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Glosario

AUC. Area bajo la curva
DE. Desviaciéon estandar
ECL. ElectroChemiLuminescence

ESHRE. Sociedad Europea de Reproduccion y Embriologia Humana

HAM. Hormona antimulleriana

IC. Intervalo de confianza

IMC. indice de masa corporal

RIC. Rango intercuantilico

ROC. Caracteristica Operativa del Receptor

SOP. Sindrome de ovario poliquistico



Resumen

VALORES DE HORMONA ANTIMULLERIANA SERICA ESPECIFICAS POR EDAS
PARA 1066 MUJERES: ESTUDIO EN UN SOLO CENTRO DE FERTILIDAD EN EL
NORESTE DE MEXICO.

Palabras clave: Hormona antimilleriana, valores especificos por edad, infertilidad,
nomograma, SOP, HAM.

Objetivo: Determinar los valores de referencia de los niveles séricos de HAM vy
correlacionarlos con diferentes variables reproductivas en mujeres del noreste de
México.

Material y métodos: estudio transversal de pacientes que acudieron a un unico centro
de fertilidad evaluando los niveles séricos de HAM y una valoracion reproductiva. Los
datos no paramétricos se expresaron como mediana con rango intercuartilico (IQR) y el
analisis bivariado se completé mediante la prueba de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis
para comparaciones multiples con la prueba post hoc de Dunn. Se utilizé la correlacién
de Spearman. Se determinaron los valores de corte de niveles basales de HAM como
predictor del sindrome de ovario poliquistico (SOP) e infertilidad mediante una curva
ROC. Las variables categdricas se compararon entre grupos mediante la prueba exacta
de Fisher.

Resultados: Un total de 1.066 mujeres de entre 20 y 45 afios en su mayoria con
sobrepeso (IMC = 25,33 kg / m2). Los niveles de HAM se correlacionaron con la edad
(rho de Spearman: -0,5541, IC del 95%: -0,5945 a -0,5086, p = 0,0495) y se realiz6 una
regresion lineal con R?=0,2002 (p <0,0001). Un andlisis de la curva ROC (AUC = 0,6650,
IC del 95% = 0,5975 a 0,7324) de los niveles de HAM en mujeres infértiles dio como
resultado el diagndstico de infertilidad (EE = 65% y SP = 63%, OR = 0,5362, IC del 95%
= 0,2913 hasta 1.001). En el caso del SOP, el andlisis de la curva ROC arroj6 una
precision diagnostica (SE = 75% y SP = 72%, OR = 7.525, IC del 95% = 2.986 a 19.37)
con un punto de corte de 3.77ng / mL ( AUC = 0,7533, IC del 95% = 0,6562 a 0,8504).

Conclusion: Este estudio proporciona un analisis de rangos de referencia de niveles de
HAM de poblacion mexicana especificos por edad, desafiando los valores de criterio
establecidos internacionalmente para la reserva ovarica baja en ciertas poblaciones, y
actia como referencia para futuros estudios prospectivos en la evaluacion de SOP
utilizando niveles séricos de HAM.



Abstract

AGE-SPECIFIC SERUM ANTIMULLERIAN HORMONE VALUES IN 1066 MEXICAN
WOMEN: A SINGLE-CENTER FERTILITY STUDY.

Key words: Antimullerian hormone, age-specific values, infertility, nomogram, PCOS,
AMH.

Propose: Determine the reference values of serum HAM levels and correlate them with
different reproductive variables in women in northeastern Mexico.

Methods: Cross-sectional study of patients who attended a single fertility center that
measures serum HAM levels and a clinical assessment. Non-parametric data were
expressed as median with interquartile range (IQR) and bivariate analysis completed
using the Mann-Whitney and Kruskal- Wallis test for multiple comparisons with post hoc
Dunn’s test. Spearman correlation was used. Cut-off values of baseline HAM levels as a
predictor of polycystic ovary syndrome (PCOS) and infertility were analyzed using a ROC
curve. Categorical variables were compared among groups using Fisher’s exact test.

Results: A total of 1,066 women ranging from 20-45 years old, with overweight
(BMI=25.33kg/m2). HAM levels correlated with age (Spearman's rho:-0.5541, 95% CI:-
0.5945 to -0.5086, p=0.0495) and a linear regression was performed with R2=0.2002
(p<0.0001). A ROC curve analysis (AUC=0.6650, 95% CI=0.5975 to 0.7324) of HAM
levels in infertile women resulted in the accurate diagnosis of infertility (SE=65% and
SP=63%, OR=0.5362, 95% CI=0.2913 to 1.001). In the case of PCOS, ROC curve
analysis yielded a diagnostic accuracy of PCOS (SE=75% and SP=72%, OR=7.525, 95%
Cl=2.986 to 19.37) with a cut-off point of 3.77ng/mL (AUC=0.7533, 95% CI=0.6562 to
0.8504).

Conclusions: This study provides an analysis of age-specific race-population reference
ranges of HAM levels, challenging the criteria values established internationally for low
ovarian reserve in certain populations, and acts as a reference for future prospective
studies in the assessment of PCOS using serum HAM levels.
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1. Introduccioén

La medicion de hormona antimullerian (HAM) sigue desempefiando un papel cada vez
mas importante en la evaluacion reproductiva de una mujer, y los valores séricos de
HAM se obtienen de forma rutinaria durante la evaluacion clinica inicial de la consulta

de la pareja infértil.

Se considera que existen diferentes variables que modifiquen los valores de HAM,
incluso se ha llegado a la hipétesis que cada poblacion representaria diferentes
valores de normalidad; por lo tanto, normogramas de HAM se han publicado para
diferentes poblaciones alrededor del mundo (1-3). A pesar de ello, se han establecido
diferentes puntos de cohorte establecidos por edad, para el diagndstico y prondstico

de ciertas condiciones reproductivas de manera internacional.

Para el diagndstico de baja reserva ovarica (BRO) se establecieron los criterios de
Bologna en el 2011, desarrollados por la Sociedad Europea de Reproduccion y
Embriologia Humana (ESHRE), que establece la edad materna (=240 anos), BRO
previa (<3 tres ovocitos con estimulacion convencional) y estudio de reserva ovarica
anormal (cuenta folicular antral <5-7 o HAM <0.5-1.1 ng/mL)(4); y los criterios de
POSEIDON (2016) propuesto por especialistas en endocrinologia y medicina
reproductiva de 7 paises(5), que establece la edad materna (=35 afos), BRO previa
(=4 tres ovocitos con estimulacion o 4-9 ovocitos) y estudio de reserva ovéarica anormal

(cuenta folicular antral >5 0 HAM <1.2 ng/ml)(6).

Referente a los extremos altos de los valores de HAM, se ha demostrado que las
pacientes con sindrome de ovario poliquistico (SOP) cumplen con estas condiciones;
por lo tanto, se ha propuesto que en situaciones en las que no se dispone de datos
ecograficos precisos, la HAM podria utilizarse en lugar del recuento de foliculos como
uno de los criterios de diagnostico del SOP(7). Hasta la fecha se han establecido

diferentes cohortes como marcador diagnéstico(8).



Dentro de nuestro conocimiento no existe estudio representativo que evalle los
valores de HAM especificos por edad y su analisis con las variables que pudieran
modificar dichos niveles; por lo que el objetivo principal del presente estudio fue
establecer los valores séricos de HAM en mujeres de edad reproductiva del noreste
de México y como objetivo secundario correlacionar los valores séricos de HAM con

diferentes variables reproductivas.



2. Planteamiento de la Investigacion y su Contexto

En la dltima década se han llevado acabo diferentes publicaciones internacionales que
pretender mostrar los valores séricos de hormona antimdilleriana; estos estudios que en
su mayoria se han realizado en poblaciones especificas, generan inconsistencias al
extrapolar los mismos valores para otras poblaciones. Se presume que estas variaciones
son generadas por diferentes factores que modifican los niveles séricos de la hormona
antimilleriana, ademas que para su determinacién se han empleado diferentes andlisis
de laboratorio. No obstante, se han propuesto diferentes criterios por sociedades
internacionales, incluyendo puntos de cohorte de HAM, para el diagnéstico de baja

reserva ovarica.
Por lo anteriormente expuesto surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢,Cuales son los niveles séricos de hormona antimilleriana entre las diferentes edades

de las mujeres mexicanas en edad reproductiva?

Preguntas secundarias:
e ¢ Se asocian los niveles séricos de hormona antimilleriana con el indice de masa
corporal (IMC)?
e /Los niveles séricos de hormona antimilleriana se relacionan con el uso de
anticonceptivos?
e ¢Los niveles séricos de hormona antimulleriana se asocian con el tabaquismo?
e ;Los niveles séricos de hormona antimilleriana se relacionan con los

antecedentes reproductivos?



3. Justificacion

En la consulta de la pareja infértil el estudio de la reserva ovarica, entre otros criterios a
estudiar, es indispensable para que el clinico ofrezca un prondstico, manejo y tratamiento
reproductivo a su paciente. El valor sérico de la hormona antimilleriana es una
herramienta objetiva de la reserva ovarica en cada mujer que se modifica a través del

tiempo y otros factores influyentes.

En México no se han llevado acabo estudios que evalten por edad, los diferentes valores
séricos de la misma hormona, ni tampoco se han realizado investigaciones que asocien
el indice de masa corporal, el uso de anticonceptivos orales, el tabaquismo y diferentes

variables reproductivas a sus valores, en la misma poblacién.

El desarrollo de un nomograma por edad de valores séricos de hormona antimulleriana,
obtenidos a través de un mismo sistema de analisis de laboratorio (automatizado),
pudiera ofrecer un panorama de manera mas objetiva para el estudio de la reserva

ovarica en las mujeres mexicanas.



4. Hipotesis

4.1 Hipétesis General (alternativa)

Los niveles séricos de hormona antimilleriana se asocian con el indice de masa
corporal (IMC).

Los niveles séricos de hormona antimilleriana se relacionan con el uso de
anticonceptivos.

Los niveles séricos de hormona antimilleriana se asocian con el tabaquismo.
Los niveles séricos de hormona antimulleriana se relacionan con el antecedentes

reproductivos.

4.2 Hipotesis Nula

Los niveles séricos de hormona antimulleriana NO se asocian con el indice de
masa corporal (IMC).

Los niveles séricos de hormona antimilleriana NO se relacionan con el uso de
anticonceptivos.

Los niveles séricos de hormona antimtlleriana NO se asocian con el tabaquismo.
Los niveles séricos de hormona antimilleriana NO se relacionan con los

antecedentes reproductivos.



5. Objetivo general

El objetivo de esta investigacion determinar los valores de referencia de los niveles

séricos de HAM y correlacionarlos con diferentes variables reproductivas en mujeres del

noreste de México.

5.1 Objetivos especificos

Obtener los niveles séricos de hormona antimilleriana entre las diferentes
edades.

Asociar los niveles séricos de hormona antimilleriana con indice de masa
corporal (IMC).

Analizar los niveles séricos de hormona antimilleriana con el uso de
anticonceptivos.

Evaluar los niveles séricos de hormona antimilleriana con el tabaquismo.
Relacionar los niveles séricos de hormona antimulleriana con antecedentes

reproductivos.



6. Material y métodos

6.1 Tipo de estudio:

Estudio observacional, transversal, analitico (nivel relacional)

Segun intervencion: Observacional

Segun el numero de mediciones: Transversal

Segun la relacion cronoldgica: Ambispectivo

6.2 Operacionalizacion de las variables

VARIABLES DEMOGRAFICAS

CLASIFICACION DEFINICION ESCALA DE
VARIABLES .
TIPO |NATURALEZA| ESCALA OPERACIONAL MEDICION
Tiempo que ha
_ o Razén vivido una persona
EDAD Numérica | Cuantitativa ) Afos
continua desde su
nacimiento
VARIABLES ANTROPOMETRICAS
. o Razon Masa del cuerpo
PESO Numeérica | Cuantitativa . ) kg
continua en kilogramos
) o Razén Estatura de una
TALLA Numérica | Cuantitativa ] cm
continua persona
Razdén matematica
) o Razén gue asocia la masa
IMC Numérica | Cuantitativa _ kg/m?
continua y la talla de un
individuo
VARIABLES PATOLOGICAS
o _ | Endometriosis / Enf.
Diagnostico previo o
ANTECEDENTES . o ) Tiroidea
) Categorica | Cuantitativa Nominal de alguna _ ) _
PATOLOGICOS /Hiperprolactinemia
enfermedad.

/Reumatolégica /




Cancer / Sindrome de

ovario poliquistico.

Intoxicacién aguda

. o Razdn 0 cronica producida _
TABAQUISMO| Categorica | Cualitativa o Si/no.
dicotdmica | por el consumo de
tabaco.
VARIABLES GINECO-OBSTETRICAS
Intoxicacion aguda
EMBARAZOS o o Razén  |o crénica producida _
Categorica | Cualitativa . Si/no.
PREVIOS dicotbmica | por el consumo de
tabaco.
DESEO DE . o Razén Deseo de lograr un ,
Categorica | Cualitativa _ _ Si/no.
EMBARAZO dicotémica embarazo.
Pérdida de sangre
. o Razén 0 ciclo promedio .
OVULADORA | Numérica | Cuantitativa _ Si/no.
discreta |que dura entre 21 o

35 dias.

6.3 Estrategia experimental

6.4 Poblaciéon
Mujeres de 18 a 45 afios del centro de fertilidad — IECH.

6.5 Universo de trabajo

Pacientes en edad reproductiva.

6.6 Tamafo de muestra

El tamafio muestral se realiz6 por conveniencia con una N de 400 participantes que

aceptaran formar parte del estudio de forma prospectiva. Para el nomograma se

analizaron los valores generados de forma prospectiva y los valores almacenados para




HAM, en la base de datos del equipo de andlisis de laboratorio del Centro de Fertilidad
— |ECH.

6.7 Seleccion de la muestra
6.7.1 Criterios de inclusion

- Pacientes de edad fértil (18 a 45 afios) mexicanas.
6.7.2 Criterios de exclusion

- Datos duplicados

Para el estudio prospectivo (n=400):

- Paciente con conocimiento de estado gravido.

- Pacientes con antecedente de cirugia ovarica (embarazo ectépico, resecciéon de
tumor ovarico, etc).

- Paciente sometida a radiacion.

- Paciente con antecedente de enfermedad hereditaria que afecte el desarrollo de
la funcion ovérica (enfermedades hereditarias).

- Paciente bajo tratamiento de infertilidad.

6.7.3 Criterios de eliminacién

- Mujeres que hayan decidido retirarse del estudio, que abandonen el estudio, o que

presenten informacion incompleta.

6.8 Toma de muestra sanguinea (venopuncion)

La sangre se extrae de una vena localizada en la parte interior del codo o el dorso de la

mano, de acuerdo con los siguientes pasos:



1. Elsitio se limpia con un desinfectante (antiséptico).

N

Se coloca una banda elastica alrededor de la parte superior del brazo con el fin
de aplicar presion en la zona. Esto hace que la vena se llene de sangre.

Se introduce una aguja en la vena.

Se recoge la sangre en un tubo estandar (codificado) de muestra (rojo).

La banda elastica se retira del brazo.

o 0 A~

Se saca la aguja y el sitio se cubre con un vendaje para detener el sangrado.

6.9 Valoracion clinica:

Se le invita a la paciente a realizar su historia clinica a través del siguiente URL (tiempo

estimado de 3 minutos).

https://forms.office.com/Pages/ResponsePage.aspx?id=DOSIkWdsWOyxEjajBLZtrOAA
AAAAAAAAAAFhAIRSRAFUQOhBUEIGNIWhWOQ1RMUUS5UT{NCUOk20ODNKVC4u

O copiando el siguiente cédigo QR:



https://forms.office.com/Pages/ResponsePage.aspx?id=DQSIkWdsW0yxEjajBLZtrQAAAAAAAAAAAAFhAIRsR4FUQ0hBUElGNlhWQ1RMUU5UTjNCU0k2ODNKVC4u
https://forms.office.com/Pages/ResponsePage.aspx?id=DQSIkWdsW0yxEjajBLZtrQAAAAAAAAAAAAFhAIRsR4FUQ0hBUElGNlhWQ1RMUU5UTjNCU0k2ODNKVC4u

6.10 Almacenamiento de la muestra

La sangre se centrifuga a 2000g durante 10 minutos y el suero se almaceno en tubos de

polipropileno de 2 a 8 °C para su analisis dentro ~5 dias.

6.11 Procesamiento de muestra

Analizador Cobas e411 (Roche Diagnostic, Elecsys® analizador totalmente
automatizado que utiliza la tecnologia ElectroChemiLuminescence (ECL) para el analisis

de inmunoensayo.

Protocolo de uso:
Atemperar los reactivos refrigerados a aproximadamente 20 °C y colocarlos en el rotor

de reactivos del analizador, evitando la formacién de espuma.

Técnica de sandwich (duracion total de 18 minutos):

- 12 incubacion: 50 uL de muestra, un anticuerpo monoclonal biotinilado anti-
HAM y un anticuerpo monoclonal anti-HAM marcado con quelato de rutenio,
forman un complejo sandwich.

- 22 incubacion: después de incorporar las microparticulas recubiertas de
estreptavina, el complejo formado se fija a la fase sélida por interaccion entre
la biotina y la estreptavidina.

- La mezcla de reaccion es trasladada a la célula de medida donde, por
magnetismo, las microparticulas se fijan a la superficie del electrodo. Los
elementos no fijados se eliminan posteriormente con ProCell/ProCell M. Al
aplicar una corriente eléctrica definida se produce wuna reaccion
guimioluminiscente cuya emisiéon de luz se mide con un fotomultiplicador.

- Los resultados se determinan mediante una curva de calibracion generada
especificamente para el instrumento a partir de una calibraciéon a 2 puntos y
una curva master proporcionada por el codigo de barras del reactivo o el codigo

de barras electronico.



6.12 Flujograma de acciones

1. Obtencién de los valores séricos de HAM de mujeres en edad reproductiva (18-
48 afos) de la base de datos del centro (n=767) utilizando el Analizador Cobas
e4ll.

2. Invitacidn a la poblacion general, segun los criterios de seleccion, que quisieran
participar en el protocolo.

3. Se les brindd informacién completa sobre el titulo del protocolo, asi como la
justificacion, objetivo, beneficios, procedimientos, riesgos y aclaraciones de
este, establecidos en la carta de consentimiento informado.

4. Quién cumplia con los criterios de seleccién y quienes decidian participar de
forma voluntaria leian y resolvian sus dudas con el investigador, firmando el
consentimiento informado.

Valoracion clinica.

La toma de muestra de sangre para la determinacién de HAM se recolecté el
dia del reclutamiento; mismas que se almacenaron los sueros a -20 °C y se
recuperaron para la evaluacion del ensayo hormonal mediante el inmunoensayo
automatizado de electroquimioluminescencia.

Creacion de base de datos electronica con las diferentes variables a estudiar.

8. Se eliminaron los datos duplicados.

Analisis de datos.



Diagrama de flujo de analisis de datos.

retrospectivo (n = 767)

Base de datos de HAM, estudio Estudio prospectivo de HAM

(n=400)

Datos duplicados
(n=90)

A

Datos seleccionados
(n=1077)

Datos excluidos

4

Valores séricos de HAM
(N =1066)

(n=11)

Analisis de variables

HAM: hormona anti-mulleriana

6.13 Andlisis estadistico

Los datos categoricos se reportan en frecuencias y porcentajes. Los datos no
paramétricos se expresan como mediana con rango intercuartilico (RIC). El analisis

bivariado se realiz6 utilizando la prueba de Mann-Whitneyy Kruskal-Wallis para

reproductivas (n = 386)

comparaciones multiples con la prueba de comparacion multiple post hoc de Dunn.

Se aplico la correlacion de Spearman. Los valores de corte basales de HAM como
predictor del diagndstico de SOP e infertilidad se analizaron utilizando una Caracteristica
Operativa del Receptor (ROC). Se realizé un analisis de regresion lineal para identificar

factores asociados con HAM baja. Las variables categoricas se compararon entre los

grupos mediante la prueba exacta de Fisher.



Los analisis estadisticos se realizaron con GraphPad Prism Version 8 (San Diego, CA).
Todos los andlisis de significacion estadistica se realizaron mediante pruebas de dos
lados (p<0.05).

6.14 Consideraciones éticas

El presente estudio se ajusto a los principios éticos de la Declaracion de Helsinki, los
principios de las buenas practicas clinicas y se desarrollo y realiz6 en concordancia con
las normas establecidas en la Ley General de Salud. El protocolo y consentimiento
informado fue presentado y autorizado por el Comité de Etica del Centro de Fertilidad -
IECH vy se requirio la firma del consentimiento informado por parte de los participantes
gue aceptaron formar parte del estudio. Se adjunta el consentimiento informado en
seccion de ANEXOS.



7. Resultados

Se analizaron un total de 1066 valores séricos de HAM siguiendo los criterios de
seleccidn. Seiscientos setenta siete valores se obtuvieron retrospectivamente de la base

de datos y los 389 restantes se obtuvieron prospectivamente.

La Tabla 1 muestra los valores de HAM categorizados en el percentil 5, el percentil 10,

la mediana (RIC) y la media (DE) por edad.

TABLA 1.
Hormona antimlleriana sérica (ng/mL) durante el periodo reproductivo (20-45 afios).

Edad Perc;entll Perfgntll M(e;llg;la Media (DE) N
<20 1.45 1.49 3.32(2.24) 3.44(1.71) 14
21 1.60 1.73 3.56 (2.68) 3.70(1.72) 16
22 1.30 1.47 3.51(4.18) 4.43(2.85) 13
23 1.67 1.74 434 (3.47) 4.45(2.70) 13
24 1.07 1.26 3.59(2.76) 3.63(1.99) 17
25 1.48 1.67 3.91(3.33) 4.18(2.20) 25
26 1.47 1.91 3.52(2.56) 3.82(1.80) 16
27 1.01 1.11 2.70(2.64) 3.14(1.79) 38
28 0.44 1.12 3.28(3.21) 3.77 (2.06) 40
29 0.59 0.73 2.89(2.43) 3.60(3.00) 48
30 0.14 0.62 2.19 (2.45) 2.81(2.27) 64
31 0.27 0.72 2.36(2.81) 2.79(2.31) 63
32 0.35 0.64 242 (2.58) 2.76 (1.90) 64
33 0.25 0.70 1.86 (2.86) 2.57 (2.11) 48
34 0.10 0.24 2.00(2.11) 2.30(2.14) 65
35 0.40 0.59 159 (1.80) 2.26 (2.43) 75
36 0.18 0.42 1.47 (1.55) 2.06 (2.19) 79
37 0.08 0.18 1.09 (1.41) 1.49(1.66) 58
38 0.01 0.03 1.12 (1.62) 1.56 (1.53) 60
39 0.04 0.12 0.90 (1.53) 1.20(0.93) 66
40 0.20 0.25 0.83(1.46) 1.40(1.42) 53
41 0.03 0.04 0.85(1.02) 1.05(1.27) 48
42 0.04 0.04 0.48 (1.45) 0.86 (0.84) 27



43 0.01 0.02 0.42 (0.80)  0.62 (0.73) 26

44 0.01 0.02 0.20 (0.47) 0.30 (0.32) 13
>45 0.01 0.01 0.22 (0.41) 0.31 (0.37) 17
Total 1066

RIC: Rango intercuantilico; DE: desviacion estandar.

En la Figura 1 se muestra la distribucion de los valores a través de su mediana (IQR) de
los valores especificos de HAM en mujeres de 20 a 45 afios. Se correlacion6 la HAM
sérica con la edad (rho de Spearman = -0,5541, IC del 95% = -0,5945 a -0,5086, p =
0,0495) y se aplic6é una regresion lineal con R? = 0,2002 (p <0,0001) como se muestra

en la Figura 2.

FIGURA 1.
Grafico de los valores medianos especificos de la edad de HAM para mujeres de 20 a
46 afios
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FIGURA 2.
Regresion lineal de los valores de HAM por edad
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AMH: hormona antimdilleriana. Age (years): Edad (afios).
Regresion lineal (Y =-0,1698 * X + 8,054). R2 = 0,2002 (p <0,0001)

En general, la mediana de HAM para la poblacion estudiada es de 1,72 ng/mL. El valor
de HAM para el percentil 25 fue de 0,77 ng/mL y 3,29 ng/mL para el percentil 75,
representado en la figura 3.

FIGURA 3.
Grafico de puntos de dispersion de la HAM total (n=1066). Las barras representan el
percentil 25, la mediana y el percentil 75.
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Para el andlisis de la poblacion estudiada prospectivamente, 389 voluntarios
representaron el 38.49% de los valores de HAM del total de los valores evaluados en el
estudio. En la tabla 2, se muestran las frecuencias de las diferentes variables
reproductivas y patoldgicas de la poblacion estudiada. La poblacién estudiada presento
una distribucion no normal, por lo que la mediana de edad fue de 32 afios, la altura en
metros de 1,62 y el peso en kilogramos fue de 64 con una concentracion sérica media
de HAM de 2,09 ng/mL.

TABLA 2.
Frecuencia de variables reproductivas y patoldgicas.

Variables n = 389 (%)
Tabaquismo 67 (17.2)
Menstruaciones regulares 342 (87.9)
Anticonceptivos orales 81 (20.8)
Antecedente de recien nacido vivo 73 (18.8)
Infertilidad 185 (47.5)
- < 35afios 88 (22.6)
- >35 afios 97 (24.9)
Comorbilidades:
- SOP 86 (23.1)
- Endometriosis 39 (9.8)

- Enfermedad tiroidea 26 (6.7)



- Hiperprolactinemia 14 (3.6)

- Enfermedad reumatolégica 1(0.3)
- Cancer 3(0.8)
4 (1.0)

SOP: sindrome de ovario poliquistico.

El indice de masa corporal (IMC) de las 389 mujeres estudiadas prospectivamente, fue
de 25,33 kg/m?. En esta muestra no se encontré correlacion entre los valores de HAM y
el indice de masa corporal. Se encontré una correlacion negativa entre el IMC y la edad
(rho de Spearman = -0,9820, IC del 95%: -0,9853 a 0,9780) (p = 0,0495). En relacién con
el habito tabaquico, 67 mujeres eran fumadora; no se encontrd correlacion entre el

tabaquismo y los niveles de HAM.

La Figura 4 representa la diferencia entre los grupos con respecto al estado de fertilidad
para la distribucion de HAM (p <0,0001). La Figura 5 muestra los mismos valores

clasificados por edad (mayores y menores de 35 afios) (p <0,0001).

FIGURA 4.
Distribucién de los valores de HAM entre el estado de fertilidad.
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FIGURA 5.
Distribucién de los valores de HAM entre el estado de fertilidad por edad.
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Prueba de Kruskal-Wallis **** p <0,0001.
Prueba de comparacién multiple de Dunn: sanos <35 afios. vs saludable> 35 afios p <0,0001; saludable
<35 afios. vs. infertilidad> 35 afios. p <0,0001; infertilidad <35 afios. frente a sanos> 35 afos p <0,0116;
infertilidad <35 afios vs. infertilidad> 35 afios. p <0,0001.

Se utilizé un analisis de la curva ROC de los valores de HAM de mujeres infértiles para
definir objetivamente los puntos de corte para las pruebas diagndsticas, mostrando una
area bajo la curva (AUC) de 0,6650 (IC del 95% = 0,5975 a 0,7324) (p <0,0001), como
se muestra en la Figura 6. El compromiso mas fuerte entre especificidad (56% y 73%) y
sensibilidad (54% y 70%) se obtuvo estableciendo un valor umbral de 1,59 ng/mL (Tabla

1 del material complementario).

Al comparar la frecuencia absoluta de pacientes con niveles de HAM <1,59 ng/ml en el
grupo de infertilidad, y 21,59 ng/ml en el grupo sin el control, se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (p = 0,0403, OR = 0,5362, IC del 95% = 0,2913 a 1,001).



FIGURA 6.

Analisis de la curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC) de los valores de
HAM de mujeres infértiles para definir objetivamente los puntos de corte para las pruebas
de diagnostico. El area bajo la curva (AUC) es 0,6660 (IC del 95% = 0,60 - 0,73).
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El SOP fue una de las comorbilidades mas comunes con una prevalencia del 9,8% en el

grupo de estudio. La Figura 7 muestra la diferencia en la distribucion de HAM segun
comorbilidades (p <0,0001).

El analisis post-hoc revel6 que los niveles de HAM en pacientes con SOP son diferentes

a la poblacion sana (p <0,0001) en comparacion con aquellos con endometriosis (p

<0,0001), junto con las mujeres con diagnostico de cancer (p <0,0066).



FIGURA 7.
Distribuciéon de los niveles de HAM entre diversas comorbilidades asociadas.
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HAM: hormona anti-Mulleriana; SOP: sindrome de ovario poliquistico; CA: Cancer. Prueba de Kruskal-
Wallis **** p <0,0001. Prueba de comparaciéon multiple de Dunn: sana vs. endometriosis p <0,0052;
Saludable vs. PCOS p <0,0001; endometriosis frente a PCOS p <0,0001; CA frente a SOP p <0,0066

Al definir los puntos de corte de las pruebas diagndsticas (AUC) de 0,7533 (IC del 95%
= 0,6562 a 0,8504). (p <0,0001), la figura 8 muestra el andlisis de la curva ROC de los

valores de HAM en mujeres con SOP.

La Tabla 2 complementaria, muestra que el compromiso mas fuerte entre la especificidad
(54% y 85%) y la sensibilidad (65% y 77%) se obtuvo con un valor umbral de 3,77 ng/mL.
Al comparar la frecuencia absoluta de pacientes con HAM <3,77 ng/ml en el grupo con
SOP y = 3,77 ng/ml para el grupo control, respectivamente, se encontraron diferencias
entre ambos grupos (p <0,0001, OR = 7,525, IC del 95% = 2,986 a 19,37).



FIGURA 8.

Analisis de la curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC) de los valores de
HAM de SOP para definir objetivamente los puntos de corte para las pruebas de
diagndstico. El area bajo la curva (AUC) es 0,7533 (IC del 95% = 0,65 - 0,85).
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8. Discusion

Durante mas de una década la HAM ha sido reconocida y utilizada como un biomarcador
de reserva ovarica(9, 10) para los tratamientos de reproduccion asistida(11-13) y
prondstico de menopausia(14-16). Es importante considerar que este potencial
pronostico depende de gran medida de la edad; no es coincidencia que esté bien
establecido que la edad se correlaciona fuertemente con los niveles de HAM(2). En
nuestra poblacion se observo una relacion negativa entre HAM y edad (Spearman'’ rho =
-0,5541, IC 95% = -0,5945 a -0,5086, p = 0,0495) utilizando regresion lineal con un R?=
0,2002 (p <0,0001).

Con base en la informacion recopilada en los Estados Unidos, el nivel medio de HAM a
los 35 afios fue de 1.2 ng/ml(2). Se notificaron valores similares en Iran(17) Corea(18).
Estos nameros difieren de la mediana de HAM de 1,59 ng/mL (IQR = 1,80 ng/mL)
encontrada en nuestra poblacion de estudio. Se cree que tales variaciones son
atribuibles a numerosos factores, incluyendo el IMC, el tabaquismo, la menstruacion, el

uso de anticonceptivos y / o las comorbilidades ginecoldgicas, particularmente el SOP.

La poblacién estudiada fue categorizada con sobrepeso (IMC de 25,33 kg/m?) segln los
criterios de clasificacion de la OMS(19). Dragos et al. encontraron una correlacion
positiva de HAM con el IMC después del ajuste por edad (beta = 0.059, p <0.005)(20).

En este analisis, no se encontrd asociacion entre las variables antes mencionadas.

Las investigaciones actuales no han proporcionado informacion consistente con respecto
a las variaciones de los niveles de HAM con relacion a la menstruaciéon. Umit et al.
recientemente informo que los niveles séricos de HAM en la fase folicular eran mas altos
gue los valores de la fase lutea(24); en contraste, diferentes estudios demuestran que
no existen tales variaciones en las mediciones de HAM durante las diferentes fases del

ciclo(21-23). En este analisis, no se encontro correlacion entre las pacientes con ciclos



menstruales irregulares, ni el uso de anticonceptivos, con la distribucion de los niveles

de HAM. Estos hallazgos son similares a los reportados en otras investigaciones(22, 25).

De la poblacién estudiada prospectivamente (n = 389), el 47,5% tenia infertilidad. La
distribucién de los valores de HAM mostro diferencias entre los pacientes con diagnostico
de infertilidad y la poblacién sana (p <0,0001). Después de la subestratificacion por
cohortes de edad (menores y mayores de 35 afios), se observé una diferencia en los
valores de HAM entre los grupos antes mencionados (p <0,0001). Sin embargo, el
analisis post-hoc no mostré diferencias significativas entre mujeres sanas e infértiles de
los mismos grupos de edad; se puede suponer que a pesar de que la edad es un factor
determinante, se deben considerar otras variables involucradas, en este caso no

estudiadas.

La baja reserva ovarica es un hallazgo comun en el seguimiento de la pareja infértil. Se
han propuesto diferentes criterios para su diagndstico, incluyendo el criterio de Bolonia(4)
y POSEIDON(5). Ambos conjuntos de criterios establecieron diferentes puntos de
cohorte para la edad: <40 y <35 afos y valores de AHM: 1,1 ng/mL y 1,2 ng/mL
respectivamente. Noventa y tres mujeres (17,10%), menores de 35 afos (n = 544)
cumplieron los criterios de Bolonia, y 105 mujeres (19,30%) cumplieron los criterios para
POSEIDON. Es importante mencionar que, a los 35 afos, la mediana de HAM en la
poblacién de estudio fue de 1,59 ng/mL. Esto es consistente con el punto de corte
encontrado en el analisis de la curva ROC (AUC = 0,6650, IC del 95% = 0,5975 a 0,7324)
para el diagnéstico de infertilidad con una especificidad del 68% y sensibilidad del 21%
(OR = 0,5362, IC del 95% = 0,2913 a 1,001). Aunque el objetivo de identificar baja
reserva ovarica e infertilidad no es el mismo, futuros estudios podrian establecer esta

relacion, y asi estandarizar los criterios internacionales.

El SOP fue la comorbilidad mas prevalente encontrada en las mujeres estudiadas (9,8%),
valor en nuestra poblacién de acuerdo con las estimaciones globales que fluctan entre
el 4% y el 21%(26). La distribucién de los valores de HAM mostr6 diferencias entre las

mujeres con SOP, endometriosis, cancer y mujeres sanas (p <0,0001). En este analisis,



el punto de corte de 3,77 ng/ml se estableciéo mediante el analisis de la curva ROC (AUC
=7533, IC del 95% = 0,6562 a 0,8504) para un diagndstico de SOP con una especificidad
del 75% y sensibilidad del 72% (OR = 7,525, IC del 95% = 2,986 a 19,37); consistente
con los resultados de Upma et al. de 3,44 ng/ml (especificidad del 69% y sensibilidad
del 78%)(27).

La fortaleza clave de los datos presentados en nuestro estudio, es el nUmero de valores
de HAM determinados por el mismo método analitico en una misma poblacion; la forma
de valoracion clinica y el sesgo del participante, es de nuestras grandes limitantes en la

evaluacion de las variables reproductivas.



9. Conclusidn

Este estudio proporciona un analisis de las tendencias en los valores de referencia de
los niveles de HAM, de un solo centro de fertilidad, en mujeres en edad reproductiva del
noreste de México. Es importante tener en cuenta que estos valores no pueden utilizarse
por si solos para proporcionar informacion sobre la probabilidad de que una mujer se
embarace espontaneamente o a través de métodos de reproduccién asistida. No
obstante, este analisis desafia los valores establecidos internacionalmente en los
criterios de baja reserva ovarica. Los hallazgos de este estudio pueden servir para futuros
estudios prospectivos sobre la evaluacion de los valores séricos de HAM como marcador
diagndstico y prondstico, en mujeres con caracteristicas clinicas similares como las del

sindrome de ovario poliquistico.
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11. Anexos
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CARTA CONSENTIMIENTO VOLUNTARIO

Titulo de Protocolo:

Caracterizacidn de la funcién reproductiva de la poblacién mexicana en base a los niveles de Hormona
Antimiilleriana.

Investigador Principal:

Dr. Mario Alberto Garza Garza

Nombre del Paciente:

A Usted se le estd invitando a participar en este estudio de investigacién médica. Antes de decidir si participa o no, debe conocer
y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como Consentimiento Informado. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que ayude a aclarar sus dudas al respecto. Una vez que haya
comprendido el estudio y su usted desea participar, entonces se le pedirad que firme esta forma de consentimiento.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

La prueba de Hormona Antimiilleriana (AMH) es un marcador que complementa a la consulta clinica, y nos demuestra la
capacidad de una mujer de producir évulos, para que posteriormente puedan fertilizarse y lograr un embarazo. Los ovarios de
una mujer pueden producir miles de dvulos durante sus afios fértiles. El nimero disminuye a medida que una mujer envejece.
Los niveles de AMH muestran cuantos évulos le quedan a una mujer. Esto se conoce como reserva ovérica.

Si una mujer tiene una reserva ovarica alta, tal vez tenga mas posibilidades de quedar embarazada. También es posible que pueda
esperar meses o afios antes de intentar quedar embarazada. Si la reserva ovarica es baja, eso podria significar que va a tener
problemas para quedar embarazada y que no debe esperar mucho para buscar un embarazo. En México se utilizan valores de
referencia de poblacién europea y de Estados Unidos para clasificar a las pacientes, ya gue no se cuentan estudios que hayan
analizado estos valores en nuestra poblacion.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO.

A Usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como objetivo principal el de clasificar los niveles
de AMH de la poblacién mexicana en general, para poder ofrecer una consejeria reproductiva mucho mas asertiva y verdz, aunado
a la consulta de fertilidad.

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO.
Obtendra el beneficio de conocer los valores de su hormona antimiilleriana de forma gratuita y contribuira en la ciencia para que
en un futuro otros pacientes puedan ser clasificados con este marcador de una forma mucho mas sensible y especifica.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO.
En caso de aceptar participar en el estudio, se le realizardn algunas preguntas sobre usted, sobre sus antecedentes médicos y
reproductivos; posteriormente se le realizard una toma de muestra sanguinea para conocer los valores de su AMH.

5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO.
Se le realizara una toma de sangre, con lo que pudiera presentar dolor y/o se puede llegar a formar una equimaosis (o maorete) en
el sitio de puncién. La frecuencia con la que se presenta estas molestias son muy bajas.

6. ACLARACIONES.
&  Su decisién de participar en el estudio es completamente voluntaria.
&  No habré ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion.
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e Si decide participar en el estudio, puede retirarse en el momento que lo desee, aln y cuando el Investigador
responsable no se lo solicite, pudiendo informar o no, la razén de su decisién, la cudl serd respetada en su integridad.
No recibira pago por su participacion.
La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacién de cada paciente, serd mantenida con estricta
confidencialidad por el grupo de investigadores.

® Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacién, puede, si asi lo desea, firmar la carta de
consentimiento informado voluntario, gue forma parte de este documento.

7. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Yo, , he leido vy
comprendido la informacién anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido
informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines
cientificos. Convengo en participar en este Estudio de Investigacion.

Firma del participante Fecha
Testigo 1 Fecha
Testigo 2 Fecha

Esta parte debe ser completada por el Investigador o su representante:

He explicado al Sr. (a): la naturaleza y
los propdsitos de la Investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion.
He contestado a las preguntas en medida de lo posible y he preguntado si tienen alguna duda. Acepto que he
pleido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego
aella.

Una vez concluida |a sesién de preguntas y respuestas, se procedid a firmar el presente documento.

Firma del Investigador Fecha
Datos para su localizaciéon:
Correo electrdnico:

Celular:




12. Material suplementario

TABLA 1 SUPLEMENTARIA.
Puntos de corte para las pruebas de diagnéstico del analisis de la curva de caracteristicas
operativas del receptor (ROC) de los valores de la HAM de mujeres infértiles.

Valor de HAM Sensibilidad%  95% IC  Especificidad%  95% IC p:gg:;"‘iz .
0 0
< 1.560 64.41 575;127/;’ . 62,99 5;1(')?;’9/3 1740
< 1.590 65.25 5?;’2:/(‘: " 62.99 5;‘5:;/: 1763
0 0
<1.605 65.25 5;3;3 4/;’ . 6220 5736?5’6/3 LT

HAM: hormona antimiilleriana; IC: intervalo de confianza

TABLA SUPLEMENTARIA 2.
Puntos de corte para las pruebas de diagnéstico del analisis de la curva de caracteristicas
operativas del receptor (ROC) de los valores de HAM de mujeres con sindrome de ovario

poliquistico (SOP).

Valor de HAM Sensibilidad% 95% IC  Especificidad% 95% IC p:gg:;”‘;z .
> 3.760 72.41 5;;32_200/‘;/(50 71.03 G?ééggf/()a 2.499
>3.775 72.41 5352_200/2/20 71.50 675#11;/;’/0& 2,540
>3.795 68.97 52'27;02/‘;/(:0 71.96 6?;?;’;&? 2.460

HAM: hormona antimilleriana; IC: intervalo de confianza
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