afios, 34.0 + 6.5 afios, 36.2 +4.1
afios, respectivamente. La prueba de Kruskal-Wallis establecid diferencias
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estadisticamente significativas entre los grupos de respondedoras por concentraciones de
AMH (p = 0.000), no siendo el caso para los otros dos marcadores, FSH (p = 0.140) y edad
(p =0.189).

8. DISCUSION

Este estudio retrospectivo se llevdo a cabo para evaluar la utilidad de la hormona
antimulleriana como marcador predictivo de la respuesta ovarica en mujeres sometidas a
protocolo de induccion ovarica en FIV. La poblacion estudiada, es la primera serie en
Meéxico que evalua la respuesta a la induccion de la ovulacion con AMH como marcador.

En la actualidad, la mayoria de los médicos determinan la dosis inicial de gonadotropinas
en el primer ciclo de FIV basado principalmente en la edad y las concentraciones de FSH
basal. Nuestro estudio sugiere que la AMH y el AFC son los mejores predictores de
respuesta ovarica en comparacion con la edad y la FSH basal.

El Analisis de correlaciéon muestra una asociacion significativa entre la AMH, AFC, y la
FSH y el nimero de ovocitos capturados. De acuerdo con un estudio reciente, la AMH se
correlaciona mejor que la edad, FSH, LH, E2 e Inhibina B con el niimero de oocitos
recuperados (La Marca 2007). Nuestro analisis confirma que la AMH y la FSH basal
muestran una relacion negativa.

Nuestros resultados demuestran una fuerte asociaciéon entre AMH y AFC con respecto al
numero de oocitos capturados de los foliculos antrales.

Por lo tanto, las concentraciones séricas de AMH basales pueden reflejar el pool de
foliculos antrales y proporcionar asi un marcador asociado con el nimero de ovocitos que
pueden ser obtenidos tras la hiperestimulacion ovarica controlada (COH). Ademas, nuestros
resultados estan de acuerdo con los de los estudios anteriores.

Se observo que las concentraciones de AMH y la AFC fueron significativamente menores
en las Hiporrespondedoras que en las mujeres normorrespondedoras

La utilidad de la AMH en la identificacion de las pacientes Hiporrespondedoras fué muy
similar al del AFC. Sabemos que la evaluacion sonografica, tiene variantes intra e
interobservador, las cuales se omitieron en esta poblacion ya que los ultrasonidos fueron
realizados por un so6lo Médico con experiencia en ultrasonido. Las concentraciones de
AMH fueron obtenidas por mediciones objetivas realizdndose en el laboratorio, por lo que
quedaron libres de la variabilidad del interobservador.

Una de las mas atractivas ventajas de la AMH es que sus concentraciones han demostrado
ser estables bajo diversas influencias tales como la anticoncepcion hormonal, la
administracién de agonistas de GnRH, el embarazo, y el ciclo menstrual. Por lo tanto, las
mediciones se pueden hacer en cualquier momento durante el ciclo menstrual. En nuestras
pacientes, la determinacion de AMH se realizd sin la influencia de algin tipo de
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medicamento.

La reserva ovarica en pacientes de FIV es 1til para la optimizacion del protocolo de
estimulacion para una buena respuesta. Sin embargo, sigue siendo un desafio identificar a
las mujeres jovenes, con normalidad de ciclos ovulatorios, pero con baja reserva ovarica.

Algunos estudios han demostrado que las concentraciones séricas de AMH pueden predecir
el nimero de ovocitos capturados pero no puede predecir la probabilidad de embarazo.

9. CONCLUSIONES

Existen muchas ventajas de la utilizacion de la AMH sérica con respecto a otros
marcadores séricos de reserva ovarica. En primer lugar, las concentraciones séricas de
AMH comienzan a declinar antes que la FSH sérica.

En segundo lugar, la AMH se puede medir en cualquier momento del ciclo, en contraste
con los otros marcadores, que solo se pueden determinar en la fase folicular temprana. Por
ultimo, a diferencia del conteo de foliculos antrales (AFC), la AMH no depende del
observador, lo que resulta en menos variabilidad.

En este estudio se encontrd que se puede predecir la respuesta ovarica mediante el conteo
de foliculos antrales por ultrasonido (AFC) o la cuantificacion de AMH y FSH basal.

De los tres marcadores de reserva ovarica analizados, la AMH presentd una asociacion con
la respuesta ovarica en cuanto al nimero de ovocitos capturados y fecundados.

Se observo diferencia entre las pacientes bajas, normo e hiper-respondedoras de acuerdo a
las concentraciones en suero de AMH.

Se determind como punto de cohorte para las concentraciones en suero de AMH en nuestra
poblacion, el valor de 0.9 pg/dL asociado a una mayor respuesta ovarica.
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10. PERSPECTIVAS

Estudios como éste han indicado que la AMH puede constituir una nueva medida
importante de la reserva ovarica (Van Rooij et al, 2004;Van Rooij et al, 2005; La Marca et
al, 2005a, b;. Robertson et al, 2008;. Shin et al, 2008;. Van Disseldorp et al, 2008).

Para las mujeres que desean quedar embarazadas por medio de técnicas de reproduccion
asistida, es importante ofrecer un asesoramiento sobre el equilibrio Optimo entre los
beneficios y riesgos. Dado que estos resultados son altamente dependientes de la reserva
ovdrica, se propone el empleo de la AMH como un marcador clinico de la reserva ovarica
en relacion con el pronostico individual para el éxito y el disefio de protocolos adecuados
de estimulacion.
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