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ANTECEDENTES:

INTRODUCCION.

El reclutamiento y desarrollo de varios foliculos en respuesta a la estimulacion con
gonadotropinas exégenas es un recurso comunmente utilizado en todas las
técnicas de reproduccién asistida, ya sea de baja o de alta complejidad.

La capacidad del ovario de responder al estimulo de las gonadotropinas se le ha
denominado “reserva ovarica”, y ésta es una funcion bioldgica, no cronoldgica, por
lo que la edad, como variable aislada no es el mejor parametro para valorarla. La
reserva ovarica puede iniciar su declinacion casi a cualquier edad (1), por eso la
determinacion adecuada de la reserva ovarica es un problema al que se enfrenta
constantemente el médico al manejar una paciente con infertilidad. En el contexto
de tratamiento con reproducciéon asistida, se busca que las pruebas de reserva
ovarica puedan predecir la respuesta ovarica a la estimulacion con gonadotropinas.
Sin embargo, las pruebas tradicionales, basadas en la determinacion sérica de
gonadotropinas, inhibina y estradiol, asi como en determinaciones
ultrasonograficas (33), solo brindan infomacidn general y limitada sobre esta
respuesta. Los niveles séricos de gonadotropinas al inicio del ciclo estan
determinados por varios factores, y pueden variar de un ciclo a otro. De hecho,
tanto la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) como la Hormona Luteinizante (LH) y
el estradiol son interdependientes por ser parte de un mismo eje enddécrino. Lo
mismo sucede con algunos otros marcadores que se han empleado en la
determinacién de la reserva ovarica, como la inhibina B.

La Hormona Anti-Mulleriana (HAM) ha sido postulada como un marcador para
predecir la respuesta ovarica en un ciclo de estimulacién ovarica (3)

La hormona Anti-Mdulleriana, es una glucoproteina homodimérica, la cual pertenece
a la super familiar de factor de crecimiento transformante beta (B-TGF). Esta
glucoproteina pesa 140 kda y es cuatro veces mas grande que la FSH y la LH. El
gen de la HAM se encuentra en el cromosoma 19 p13.3. Su actividad biolégica
depende de la interaccion con dos receptores de membrana serin y treonin cinasa
llamados tipo | y tipo Il. El receptor tipo | envia una sefial via fosforilacion del
receptor, asi como de otros sustratos. El receptor tipo Il es responsable por si
mismo de su activacion. (4, 5,35)

Durante la diferenciacion sexual masculina, la HAM es sintetizada por las células
de Sertoli e induce una degeneracion de los derivados Mullerianos que formarian
los oviductos, el utero y el tercio superior de la vagina. (4,5). En el tejido ovarico
fetal humano, la expresion de la HAM no es detectable antes de las 36 semanas de
gestacion (6) y durante toda la vida reproductiva (7).



En las mujeres, la HAM sélo es expresada por el ovario, especificamente por las
células de la granulosa de foliculos primordiales y preantrales, pero no en los
foliculos atrésicos ni en los foliculos en crecimiento mas alla de la fase de foliculo
primordial (3,8)

De la etapa de foliculos primordiales en adelante, todos los foliculos expresan la
HAM, pero pierden esta capacidad a partir de la etapa de foliculos antrales, es
decir, de 6- 8 mm de diametro, que es cuando inicia el reclutamiento. Asi, en el
humano, la cantidad de foliculos en crecimiento son los que producen la HAM y
puede ésta tener un efecto sobre los foliculos primordiales restantes, inhibiendo su
reclutamiento (9). Por eso la HAM también es un excelente marcador de la “edad
ovarica” (10,11). El numero de foliculos antrales cuantificados por ultrasonido en el
ovario de una mujer es el mayor determinante del tiempo que le queda antes de la
menopausia. Los nivele séricos de HAM en mujeres con ciclos menstruales
regulares disminuyen con el tiempo y existe una fuerte correlacion entre los niveles
de HAM y el numero de foliculos antrales (10,11). Parece que el tamafo de la
cohorte de foliculos reclutados esta intimamente relacionado con la cantidad de
foliculos primordiales restantes. (12,13). A través de su efecto inhibitorio en el
reclutamiento folicular, la HAM puede regular la eficiencia con que se dispone de la
cantidad de foliculos primordiales restantes, por lo que puede estar también
involucrada en la determinacion de la edad en que aparece la menopausia.

De esta manera, los niveles séricos de la HAM se corrrelacionan mas con el
numero de foliculos primordiales que los niveles de otros marcadores tradicionales
como la FSH, LH, estradiol e inhibina B en los dias 3-5 del ciclo (14).



JUSTIFICACION:

Por la pobre relacién que a veces se encuentra entre el perfil hormonal y la
respuesta ovarica (15), es necesaria la estandarizacién de otros parametros que
nos brinden informacién mas confiable a fin de poder orientar tanto a clinicos como
a pacientes sobre si continuar con un ciclo estimulado o no, reduciendo el desgaste
emocional y econémico.

Se ha demostrado que la pobre respuesta a la hiperestimulacién ovarica con
gonadotropinas, particularmente en reproduccion asistida, estd asociada a niveles
bajos de la HAM en la fase folicular temprana (11, 14,16).

En la actualidad en nuestra unidad: el Instituto para el Estudio de la Concepcion
Humana, el 10% de los ciclos son cancelados por baja respuestay hasta en un
15% de los ciclos nos enfrentamos a las complicaciones de la sobre-respuesta a
la estimulacion. Con la herramienta diagnostica apropiada seria factible predecir
estos grupos especificos de pacientes, de manera de orientar nuestros
protocolos de estimulacion , disminuir costos e impactar de manera positiva en los
resultados de las Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA).



MARCO TEORICO:

La Hormona Inhibidora Mdlleriana, también conocida como Hormona Anti-
Mdalleriana es una glicoproteina homodimérica la cual pertenece a la familia del
factor de crecimiento transformante beta. (TGF-beta). Esta glicoproteina pesa 140
kda y es cuatro veces mas grande que la FSH y LH. El gen de la HAM se
encuentra en el cromosoma 19 p13.3. Su actividad biolégica depende de la
interaccidn con dos receptores de membrana serin y treonin cinasa llamados tipo |
y tipo Il. El receptor tipo Il es responsable por si mismo de su activacion, mientras
que el receptor tipo | envia una sefal via fosforilacion del receptor asi como de
otros sustratos. (4, 5,35)

La existencia de la HAM fue primero propuesta por el profesor Alfred Jost, quien
mostré que un componente de testiculo distinto a la testosterona era responsable
de destruir los conductos mullerianos en el desarrollo de embriones masculinos. No
fue hasta 20 anos mas tarde en que dos laboratorios independientes lograron
purificar la proteina. ElI grupo de Donahoe y el laboratorio del Dr. Josso, ambos
laboratorios nombraron a la proteina “Sustancia Inhibidora Mulleriana”, como fue
inicialmente nombrada por el Dr. Jost. Mas tarde el laboratorio del Dr. Josso la
nombré “Hormona Antimulleriana”, término que es ampliamente usado en la
actualidad. (4)

El significado clinico de la HAM se ha limitado por décadas al papel que ejerce en
la diferenciacion sexual del feto. Sin embargo, en los ultimos 15 afos, se le ha
relacionado con la funcién ovarica. Algunos de los adelantos en la investigacion de
la funcién de la HAM incluyen el descubrimiento de que el gen de la HAM tiene un
patron de expresion sexualmente dimoérfico; ademas, del descubrimiento de la
secrecion de la HAM por las células de la granulosa. Y en este sentido, algunos
investigadores desarrollaron pruebas para detectar niveles de HAM en los fluidos
corporales. (4, 5,16).Las pruebas iniciales fueron radioinmunoensayos usando
anticuerpos policlonales sensibilizados contra HAM purificada de testiculos
bovinos. Estas pruebas tenian un valor limitado en la clinica, porque no median
de forma precisa la proteina humana. El desarrollo de pruebas de ELISA altamente
especificas y sensibles para medir la HAM en los fluidos humanos, permiten que se
estudie a la proteina con varios enfoques clinicos. Durante los afios 80's Cate y
cols. clonaron el gen humano, haciendo posible la produccién de la proteina
humana recombinante y con ello la formacién de anticuerpos monoclonales
altamente especificos. Varias formas de estos ensayos fueron comercializados en
Europa y EUA. (35).Esto generd una serie de controversias sobre los valores
referenciales de la HAM, por lo que no existe una referencia estandar. Esto hace
que lo estudios reportados en la literatura varien en los resultados obtenidos.

En el hombre, la HAM es producida incialmente por las células de Sertoli durante la
deferenciacion sexual del desarrollo fetal, resultando en completa regresion de los
conductos de Mdller. Su sintesis continia durante toda la vida. En la mujer, las
células de la granulosa de los foliculos preantrales y antrales producen HAM, con



niveles séricos detectados desde las 36 semanas de embarazo y culminando su
sintesis en la menopausia. Uno de los roles de la HAM después del nacimiento
parece ser la inhibicion de la esteroidogenesis en el testiculo y los ovarios. En el
ovario otra funcién es inhibir el reclutamiento inicial de foliculos, asi como su
crecimiento y seleccién de foliculos preantrales y pequefios antrales dependiente
de FSH. Los foliculos antrales que miden menos de 6mm expresan la mayor
concentracion de HAM, mientras que foliculos de 8mm o mayores, células tecales y
foliculos atrésicos tienen nivles indetectables. Por lo tanto, la HAM impide la
transicion de foliculo primordial y preantral a foliculos antrales en crecimiento. (5)

No se ha detectado alguna otra accién biolégica de la HAM fuera de tejido ovarico,
aunque se ha demostrado que los tejidos de origen de los conductos mullerianos
presentan receptores tipo Il. (35)

La relacion de la HAM como marcador de la funcién y/o reserva ovarica se inicio en
1999 cuando se observd que ratones carentes de HAM nacian con un numero
normal de foliculos ovaricos pero presentaban una pérdida acelerado del pool de
foliculos primordiales. (23)

Investigaciones clinicas que siguieron a este descubrimiento han examinado a la
HAM en una variedad de disefios de estudio, pero practicamente la mayoria de
ellos se han centrado en las pacientes con infertilidad.

En el 2002, Vet y cols., realizaron un seguimiento prospectivo en 41 mujeres
premenopausicas con ovulacion normal (edad media de 29?). Ellos observaron una
disminucién de 38% de los niveles de HAM en el dia 3 del ciclo en un periodo de
tiempo de 1 a 7 afos (2.1 ng/ml a 1.3 ng/ml ) esto en ausencia de un cambio en el
numero de foliculos antrales, FSH sérica e inhibina B. (10)

Van Rooij y cols. en el 2005 reportaron un estudio longitudinal prospectivo de 81
voluntarias sanas con fertilidad probada (edad media 39.6 afios) en un intervalo de
4 anos. Ellos notaron que los valores de HAM tomados un dia 3 del ciclo
disminuian un 58% (1.2 ng/ml a 0.5 ng/ml). Solamente la HAM al igual que el
continente de foliculos preantrales, mostraron una disminucion constante durante el
lapso de tiempo comparados con los niveles de FSH en suero, inhibina B y
estradiol (11). Ambos estudios concluyen que los cambios que se producen
conforme aumenta la edad tienen un orden de aparicion. EI cambio inicial es la
disminucién en los valores de HAM, seguido por la declinacion de inhibina B,
seguido por un aumento en suero de FSH.

Recientemente, Freeman y cols (27) dieron seguimiento a una cohorte de mujeres
sanas, obesas (IMC = 30 kg/m?) y sin obesidad durante 8 afos, notando que existe
una asociacion entre el IMC y los niveles de HAM. Las mujeres con obesidad
presentaban un nivel de HAM 65% mas bajo que las mujeres no obesas. El
mecanismo exacto de porqué existe un nivel mas bajo de HAM en la obesidad no
esta claro, ellos especulan que la obesidad se puede estar asociada con un
decremento de la reserva ovarica y/o disfuncién folicular. (27)
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A diferencia de los marcadores convencionales, los niveles en suero de la HAM
son independientes de la secrcidon de gonadotropinas. Estudios han demostrado
que no se detecta variacion de la HAM en respuesta a los agonistas de GnRH
(11,14) o gestacion (21). Al menos 4 estudios clinicos han confirmado la minima
variacion de los niveles de HAM durante el ciclo menstrual (20). La minima
variacion intra e inter ciclo que ofrece la HAM lo hace el un marcador unico de
reserva ovarica que puede tomarse en cualquier fase del ciclo, sin alterarse entre
distintos ciclos.

La Marca y cols (21) demostraron que una medicion en suero de la HAM en
cualquier dia del ciclo menstrual predice la respuesta ovarica durante los
procedimientos de fertilizacion in vitro. Los datos encontrados en 48 mujeres (28
durante la fase folicular y 20 duarante la fase lutea) revelaron que los niveles mas
bajos de la HAM se asociaron con un incremento en el rango de cancelacion y un
menor numero de ovocitos. Usando un valor de la HAM de 0.5 ng/ml para predecir
una pobre respuesta a la estimulacidén ovarica mostré una sensabilidad de 85% y
una especificidad de 82.3%.

Ademas de la HAM un estudio mostré que el continente de foliculos antrales tiene
un valor de prediccion similar para una pobre respuesta ovarica con menor numero
de ovocitos (< 4) o ciclos de cancelacion después de la induccion en FIV.

Su relacion con el porcentaje en que se logra un embarazo, es variable, ya que
como sabemos en el proceso de la implantacion intervienen multiles factores que
no pueden todos ser controlados, como lo es la calidad endometrial, por ejemplo. A
pesar de ello dos estudios apoyan la asociaciéon de la HAM y gestacion.
Respaldando de que la HAM es el mayor factor independiente relacionado con el
porcentaje obtenido de embarazos. (22)

Mas recientemente, Smeenk y cols. (31) realizaron un analisis de regresion
logistica multivariado, y observaron una relacién directa con los niveles en suero de
HAM dia 3 con el numero de ovocitos y embriones obtenidos, pero no como
predictor de calidad embrionaria y porcentaje de embarazo.

Otro enfoque potencial que se le puede atribuir a la HAM es como marcador de la
reserva ovarica, no sélo en mujeres sanas o con algun problema de infertilidad, si
no, ademas en pacientes que han sido sometidas a tratamiento por cancer.
Cambios en los niveles en suero de la HAM se demostraron en pacientes con
evidencia de gonadotoxicidad durante la quimioterapia, de una forma mas
dramatica que el estradiol o los niveles de inhibina B. (26)

Ademas, la asociacion dosis-respuesta existente entre los niveles en suero de la
HAM vy la respuesta ovarica a la induccion de la ovulacion hacen pensar que nivles
elevados de HAM podrian ser correlacionados con una respuesta ovarica
exagerada. Nakhuda y cols (36) notaron que los niveles basales en suero de la
HAM en mujeres con Sindrome de Hiperestimulacién Ovarica Severo fueron 6
veces mas altos que las mujeres que mostraban una respuesta ovarica normal a
las gonadotropinas (3.6ng/ml vs. 0.63 ng/ml, respectivamente. P < .004). Con este
reporte se sugiere que la HAM puede ser un marcador para determinar el riesgo de
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presentar un sindrome de hiperestimulacion ovarica antes de someter a la paciente
a una estimulacion ovarica.

Existen algunos factores que pueden influir en la concentracién en suero de la
HAM. Estos factores pueden disminuir su concentraciéon como: incremento en la
masa corporal (38), incremento en la edad, administracién de gonadotropinas,
administracion de quimioterapia o redioterapia, y, por supuesto la oforectomia.

La entidad que se acompana con aumento en la concentracion de la HAM es el
Sindrome de Ovarios Poliquisticos. Por ultimo también hay factores que no alteran
la concentracion en suero de la HAM como el uso de agonista de la GnRH,
anticonceptivos orales, gestacion o, el dia del ciclo menstrual. (40,41)

En este sentido ya se ha reportado en series de 17,120 pacientes (con edades
de 24-50 afios) la correlacion en el comportamiento sérico del HAM con la edad ;
encontrado una disminuciéon de hasta 0.2ng/dl por afio con rangos que iban
desde 4.1 ng/dl hasta 0.0 ng/dl en funcion al aumento de la edad de las pacientes.
(42)

Los métodos que actualmente utilizamos para establecer la reserva folicular son
de laboratorio (la determinacién sérica de gonadotropinas y esteroides sexuales
como la FSH, LH y estradiol), clinicos (edad) y de gabinete (ecografia basal para
conteo de foliculos antrales) séricos (FSH, LH, estradiol) , clinicos (edad) y de
gabinete ( ecografia basal con conteo de foliculos antrales). Al tratar de
establecer la correlacion entre los mismos y la respuesta a la estimulacién ovarica
controlada , se ha visto que su capacidad de predecir respuesta folicular : es
limitada en comparacion a la HAM ; encontrado para la FSH :una ROCAUC de
0.63 vs 0.88 con el HAM en la prediccion de pobre respuesta ; y una ROCAUC
de 0.66 enla FSHy de 0.81 en caso de HAM para predecir sobre respuesta. (43)

Recientemente se ha iniciado la evaluacion de los niveles de Hormona Anti-
Mdlleriana y la probabilidad de tener un nacido vivo. Hasta el momento, en 507
ciclos estudiados, se ha encontrado que valores de <1.05ng/dl estan asociados a
una probabilidad muy baja de tener un recién nacido vivo (44).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad carecemos de suficientes estudios para establecer valores de
referencia de la HAM, particularmente en la poblacion latina, como marcador de
reserva ovarica en pacientes con diagnostico de infertilidad.

OBJETIVO PRIMARIO:

1.- Establecer Ila correlacién entre los valores de HAM y la respuesta a la
estimulaciéon ovarica controlada en las pacientes bajo tratamiento de
reproduccién asistida de alta complejidad.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1. Describir los valores de HAM segun grupo de edad.

2. Establecer la correlacion entre la HAM y los marcadores séricos
tradicionales de respuesta folicular (FSH, LH, Estradiol) y la edad de las
pacientes.

3. Establecer la correlacion entre los valores de la hormona HAM, el numero
de ovocitos totales y ovocitos maduros en ciclos de estimulacion ovarica
controlada en pacientes bajo tratamiento de reproduccién asistida.

HIPOTESIS:

1. La HAM tiene correlacion con la respuesta ovarica a la estimulacion con
gonadotropinas mas objetiva y real que los parametros tradicionales, ya que
esta hormona no es dependiente del eje hipotalamo — hipéfisis — ovario y por
lo tanto, no tiene variaciones de ciclo a ciclo.

2. Los niveles séricos de HAM tienen una correlacion directamente
proporcional con la respuesta a la estimulacion ovarica controlada.

13



MATERIALES Y METODOS:

DISENO

Correlacional, longitudinal y prospectivo.

UNIVERSO DE ESTUDIO:

Pacientes con infertilidad que se van a someter a programas de reproduccion
asistida de alta complejidad en el Instituto para el Estudio de la Concepcién
Humana de Monterrey (.E.C.H.), N.L.

Muestreo:

Se realizd6 muestreo no probabilistico por casos consecutivos de todas las
pacientes candidatas al programa de reproduccion asistida del ILE.CH. y
cumplieran con los criterios de inclusion.

GRUPOS DE ESTUDIO

Se dividié la poblacién en 3 grupos segun el numero de ovocitos recuperados
totales, posterior a la estimulacion ovarica controlada:

1. Pacientes de respuesta baja a la estimulacion ovarica controlada con
recuperacion total de 0-5 ovocitos.

2. Pacientes con respuesta normal a la estimulacion ovarica controlada con
recuperacion total de 6 — 16 ovocitos.

3. Pacientes con respuesta alta a la estimulacion ovarica controlada con
recuperacion total de ovocitos de 17 o mas.

Criterios de Inclusion:

1. Pacientes de entre 18 y 42 afios de edad.

2. Con indicacién para ingresar al programa de reproduccion asistida del

I.E.C.H.

Que acepten participar en el protocolo y firmen consentimiento informado.

4. Que tengan, al menos, una determinacion de HAM de no mas de 6 meses
anteriores a la fecha en que ingresara esa paciente al programa.

w
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Criterios de no inclusion

1. Pacientes menores de 18 afios o mayores de 42 afios de edad.

2. Que no acepten participar en el protocolo y/o no firmen consentimientos
informados del protocolo.

3. Que no cumplan los requisitos para ingresar al programa de reproduccién

asistida del .E.C.H.

Pacientes con alteracién endocrina no controlada.

Pacientes con ooforectomia uni o bilateral.

Pacientes que no tengan ninguna determinacién de HAM.

Pacientes con diagndstico de Sindrome de Ovario Poliquistico.

NOo Ok

Criterios de Eliminacion

1. Pacientes que no puedan continuar con el tratamiento debido a que tuvieron
una menstruacion prematura, posterior a supresion hormonal.

2. Las que decidan no continuar en el estudio.

VARIABLES A ANALIZAR
VARIABLES DEPENDIENTES:

* Niveles séricos de la HAM

* FSH en dia 3 del ciclo.

* LH en dia 3 del ciclo.

* Estradiol en dia 3 del ciclo.

* Prolactina en dia 3 del ciclo.

* Indicacion para reproduccion asistida.

* Niveles de estradiol sérico en dia 7 y dia 10 del ciclo.

* Numero de O6vulos totales, inmaduros, maduros, Vesicula Germinal y
degenerados.

 indice de fertilizacion.

« indice de divisién celular embrionaria.

* Numero de embriones transferidos.

« indice de implantacion.

 indice de embarazo clinico.
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VARIABLES INDEPENDIENTES:

* Edad.
* IMC.

Las parejas de pacientes que calificaron para ingresar en el programa de
reproduccién asistida, fueron evaluadas en funcién de los criterios de inclusion y
exclusion, posteriormente a las mismas se le realizo:

* Determinacion de FSH, LH, Estradiol y Prolactina (AXIM Systems de Abbott)
en un dia 3 del ciclo.

* Registro de peso: se empled una bascula con una precision minima de100
g, la cual se calibré antes de cada medicion. El sujeto se coloco erguido en
el centro de la bascula, con los brazos colgando lateralmente, inmdvil,
descalzo, habiendo evacuado vejiga e intestino, en ayuno y con el minimo
de ropa.

* Registro de estatura: Se colocaron descalzas, de espaldas al dimetro; con
los talones, gluteos, hombros y cabeza en contacto con el plano vertical. La
cabeza se mantuvo erguida, con el borde orbitario inferior en el mismo plano
horizontal que el conducto auditivo externo (Plano de Frankfurt), los brazos
debieron colgar de manera libre al lado del tronco .Se trazo un plano
horizontal perpendicular a la escala o al plano vertical que toque el vértice
de la cabeza. La medida se registra en cm?.

e Célculo del indice de Masa Corporal (IMC) o indice de Quetelet:
considerando el mismo como la razén entre el peso (expresado en
kilogramo) y la estatura al cuadrado(expresada en metro) (Peso/Estatura 2).

Determinaciéon Sérica de Hormona Anti-Miilleriana.
La medicién de los niveles séricos de HAM, fue realizada por la técnica de Ensayo
de Inmunoabsorcién de Ligado a Enzimas (ELISA).Se utilizo el Kit. de AMH Gen

ELISA, reactivo fabricado por la empresa Beckman Coulter Inc. Brea CA. U.S.A.
con numero de referencia A73818 y A73819.
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Procedimiento de analisis
e Tomar 5 ml de sangre venosa periférica, con las precauciones
recomendadas para la veno-puncion,
* Dejarreposar la muestra por 30 minutos para su coagulacion.
* Centrifugar la muestra a por 5 minutos para separar el suero a 1200 rpm.
* Separar una alicuota de 2ml. de suero en un vial de plastico y se congela
a -20°C.

* EIl dia del procedimiento todas las muestras y el reactivo se dejan a
temperatura ambiente (25°C)

* Agitar gentiimente los suavemente los estandares, controles y las muestras.

1. Marcar las tirillas de microplaca que se van a usar (se analizaron los
estandares, controles y las muestras por duplicado)

2. Pipetear 20upl de los estandares, controles, y muestras en cada pocillo
correspondiente.

3. Agregar 100 pl de buffer SIM/HAM a cada pocillo utilizando una pipeta de
precision.

4. Incubar los pocillos agitando a 500 — 700 rpm en un agitador de microplacas
orbital por una hora a temperatura ambiente 25° C.

5. Aspira y lave cada pocillo 5 veces con solucién de lavado (se utilizo una placa
lavadora automatica). Luego se seca invirtiendo la placa en un material absorbente.

Nota: Modo de preparacion de la solucion de lavado
En una probeta se hace una dilucion 1:9 del concentrado de la solucién de lavado
con agua desionizada.

6. Afnada 100 pl de la solucién de congujado anticuerpo-biotina en cada pocillo
utilizando pipeta de precision

7. Incubar los pocillos agitanando de 500-700 RPM en un agitador orbital de
placas por 60 minutos a una temperatura ambiente de 25°C
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8. Aspire y lave cada pocillo 5 veces con la solucion de lavar utilizando un
lavador automatico de placas y se seco invirtiendo la placa sobre material
absorbente.

9. Anada 100 ul de conjugado de enzima estreptavidina en cada pocillo utilizando
una pipeta de precision.

10. Incubar los pocillos agitando de 500 a 700 rpm en un agitador de microplacas
por 30 minutos a una temperatura ambiente de 25°C

11. Aspire y lave cada pocillo 5 veces con la solucion de lavado utilizando un
lavador de microplacas automatico. Invierta la placa sobre material absorbente
para secar.

12. Ahada 100l de la soluciéon de cromogeno TMB de cada pocillo utilizando
una pipeta de soluciéon

13. Incube los pocillos agitando de 600-800 RPM en un agitador de microplacas
orbital de 8-12 minutos a temperatura ambiente (25° C)

14. Ahada 100ul de solucién de bloqueo (STOP) en cada pocillo utilizando una
pipeta de precision

15. Lea la absorbancia de la solucion en los pocillos dentro de los 30 minutos
utilizando un lector de microplacas (Lector de ELISA).Filtros que se utilizaron es de
450 nm y de 630 nm.

16. Hacer los calculos para convertir las absorbancias a concentraciones de
ng/ml., graficando absorbancia vs. concentracion.
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Protocolos de Estimulacion:

Las pacientes sometidas a los TRA fueron sometidas a diferentes protocolos de
estimulacién segun las caracteristicas clinicas del caso.
Los esquemas de estimulacion utilizados fueron los siguientes:

o Agonista de la GnRH en fase lutea tardia: acetato de leuprolide (Lucrin®
kit, Abbott de México),. Dosis: 10 uds diario via subcutanea desde el dia 21
del ciclo previo hasta el dia de la menstruacion, posteriormente a partir del
primer dia de menstruacion: A partir del primer dia de menstruacion: se
administraron sélo 5 unidades via subcutanea diariamente hasta el dia de
la administracion de la Gonadotropina Coriénica Humana (GCh)
(Choriomon®, Corne de México).

o El segundo dia del ciclo se tomé un ultrasonido vaginal (Ultrasonido SIUI
5500 con transductor endovaginal multi-frecuencia) basal para confirmar
caracteristicas uterinas y endometriales, asi como numero y tamano de
foliculos.

o Se aplicaron las dosis de FSH-rec (Gonal-F®, Serono de México) a partir
del 2° dia del ciclo. Posteriormente se determinaron estradiol sérico y
ultrasonido en el dia 7° del ciclo y a partir de ese dia se individualiza la
dosis administrada de gonadotropina recombinante utilizada, asi como la
adicibn o no de menotropinas urinarias (Merional®, Corne de México) a
dosis de (75-150 Ul/im/dia) hasta alcanzar criterio de aplicacion de la GCh a
dosis de 10,000 Ul dosis unica via intramuscular ; el mismo se considero al
alcanzar 2 o mas foliculos de 18 Mm. diametro. La aspiracion folicular
transvaginal se realizé con guia ultrasonogréfica y se llevo a cabo a las 34-
36 hrs. post aplicacion de la GCh.

o Protocolo Antagonista.:

Se aplicaron dosis de FSH rec (Gonal-F®, Serono de México) a partir del
dia 2 del ciclo y posteriormente segun evaluacion ecografica vy
desarrollo folicular (> de 2 foliculos >14mm) se aplicaron 0.25mg de
Cetrotide®, Serono de México. Utilizando los criterios de desarrollo
folicular antes expuesto; se programé la aspiracion folicular
consecuente.
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Aspiracioén Folicular:

e La Aspiracién folicular se realizd por via transvaginal con guia
ultrasonografica (ultrasonido Hitachi EUB-405 plus con transductor
vaginal de 5 mHz).

* Lo 6vulos obtenidos fueron contados y denudados en el laboratorio de
gametos de reproduccidn asistida para su clasificacion bajo un
microscopio de fase invertida. Los 6vulos maduros, en metafase I
(MIl), fueron inyectados 4 hrs. después de su obtencion
micromanipulador. Quedaran en incubadora Se verifico la fertilizacion
entre 18 y 24 hrs. después y, segun su desarrollo, se llevo a cabo la
transferencia embrionaria a la cavidad uterina en el dia 2 o dia 3 post-
inyeccion.

Soporte de Fase Lutea.

* Todas las pacientes fueron sometidas a suplementacion de la fase lutea
segun el protocolo ya establecido en el |.E.C.H. a base de 6vulos de
progesterona de 400 mgs diarios por 14 dias.

* Alos 14 dias post-transferencia se tomo una determinacion cuantitativa
de la sub-unidad beta de la gonadotropina coriénica GCh (AXIM Systems
de Abbott); en caso de resultar positiva, se continuo con la
suplementacién de progesterona segun el protocolo convencional del
I.E.C.H. Monterrey; si resultaba negativa, se suspendia toda medicacion.

ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos fueron recolectados mediante una encuesta tipo cedula
elaborada por los autores; y el analisis estadistico de la informacién se
realizé evaluando la correlacién entre las variables utilizando coeficientes
de correlacién de Spearman vy la significancia estadistica con la p <0.05,
y para la ejecucion del mismo utilizamos los programa Windows SPSS
software versién 14.0 (SPSS, Inc, Chicago, IL) y Windows Excel .La
diferencias entre los grupos de estudio de establecid utilizando un
analisis de varianza (ANOVA).
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Resultados.

La poblacién final que se incluyo en el estudio para el analisis estadistico fue de 48
pacientes. Se analizaron un total de 48 ciclos continuos con estimulacion ovarica
controlada.

El promedio de edad del total de las pacientes incluidas en el estudio fue de 30 %
7.91 afios con rangos de edad entre 19 y 46 afios; indice de Masa Corporal (IMC)
de 23.90 + 4.03 Kg/mts2; Hormona Anti-Mulleriana de 2.53 £ 2.0 ng/dl ; ovocitos
recuperados de 11.89 + 6.5 e indice de madurez ovular de 75.11 £ 28.59 %.

Se dividié la poblaciéon en 3 grupos segun el numero de ovocitos recuperados
totales.

Se obtuvo en el primer grupo de 0-5 ovocitos recuperados totales, un
promedio de edad de 38 = 3.58 afios, Indice de Masa Corporal de 22.53 + 4.33,
Hormona Foliculo Estimulante (FSH) de 8.78 + 3.43, de Hormona Anti-Milleriana
de 0.59 +0.40 y de ovocitos recuperados totales de 2.50 £ 2.11.

En el segundo grupo de 6- 16 ovocitos recuperados totales se encontré un
promedio de edad de 27 + 6.94 afios, de indice de Masa Corporal de 24.64+4.31,
de Hormona Foliculo Estimulante de 5.22 + 1.65, de Hormona Anti-Mulleriana de
2.27 £ 1.36 ng/dl y de ovocitos recuperados totales de 11.73 + 1.19.

En el tercer grupo de 17 o mas ovocitos recuperados totales se encontré un
promedio de edad de 27 + 7.67 afios, de indice de Masa Corporal de 23.47 + 2.95,
de Hormona Foliculo Estimulante de 4.55 + 1.70, de Hormona Anti-Mulleriana de
4.74 + 1.97 ng/dly de ovocitos recuperados totales de 20.08+2.64. (Tabla No. 1)

Edad 38.8+ 3.58 27.6916.94 27.617.67 <0.000
IMC 22.53+4.33 24.64+4.31 23.47+2.95 0.344
FSH 8.78+3.43 5.22+1.65 4.55+1.70 <0.000
Estradiol dia 10 555.10 +489.64 2416.27+1428.44 3564.75+1678.39 <0.000
Foliculo > 15 mm 2.30+1.89 9.54+3.89 11.58+2.31 <0.000
HAM 0.59+0.40 2.27+1.36 4.74+1.97 <0.000
Ovocitos Totales 2.50 £2.17 11.73+1.19 20.08+2.64 <0.000
Ovocitos Maduros 2.30+2.11 9.15+3.45 15.17+3.83 <0.000

21



Al estudiar el comportamiento del la HAM segun grupos de edad observamos
que la misma exhibe una tendencia decreciente en relacién con la edad, en
nuestra poblacion de estudio nuestros resultados maximos fueron : 8.29 ng/dl
en pacientes con 24 afnos edad y nuestros resultados minimos fueron 0.04ng/dl
en grupo de 39 anos edad . Con respecto a la correlacion entre la HAM vy la
edad observamos una tendencia inversamente proporcional entre las variables:
de (-0.5) (p< 0.005). (Figura No 1)

Fig. No 1: Correlacion entre Edad y HAM.
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En nuestro grupo de estudio se le realizaron mediciones de HAM vy perfil
hormonal en Dia 3 (FSH , LH , Estradiol) a todas nuestras pacientes; al
establecer la correlacion entre estos valores hormonales encontramos que la
HAM tiene una correlacion inversamente proporcional con respectoa la FSH d3
(-0.64) (p<0.001) (Figura No 2) . sin embargo no se encontrd correlacion con
respecto, a la LH d3 (-0.30) (p:0.04) (Figura No 3) ; ni a los niveles de
Estradiol en D3 (-0.25) (P: NS). (Figura No 4)
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Fig. No 2: Correlacion entre FSH d3 y HAM.
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Fig. No 4: Correlacion entre Niveles de Estradiol d3 y HAM.
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Con respecto al prondstico de la Estimulacién Ovarica controlada se realizaron
correlaciones entre los valores de hormona Anti-Mdllleriana y respuesta folicular
obtenida luego de la estimulacion con gonadotropinas encontrando una relacién
directamente proporcional con los foliculos totales de >15mm en dia 10 (0.70)
(p<0.0001) (Figura No 5) al igual que los niveles de estradiol sérico en dia 10
de estimulacion: (0.62) (p<0.001) (Figura No 6) sin embargo la correlacion mas
directa que se encontré en nuestro grupo de estudio fue la relacion entre la
HAM y el numero de ovocitos totales (0.84) (p< 0.001) (Figura No 7) .Y en
sentido al establecer la correlacién entre la FSH dia 3 y ovocitos totales se
encontré una correlacion significativamente menor (-0.47) (p<0.001) (Figura No 8)
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Fig. No 5: Correlacion entre Foliculos de >15mm D10 y HAM.
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Fig No 6: Correlacion entre Niveles de Estradiol D10 y HAM.
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Fig No 7: Correlacion entre No de Ovocitos Totales y HAM.
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Fig No 8: Correlacion entre No de Ovocitos Totales y FSH D3.
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Finalmente no encontramos correlaciones significativas entre los niveles de la
hormona y los indices de fertilizacion ( 0.143) (p NS) , implantacién (0.183) (P:
NS)y embarazo clinico P: NS. (Figura No 9).

Fig No 9: Correlacion entre indice de Fertilizacion y HAM
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Discusion

Similar a series previas de pacientes (42); en nuestra poblacion la HAM se
relaciona de manera decreciente en funcion de la edad; sin embargo en nuestro
caso es importante destacar, hasta que rangos de valores esperamos en
nuestras pacientes. Evaluamos un total de 48 pacientes de programa vy
reportamos valores que iban desde 0.04ng/dl hasta 8.29ng/dl.
Consecuentemente al evaluar los subgrupos de pacientes, en funcién de la
recuperacion de ovocitos totales posterior a la Hiperestimulacion Ovarica
Controlada, encontramos para nuestro grupo de respuesta baja (0-5 ovocitos)
valores de HAM de 0.59 + 0.40 ng/dl.; en el grupo de respuesta normal (6-16
ovocitos) valores de HAM de 2.27 + 1.36 ng/dl y en el grupo de respuesta alta
valores de HAM de 4.74 + 1.97 ng/dl. Estos datos concuerdan con reportes previos,
en donde grupos similares de pacientes obtuvieron valores de HAM de 0.91 +
.55 ng/dl; 3.04 £ 2.06 ng/dl y 5.56 = 2.85 ng/dl. respectivamente segun grupos de
estudios Nardo y cols.(41,43)

La Hormona Anti-Mulleriana expresa una correlacion inversamente proporcional
con los niveles de FSH en dia 3 (-0.64) similar a los resultados reportados por
Ding y cols 2008 (39) y Singer y cols (46) quienes encontraron que valores de
0.5ng/dl de HAM se correlacionan con valores 12mlU/ml de FSH,  sin embargo
en cuanto a los marcadores hormonales como LH y estradiol a pesar de
encontrar una relacion inversamente proporcional la misma fue significativamente
menor o nula respectivamente.

Es de conocimiento general la importante utilidad del perfil hormonal en el dia 3
del ciclo menstrual, en pacientes bajo tratamiento de protocolos de estimulacién
ovarica controlada; en este sentido el objetivo principal de nuestro estudio es
establecer la correlacion que pudiésemos obtener con este nuevo marcador de
reserva ovarica y la respuesta consecuente. Sorprendentemente la HAM
demostré en nuestro grupo estudio una correlacion positiva de hasta (0.84) Vs. la
FSH en dia 3 que nos reporta una correlacién de solo (-0.47) para predecir el
numero de ovocitos totales posterior a una estimulacién ovarica controlada.
Estos resultados fueron reportados previamente por: Cem Figicioglu y cols 2006
(35) y La Marca 2010 (41) ; estos autores como otros grupos han propuesto la
utilizacién de la HAM como marcador sérico unico de la reserva ovarica. Una
vez establecida estas mediciones de manera rutinaria en nuestras pacientes;
estudios posteriores tendrian como objetivos establecer cuales es
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Sensibilidad y Especificidad de la prueba para predecir no solo pobre respuesta
si no también sobre respuesta y la integracion de los valores en los esquemas
de estimulacion ovarica como ha sido propuesto por Nelson y cols 2009 (47),
pudiese orientar de manera mas fidedigna las dosis Yy el tipo de estimulacion
para cada caso en particular.

Al ser una valoracién hormonal dependiente solamente de la secrecion ovarica
por las células de la granulosa, y no dependiente del eje hipotalamo hipofisario ;
la Hormona Anti-Mulleriana ha sido propuesta como predictor del el prondstico
de desarrollo embrionario y pronostico de embarazo como en los estudios de
Norbert Gleicher y cols (44) quien ha reportado tasas bajas de nacido vivo con
valores <1.05ng/dl. , sin embargo en nuestro estudio dicha correlacion no fue
observada.

Este es el primer estudio regional que explora la capacidad de correlacion de la
Hormona Anti-Mulleriana con los parametros usuales de la estimulacion ovarica
controlada. Para nosotros es de suma importancia establecer valores de
referencia y su relacion con la respuesta a la hiperestimulacion ovarica controlada.
Como ya ha sido demostrada en otros paises, la naturaleza de nuestros hallazgos
parecen indicar que la Hormona Anti-Mulleriana es mas que un marcador de
pobre respuesta a la estimulacion; ya que a partir de la misma existe una
correlacion poderosa con el numero de ovocitos obtenidos. El familiarizarnos con
la interpretacion de la prueba nos permitira orientarnos a nuevas investigaciones
clinicas, que nos permitan explorar su capacidad como herramienta de orientacion
hormonal no solo cuantitativa, si no también cualitativa, en los ciclos de
estimulacién ovarica controlada como ha sido propuesta por Fanchin ycols vy
La Marca vy cols. (41,45).
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HOJA DE CAPTURA DE DATOS:

CORRELACION DE LOS NIVELES DE LA HORMONA ANTI-MULLERIANA (HAM) CON LA
RESPUESTA A LA ESTIMULACION OVARICA CONTROLADA (H.O.C.). EN PACIENTES BAJO
TRATAMIENTO DE REPRODUCCION ASISTIDA.

Fecha

Nombre No. de afiliacién
Indicacién para reproduccion asistida

Edad
Peso.............. kagrs
Estatura.............. mts
IMC
Ahf...... a) diabéticos....... b) oncoldgicos........ c) htas........ d) Depresivos........
App.- a) diabéticos....... b) oncoldgicos........ c) htas......... d) depresivos........
Ago.- a)menarca............ b)ciclos............ c)g...... dp...oenenns e)a......... flc.........
Mpf............ a) anticonceptivos orales............

b) Inyectables..................

C)DIU......o,

d)Otb...cviiiiii, e) otros........

Niveles séricos de la hormona anti muleriana........... ng/dl.
FSHeneldia3.....................
Lheneldia3......................

Estradiol en el dia 3

Prolactinaeneldia 3 ...........

No. De foliculos mayores de15 mm en el dia 10 del ciclo
Niveles de estradiol sérico en el dia 7 y 10 del ciclo
Nuamero de 6vulos totales obtenidos-------
Inmaduros----------- maduros----------- postmaduros-------- vesicula germinal
Indice de fertilizacién

Indice de divisién celular embrionaria

Nuamero de embriones transferidos

Indice de implantacion

Indice de embarazo clinico
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Anexos
ANEXO No. 1 FORMA DE CONSENTIMIENTO.

CORRELACION DE LOS NIVELES DE LA HORMONA ANTI-MULLERIANA (HAM) CON LA
RESPUESTA A LA ESTIMULACION OVARICA CONTROLADA (H.O.C.). EN PACIENTES BAJO
TRATAMIENTO DE REPRODUCCION ASISTIDA.

Pagina No. 1

Titulo del proyecto: CORRELACION DE LOS NIVELES DE LA HORMONA ANTI-MULLERIANA
(HAM) CON LA RESPUESTA A LA ESTIMULACION OVARICA CONTROLADA (H.O.C.). EN
PACIENTES BAJO TRATAMIENTO DE REPRODUCCION ASISTIDA.

Investigadores:
Investigador principal: Dr. Karlo Alberto Mojica Martinez.
Investigador asesor: Dr.Victor Alfonso Batiza Resendiz
Investigadores asociados:Dr. Roberto Santos Haliscak, Dr. Pedro Calache
Vega, Pablo Diaz Spindola.

Patrocinador: I.LE.C.H

Teléfono: Monterrey, N.L.
Dr. Victor Alfonso Batiza Resendiz.
(81) 8333 6084, cel (24 hrs): 045 818253 0792.

Propésito:

Se me ha solicitado participar, en forma voluntaria, en un estudio de investigaciéon con el fin de
determinar la correlacion de la Hormona Anti-Milleriana en la respuesta de mis ovarios a la
hiperestimulacion ovarica para el programa de reproduccion asistida al que ingresaré. Soy
candidata a este estudio porque como parte de mi tratamiento yo requiero ser sometida a la
hiperesitmulacién ovarica.

La participacion en este estudio autoriza el uso de los datos obtenidos (no identificatorios) con fines
estadisticos y de publicacion. Se me ha explicado que mi participacion consistira en permitir que se
tomen 5 ml. de mi sangre para determinar los niveles de la Hormona Anti-Mdlleriana. No recibiré
compensacion de ningun tipo.

Riesgos:

La participacion en el estudio no me expone a riesgos adicionales mas alla de los implicitos en el
procedimiento electivo de diagndstico y tratamiento de mi condicion por esterilidad.
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Beneficios:

Los beneficios que yo recibiré de la participacion en este estudio seran el conocimiento de que he
contribuido al entendimiento de la fisiologia basica folicular y a mejorar el conocimiento sobre
algunas formas para pronosticar de manera mas efectiva la respuesta de los ovarios a
gonadotropinas exdégenas en programas de reproduccion asistida.

Confidencialidad:

Cualquier informacion obtenida acerca de mi en esta investigacion, incluyendo los datos de mi
historia clinica y examen fisico, seran conservadas de manera confidencial. Nunca seré identificado
por mi nombre en ningun reporte o publicacion.

Preguntas:
Cualquier pregunta concerniente sobre mi participacion en este estudio sera dirigida en Monterrey,
N.L. al Dr. Victor Alfonso Batiza Resendiz.

Pagina No. 2

Abandono del estudio:
Soy libre de rescindir mi consentimiento a la participacion en este estudio en cualquier momento sin
perjuicio contra mi tratamiento médico presente o futuro en esta institucion.

Derechos del sujeto:

Si deseo mas informacién acerca de mis derechos como participante de esta investigacion, puedo
contactar a cualquiera de los investigadores para que se me proporcione cuanta informacion
existente me parezca necesaria y hasta que se aclaren todas mis dudas.

Acuerdo:
He leido y he recibido una copia de esta forma de consentimiento. Estoy de acuerdo en participar en
este estudio de investigacion.

Firma del paciente Nombre del paciente y fecha

Firma del investigador Nombre del investigador y fecha
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Firma del testigo

Nombre del testigo y fecha
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