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RESUMEN

Introduccién: La individualizacion del tratamiento en FIV/ICSI debe basarse en la prediccion de
la respuesta ovarica de cada individuo; estudios anteriores demuestran que las tasas de éxito de
los ciclos de FIV disminuyen sustancialmente con la recuperacion de > 3 ovocitos posterior a una
estimulacion maxima, mientras que la recuperacion >15 ovocitos resulta en un aumento del

riesgo para sindrome de hiperestimulacion ovarica sin mejorar las tasas de recién nacido vivo.

Objetivo: Analizar los resultados obtenidos en los ciclos de FIV/ICSI de las pacientes candidatas
a ser normorrespondedoras segun CFA posterior a un protocolo de estimulacién ovarica en
términos de numero de ovocitos recuperados y de marcadores de eficiencia de la estimulacion
ovarica (FORT y FOI).

Material y métodos: Estudio de cohorte retrospectiva, en pacientes atendidas en la Unidad de
Reproduccion Asistida un instituto de tercer nivel de la Ciudad de México sometidas a técnica de
FIV/ICSI de enero de 2019 a diciembre de 2022. El formateo de la base de datos se realiz6 con
Python v3.11 + Pandas v2.0.1; el analisis estadistico descriptivo y los modelos multi-variados se
implementaron en R v4.0.4 + RStudio v2023.03.0+386

Resultados: El promedio de ovocitos capturados fue de 7. En el subgrupo con medicion de CFA
unicamente, el 56.9% de las pacientes tuvo una respuesta suboptima (4-9 ovocitos), el 23.6% IC
95% 17-30.2% una normorrespuesta (10 a 15 ovocitos), el 12.6% una baja respuesta (<4
ovocitos) y el 6.9% una hiperrespuesta (>15 ovocitos); el promedio de FORT y FOI fue de 38%
(bajo) y de 66.2% (adecuado), respectivamente. Para el subgrupo con medicién de CFAy HAM,
el 52.6% tuvo respuesta subdptima, el 26.3% tuvo Normorrespuesta y el 18.4 y el 2.6% ciclos
con baja respuesta e hiperrespuesta respectivamente. Las variables de mayor relevancia clinica
que influyeron en el numero de ovocitos capturados fueron CFA, IMC y los niveles de E2 y P4
del dia de disparo, ademas de la combinacién de FSHr + aGnRH y FSHr+hMG + aGnRH, todos

mostrando una correlacién positiva.

Conclusion: A pesar de que la poblacién estudiada era candidata a ser normorrespondedora, el
mayor porcentaje de las pacientes presenté respuesta subdptima, sin embargo, se encontré una
relacion positiva ente CFA y el nimero de ovocitos capturados y el indice de FOI fue adecuado
en la mayoria de los ciclos independiente del grupo de respuesta ovarica. La dosis y tipo de

gonadotropinas administradas no parecen relacionarse con el nimero de ovocitos capturados.
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ABSTRACT

ANALYSIS OF IVF/ICSI CYCLES RESULTS IN PATIENTS EXPECTED TO BE NORMAL
RESPONDERS

Introduction: IVF individualized treatment should be based on the prediction of each woman’s
ovarian response; previous studies showed that IVF success rates decrease with oocytes yield
of < 3 after maximum ovarian stimulation; while oocytes yield > 15 imply a higher risk of ovarian

hyperstimulation syndrome (OHSS) without improvement in live birth rates.

Aim: To analyze IVF/ICSI cycle results in patients expected to be normal responders according
to antral follicle count (AFC) after ovarian stimulation protocols in terms of retrieved oocytes and

ovarian stimulation efficiency markers (FORT and FOI).

Material and Methods: Retrospective study of IVF/ICSI cycles in patients attending the Assisted
Reproduction Unit of a third-level institute in México City from January 2019 through December
2022. Database formatting was done with Python v3.11 + Pandas v2.0.1; descriptive statistical

analysis and multivariate models were implemented in R v4.0.4 + RStudio v2023.03.0+386

Results: The mean number of retrieved oocytes was 7. 56.9 of patients in AFC measurement
only subgroup showed a suboptimal response (4-9 oocytes), 23.6% (95% IC 17-30.2%) normal
response (10-15 oocytes), 12.6% poor response (<4 oocytes) and 6.9% high response (>15
oocytes); mean FORT and FOI were 38% (low) and 66.2% (normal), respectively. For the AFC +
AMH measurement subgroup, 52.6% showed a suboptimal response, 26.3% normal response,
18.4% and 2.6% showed a poor and high response, respectively. Variables that most relevantly
influenced the number of retrieved oocytes were AFC, BMI, and estradiol (E2) and progesterone
(P4) levels on the day of trigger, and the combination of rFSH + GnRH agonist y rFSH+hMG +

GnRH agonist, all of them showing positive correlation.

Conclusion: Although the population under study was expected to have a normal response to
ovarian stimulation, most patients showed a suboptimal response; however, there was a positive
correlation between AFC and the number of retrieved oocytes; most cycles showed adequate FOI
index regardless of the ovarian response group. The type and dose of gonadotropins do not

appear to be related to the number of retrieved oocytes.



ANTECEDENTES

La fertilizacion in vitro (FIV), con o sin inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI) es el tratamiento de eleccion para la mayoria de las causas de infertilidad (1);
segun el ultimo reporte mundial del Comité Internacional de Monitoreo de Técnicas de
Reproduccion Asistida -ICMART, por sus siglas en inglés- las tasas de embarazo clinico

y de recién nacido vivo por aspiracion son del 26.5% y 19.9% respectivamente (2).

Durante los ciclos de FIV/ICSI, dosis diarias de gonadotropinas son administradas para
inducir el desarrollo multifolicular en los ovarios. Generalmente, el numero de ovocitos
capturados dependera de la dosis administrada de gonadotropinas; sin embargo, la
respuesta a las mismas varia entre pacientes dependiendo de los marcadores de reserva

ovarica. (1)

El objetivo principal de la individualizacién del tratamiento en un ciclo de FIV es ofrecer
a cada paciente el mejor tratamiento ajustado a sus caracteristicas unicas y asi,
maximizar las probabilidades de embarazo y eliminar los riesgos propios de la

estimulacién ovarica. (3)

La individualizacion del tratamiento en FIV debe basarse en la prediccidon de la respuesta
ovarica de cada individuo; cada paciente debera ser identificada como probable normo,
baja o hiperrespondedora segun los marcadores de reserva ovarica, tales como el conteo

de foliculos antrales (CFA) y la hormona antimulleriana (HAM). (3)

El CFA esta representado por el numero total de foliculos entre 2-10 mm en ambos
ovarios, visualizados y medidos mediante ultrasonido transvaginal, los cuales son
extremadamente sensibles a la estimulacion con hormona foliculoestimulante (FSH) y
categorizados como ‘“recrutables”; por ende, corresponde a un estimado bastante preciso
de la cohorte de foliculos sobre la cual actuara la FSH exdgena.(4) La HAM es una

proteina expresada y secretada por las células de la granulosa de los foliculos



preantrales y antrales; corresponde a una medida mas directa de la cohorte folicular, ya

que es producida por los foliculos reclutados principalmente al final de la fase lutea. (1)

Existen valores de corte aproximados en el CFA y la HAM para predecir una baja
respuesta, para CFA pueden variar entre < 5-7 foliculos y para HAM entre < 0.5-1.1 ng/ml.
(5) Por el contrario, se predice una hiperrespuesta con valores de corte para CFA> 16y
para HAM > 3.36 ng/ml. (3) Por tanto, podemos predecir una normorrespuesta con

valores para CFA entre 7 y 16 foliculos y con valores de HAM entre 1.2 y 3.3 ng/mL (3).

En el presente estudio tomaremos como punto de corte para predecir normorrespueta,
un AFC entre 7-16 foliculos.

CFA 'y HAM, ya sea por separado o en combinacion, permiten en conjunto con la edad,
una prediccidon mas precisa de la respuesta ovarica; por tanto CFA como HAM, deben
ser considerados como los marcadores de reserva ovarica mas precisos y confiables.

A pesar de lo anterior, algunos autores utilizando valores para predecir baja respuesta,

han encontrado que estos se asocian a una tasa del 10-20% de falsos positivos. (5)

Si bien el CFA y la HAM son marcadores efectivos de respuesta ovarica, no brindan

informacion adicional para predecir tasas de embarazo después de un ciclo de FIV. (6)

Los mayores retos de la estimulacion ovarica en FIV son los extremos de la respuesta
ovarica, ya sea una baja respuesta 0 una respuesta excesiva. Estudios anteriores han
demostrado que las tasas de éxito de los ciclos de FIV disminuyen sustancialmente con
la recuperacion de < 3 ovocitos (baja respuesta) posterior a una estimulacion maxima;
mientras que la recuperacion >15 ovocitos (hiperrespuesta) resulta en un aumento del
riesgo para sindrome de hiperestimulacion ovarica sin mejorar las tasas de recién nacido
vivo; por lo anterior la recuperaciéon entre 4 y 15 ovocitos se puediera catalogar como
normorrespuesta; sin embargo a pesar de que se considera que las mujeres con 4-9
ovocitos capturados forman parte de la categoria de respuesta normal, este grupo de

mujeres presenta un pronostico substancialmente diferente en comparacion con las



mujeres en quienes se recuperan de 10-15 ovocitos (7). Las mujeres en este subgrupo
demuestran un nivel de respuesta a la estimulacion ovarica por debajo del ideal, el cual
podria resultar en tasas de nacido vivo aceptables con rango entre 15-36% dependiendo
de la edad; pero de un 20-30% menores en comparacion con el grupo de pacientes en
quienes se recuperan de 10-15 ovocitos para quienes algunos autores han reportado

tasas desde 26% y hasta 41% en pacientes menores de 40 afios (8).

Ademas de los marcadores de reserva ovarica que pronostican la respuesta ovarica a la
estimulacién, existen también marcadores para evaluar la sensibilidad o resistencia
ovarica a las gonadotropinas en un ciclo de FIV (hiporrespuesta). El término
hiporrespuesta se refiere a aquéllas pacientes que muestran resistencia a la estimulacion
con gonadotropinas y en las cuales el numero de foliculos maduros al final de la
estimulacién o el numero de ovocitos recuperados no son consistentes con el numero de
foliculos antrales disponibles al inicio de la EO. Estos indices son el Follicular Output
RaTe o FORT y el Follicle-to-Oocyte Index o FOI por sus siglas en inglés; ambos permiten
evaluar de manera obijetiva la respuesta de los foliculos antrales a la administracién de
FSH exdgena durante el ciclo de estimulacion ovarica. FORT corresponde a la proporcion

entre el numero de foliculos preovulatorios obtenidos en respuesta a la administracion

total foliculos preovulatorios
AFC

en donde FORT < 42% corresponde a FORT bajo, FORT 42-58% corresponde a valores
promedios de FORT y FORT > 58% corresponde a FORT alto. (9) FOI corresponde a la

proporcion entre el numero total de ovocitos capturados al final de la estimulacién ovarica

de FSH y la cohorte preexistente de foliculos antrales ( %X 100),

y el numero de foliculos antrales existentes al inicio de la estimulacion

total it t d
== OUOCLAO;CCW 2% % 100), en donde FOI > 50% corresponde a valores normales de

FOI. (10)

Por tanto, la respuesta ovarica esta determinada, ademas de los marcadores de reserva
ovarica, por la sensibilidad de los foliculos a las dosis de gonadotropinas administradas

a las pacientes.



En pacientes candidatas a ser normorrespondedoras, existe mayor probabilidad de
normorrespuesta (10-15 ovocitos capturados) y mayores tasas de embarazo de acuerdo
con las dosis de gonadotropinas utilizadas en la estimulacion ovarica. En una revision
sistematica se encontré que la probabilidad de embarazo en pacientes candidatas a ser
normorrespondedoras estimuladas con 150 Ul de gonadotropinas es del 33%, en
comparacion con tasas del 34-60% al ser estimuladas con 450 Ul; (OR 1.79, 95% CI
1.05-3.04; N = 234). (1)

Los estudios acerca de la eficiencia de la estimulacién ovarica en pacientes candidatas
a ser normorrespondedoras y que al final resulten en una normorrespuesta son pocos.
Es necesario hacer una Estimulacion Ovarica adecuada para obetener la mejor
respuesta en este grupo de pacientes y que no queden al final en una respuesta
suboptima.

Por lo anterior, el objetivo de este estudio es evaluar y analizar los resultados obtenidos
en los ciclos de FIV/ICSI de las pacientes candidatas a ser normorrespondedoras segun
CFA y en un subgrupo de ciclos llevados por las pacientes que contaban con la
determinacién tanto de AFC como de HAM; para valorar si en efecto se obtuvo la
respuesta esperada posterior a un protocolo de estimulaciéon ovarica en términos de
numero de ovocitos recuperados y de marcadores de eficiencia de la estimulacion
ovarica (FORT y FOI). Asi mismo, se trataron de identificar las variables que de manera
independiente influyeron en la respuesta ovarica, especificamente en los ciclos que

quedaron en la categoria de respuesta subdptima y normorrespuesta.

MATERIAL Y METODOS

Estudio de cohorte retrospectiva, en el que se incluyeron pacientes atendidas en la
Unidad de Reproduccion Asistida del Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa
de los Reyes” en la Ciudad de México sometidas a técnica de reproduccion asistida
(FIV/ICSI) de enero de 2019 a diciembre de 2022.



Las pacientes incluidas en la cohorte cumplieron con los siguientes criterios de inclusion:
diagndstico de infertilidad primaria o secundaria candidatas a ser probables
normorrespondedoras segun el CFA entre 7-16 foliculos. Se excluyeron a aquellas
pacientes con ciclos cancelados por cualquier motivo o cuya estimulaciéon ovarica no

culminara en una captura ovocitaria.

No fue necesario el calculo probabilistico de la muestra, ya que se incluyé a la totalidad

de pacientes con ciclo de estimulacion ovarica en el periodo establecido.

Se revisaron los expedientes electréonicos de las pacientes para recabar las variables de
estudio de interés; como variables primarias se evaluaron el numero de ovocitos
capturados y los indices de FORT y FOI, como secundarias, el tipo de gonadotropinas
usada en la estimulacién ovarica (EO), la dosis total de gonadotropinas administrada y

el tipo de disparo administrado (inductor de la maduracién final del ovocito) entre otras.

Asi mismo, se realizé un subanalisis de los casos en los que la paciente contaba con

determinacioén de hormona Antimuleriana con niveles entre 1.2 y 3.3 ng/mL.

Para el protocolo de estimulacion ovarica, todas las pacientes, previo abordaje y estudio
completo de la pareja infértil, acudieron a la Unidad de Reproduccién Asistida del Instituto
en dias 2-3 de ciclo menstrual para realizar ultrasonido ginecolégico basal y determinar
Estimulante (FSH recombinante - FSHr) (Gonal-F®, Merck, Aubonne, Suiza) o
gonadotropina menopausica humana (hMG) (Merapur HP®, Ferring B.V., Kiel, Alemania
o Merional®, Corne, Lamone, Suiza) o una combinacion de ambas. El tipo, la dosis inicial
de gonadotropinas y el tipo de analogo de hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) fueron determinados en consenso por los médicos adscritos a la Unidad de
Reproduccion Asistida del Instituto, tomando en cuenta caracteristicas individuales de
cada paciente, como edad, marcadores de reserva ovarica (CFAy HAM), indice de masa
corporal (IMC) y niveles séricos de FSH, hormona luteinizante (LH), estradiol (E2) y

progesterona (P4).



La dosis inicial de gonadotropinas vario entre 225 y 375 Ul/dia, en cuanto al analogo de
GnRH, se administré un agonista de GnRH en protocolo largo, Acetato de Triptorelina
(Gonapeptyl daily®, Ferring, Kiel, Alemania) 0.2 mg desde el dia 21 del ciclo previo y
hasta lograr la descensibilizacion hipofiasiaria, momento en el que se disminuy6 la dosis
a 0.1 mg al dia hasta el dia del disparo o un antagonista de GnRH en protocolo flexible:
Acetato de Cetrorelix (Cetrotide®, Merck, Westfalen, Alemania) 0.25 mg al dia al

evidenciar un foliculo >14 mm., de diametro y/o niveles de estradiol séricos de 400 pg/mL.

Las pacientes acudieron a ultrasonido de seguimiento folicular en dia 7 de ciclo y cada
48 horas posterior a esto y se realizaron modificaciones de las dosis de acuerdo a la
respuesta observada en el crecimiento folicular y a las mediciones séricas de LH, FSH,
E2 y P4. La estimulacion ovarica con gonadotropinas se continué hasta tener evidencia
de al menos 3 foliculos > 18 mm., de diametro, momento en el cual se indujo la
maduracion ovocitaria final o disparo con la administracion de gonadotropina coriénica
humana recombinante (hCGr) (Ovidrel®, Merck, Modugno, Italia) 250 mcg., o un agonista
de GnRH: triptorelina 0.2 mg + 1500 Ul de hCGr el dia de la captura ovular o disparo
dual con hCGr 250 mcg. + Triptorelina 0.2 mg.; la captura ovocitaria se realizé 34-36
horas posterior al disparo mediante aspiracion folicular transvaginal guiada por
ultrasonido. La fertilizacion de los ovocitos se realizé con FIV convencional o ICSI a
criterio de los embridlogos principalmente y de acuerdo a la presencia de un factor

masculino alterado.

La transferencia embrionaria se realiz6 en fresco o con embriones desvitrificados tras un
ciclo de preparacién endometrial. Los embriones se transfirieron en dia 3 6 5 de
desarrollo embrionario bajo vision ultrasonografica transabdominal utilizando un catéter
suave para transferencia embrionaria (Soft-Pass™,Cook® Medical, Bloomington,
Indiana). Se inici6 soporte de fase lutea con progesterona vaginal micronizada
(Geslutin®, CATALENT PHARMA SOLUTIONS, LLC, Florida, Estados Unidos) 200 mg
cada 8 horas desde el dia de la captura ovocitaria o desde el momento de abrir la ventana
de implantacion en el ciclo de preparaciéon endometrial. Se realizé medicién de p-hCG

sérica 15 dias posteriores a la transferencia embrionaria, en caso de ser positiva, se



realizaron ultrasonidos endovaginales a partir de la semana 6 de gestacion hasta
evidenciar presencia de saco gestacional y embrion con actividad cardiaca; momento en

el que se decidio referencia a Obstetricia para seguimiento del embarazo.

En el analisis estadistico descriptivo se reportaron la media y desviacion estandar para
las variables numéricas continuas, y para las variables categoricas, la moda. Se utilizaron
modelos de regresion lineal multi-variados para cuantificar las contribuciones de las
variables de interés y confusoras (independientes), con las variables de estudio
(dependientes). Para considerar los modelos validos se establecié que su R? ajustado
fuera mayor que 0.3, mientras que en forma global se establecié una p menor que 0.05
como significativa. El formateo de la base de datos para poder ser procesada se realizé
con Python v3.11 + Pandas v2.0.1; el analisis estadistico descriptivo y los modelos multi-
variados se implementaron en R v4.0.4 + RStudio v2023.03.0+386

RESULTADOS

Caracteristicas de las pacientes y de los ciclos:

Se incluyeron en total 174 ciclos de FIV/ICSI que realizaron 154 pacientes candidatas a
ser normorrespondedoras, que cumplieron con los criterios de inclusién y fueron

analizados.

El promedio de edad de las pacientes fue de 35.0 afos, siendo aproximadamente el 80%
de ellas < 38 afos. Poco mas de la mitad de los ciclos fueron en pacientes con
sobrepeso, con infertilidad primaria y con una duracion de la infertilidad de 1-5 anos.

El factor alterado mas frecuente fue el mixto en 80% de los ciclos, incluyendo la mayoria
de ellos una asociacion entre el factor endécrino y el factor masculino. Dentro del factor
endocrino-ovarico la mayoria eran pacientes portadoras de sindrome de Ovario
Poliquistico. El promedio de CFA'y HAM fue de 11.6 y 1.86 ng/mL. (Cuadro 1)



El tipo de gonadotropinas usado en la EO fue la combinacién de FSHr + hMG en un
67.7% de los ciclos y en el 90.8% se utilizé un antagonista de la GnRH.

La dosis promedio de gonadotropinas usada para la EO fue de 3046 Ul, estando la dosis
entre 2500 — 3500 Ul en el 50.6% de los ciclos. El numero promedio de foliculos maduros
al final de la EO fue de 4. Para inducir la maduracion final de ovocito (disparo) se uso la
hCG en el 61.5% de los ciclos seguido por el disparo dual (hCG+aGnRH) en un tercio de
los ciclos aproximadamente; los niveles séricos promedio de E2y P4 en el dia de la
administracion del disparo fueron de 2037 pg/mL y 1.0 ng/mL, respectivamente. Se
obtuvo un promedio de 6 ovocitos metafase Il, un promedio de 5 ovocitos fertilizados y

una tasa de fertilizacién promedio del 68.3% (Cuadro 2)

Efectividad de la Estimulacién ovarica:

Para evaluar la efectividad de la EO en los ciclos de las pacientes candidatas a ser
Normorrespondedoras por CFA, dividimos los ciclos de acuerdo con la respuesta ovarica
a la estimulacion encontrando que el 56.9% IC 95% 49.3-64.5% tuvo una respuesta
subodptima (4-9 ovocitos), el 23.6% IC 95% 17-30.2% una Normorrespuesta (10 a 15
ovocitos), el 12.6% una baja respuesta (<4 ovocitos) y el 6.9% una hiperrespuesta (>15
ovocitos).

El 69.5% de los ciclos tuvo una respuesta baja y subdptima.

En el subgrupo de pacientes que eran candidatas a ser normorrespondedoras y que
tenian ademas determinacién sérica de AMH en niveles entre 1.2 y 3.3 ng/mL (76 ciclos
en 69 pacientes); el 52.6% IC 95% 40.7 a 64.5% tuvo respuesta subdptima, el 26.3% IC
95% 15.8 a 36.9% tuvo Normorrespuesta y el 18.4 y el 2.6% ciclos con baja respuesta e

hiperrespuesta respectivamente (Cuadro 3).

Respecto a los indices que miden la sensibilidad ovarica a la EO o lo que es igual, la
resistencia ovarica a las gonadotropinas como son el FORT y el FOI y que influyen en la
efectividad de la EO, encontramos que en cuanto al FORT; su promedio en los ciclos
analizados fue de 38%, fue en promedio bajo en todas las categorias de respuesta

ovarica (<42%) y asi mismo, mas del 50% de los ciclos en cada categoria tuvieron un
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FORT bajo sin diferencia significativa entre ellas; en contraste, el promedio del FOI fue
del 66.2%, fue en promedio normal (>50%) en todas las categorias a excepcion de las
bajas respondedoras que fue del 19.3%, alcanzando el 100% de los ciclos un FOI normal
en los grupos de Normo e Hiperrespuesta, con diferencia significativa entre los grupos

de respuesta ovarica (p<0.001) (Cuadro 4)

Al analizar los ciclos de pacientes candidatas a ser normorrespondedoras por CFAy HAM
se aprecia que el promedio del valor del FORT fue normal en ciclos con normo e
hiperrespuesta sin embargo en el 50% o mas de los ciclos fue bajo en todas las
categorias. En cuanto al FOI el promedio fue normal en todas las categorias menos en
las bajas respondedoras alcanzando el 100% de los ciclos un FOIl adecuado en las normo

e hiperrespondedoras (Cuadro 5).

Correlacion de la respuesta ovarica con variables de la estimulacion ovarica:

De acuerdo con el tipo de gonadotropinas utilizadas el promedio del numero de ovocitos
capturados fue de 9, 8 y 7 con el uso de FSHr, hMG y FSHr + hMG respectivamente sin
diferencia significativa (p=0.25) (Figura 1). Al momento de hacer el analisis en el
subgrupo que ademas contaban con determinacion de AMH; el promedio del numero de
ovocitos capturados tampoco alcanzé significancia de acuerdo al tipo de gonadotropina

utilizada.

En cuanto a la dosis de Gonadotropinas utilizadas, el numero de ovocitos capturados fue
de 9, 7 y 7 con dosis totales de <2500, 2500-3500 y >3500 Ul (p= 0.13). En el subgrupo
de ciclos con determinacion de CFA y HAM aunque el promedio de ovocitos capturados
fue menor, tampoco alcanzoé significancia (Figura 2).

El numero de ovocitos capturados de acuerdo al tipo de disparo fue el mismo con hCG y
disparo Dual, con 7 ovocitos capturados para ambos tipos de disparo (Cuadro 6).
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Analisis de Regresién Lineal Multivariada:

Se diseid un modelo explicativo que incluye las variables que influyen en la cantidad de
ovocitos capturados tras un ciclo de estimulacion ovarica en pacientes candidatas a ser
normorrespondedoras.

Se encontré que las variables predictivas del nimero de ovocitos recuperados (R? 0.49)
con significancia estadistica fueron el CFA, el IMC, el nivel de Estradiol y progesterona
el dia del disparo, asi como la variable de combinacién de estimulacién con FSHr y
disparo con aGnRH y la combinacion de FSHr+hMG y disparo con aGnRH; todos con

una correlacion positiva (Cuadro 7).

También se realizdé un analisis de Regresion lineal multivariada con el fin de identificar
las variables predictivas de un FOI adecuado >50% (R? 0.35), encontrando que las
variables con significancia estadistica con el CFA, el IMC, el nivel de Estradiol y
Progesterona el dia del disparo asi como la combinacion de hMG y disparo dual y la
combinacién de FSHr+hMG y disparo dual; todos con una correlacion positiva (Cuadro
8).

Tasas de Embarazo:

De los 174 ciclos analizados en pacientes candidatas a ser normorrespondedoras, en
154 (138 pacientes) se realizé Transferencia de Embriones (TE). De los 20 ciclos no
transferidos, 2 fueron por preservacion de la fertilidad, en 3 no se capturaron ovocitos,
en 1 se capturé un ovocito atrésico, en 3 no hubo fertilizacién, 5 por elevacion de
Progesterona el dia del disparo, en 5 no hubo progresion del desarrollo embrionario, 1

por probable pélipo endometrial.

La tasa de Embarazo Clinico, en Curso y de Nacido Vivo fueron de: 32.5, 27.9 y 26%

respectivamente. La tasa de aborto fue de 16%.
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Las tasas de embarazo clinico, en curso y de nacido vivo de acuerdo al numero de
ovocitos capturados (respuesta ovarica) aumentaron de manera progresiva de acuerdo
a la respuesta; siendo la tasa de nacido vivo de 10, 26.5, 33.3 y 27.3% en los grupos de
baja respuesta, respuesta suboptima y normorrespuesta, aplanandose en el grupo de
hiperrespuesta respectivamente. Las tasas de aborto fueron de: 50.0, 11.5, 12.5y 25.0%

respectivamente (Cuadro 9).

DISCUSION

El numero de ovocitos recuperados tras un ciclo de estimulacién ovarica es uno de los
factores de mayor importancia en cuanto al éxito de las técnicas de reproduccion asistida,
esto debido a que diversos estudios han demostrado que la recuperacion de un numero
optimo de ovocitos (=12-18) se asocia a tasas maximas de nacido vivo posterior a
transferencias embrionarias en fresco. Ademas de esto, existe una asociacién positiva

entre el numero de ovocitos recuperados y las tasas acumuladas de nacido vivo. (11)

El total de ovocitos recuperados esta estrechamente relacionado con la reserva ovarica,
la cual se define como el numero de ovocitos restantes en el ovario; como ya
mencionamos, contamos con marcadores de reserva ovarica, los cuales actian como
predictores del potencial reproductivo independientes de la edad, entre estos el CFA'y
HAM. (12)

Son varios los autores que han documentado la disminucion progresiva en la fertilidad y
funcién enddcrino-ovarica asociada con la edad y la deplecion folicular ovarica. (8, 13).

Respecto a la edad, no se encontré como una variable predictiva del numero de ovocitos
caprturados; esto podria deberse a que casi el 60% de la poblacion incluida en el estudio
era mayor a 35 afnos, momento de la vida en el que el envejecimiento reproductivo

empieza a presentarse de manera mas acelerada (8).
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En el estudio se analizaron los ciclos de pacientes candidatas a ser
normorrespondedoras de acuerdo al CFA ya que el total de ciclos analizados contaban
con este marcador de Reserva Ovarica. Sabemos que la HAM al igual que el CFA se
utiliza también para predecir respuesta y decidir la dosis de gonadotropinas a administrar
siendo ambos marcadores de mucha utilidad y con alta sensibilidad y especificidad (3,
4). En el analisis de regresion lineal multivariada encontramos que en aquellas pacientes
que tenian mayor recuento folicular antral, se logré recuperar mayor cantidad de ovocitos
al final de la estimulacion ovarica, demostrando asi, que CFA corresponde a un predictor
positivo independiente, estadisticamente significativo, de la respuesta ovarica. Este
hallazgo coincide con la copiosa evidencia de las ultimas décadas acerca del valor de
CFA para evaluar el potencial ovarico, como lo establecieron Lorusso et al en 2007,
cuando demostraron que el numero total de ovocitos recuperados y maduros se

correlacionaban positivamente con CFA y negativamente con la edad. (14)

En cuanto al promedio de ovocitos capturados de acuerdo a estos dos marcadores; no
encontramos diferencias entre el grupo en el cual se realiz6 medicién de CFAy HAM en
comparacién con el grupo en el cual se tomo6 en cuenta sélo CFA; sin embargo, en la
Unidad de Reproduccion Asistida solo eventualmente se realiza medicion de HAM a
pacientes menores de 35 afos, razon por la cual probablemente no se pudo demostrar
la relacion de HAM y una mejor respuesta ovarica a edades mas tempranas como lo han

demostrado varios autores (3,6)

Respecto al IMC y su asociacién con el numero de ovocitos recuperados, se encontrd
igualmente como una variable independiente asociada a la respuesta ovarica; esto
podria relacionarse con el hecho de que las pacientes con Sindrome de Ovario
Poliquistico (SOP) presentan en su mayoria IMC mas altos y CFA elevado, lo cual se
traduce en mayor numero de ovocitos recuperados. (15) Por el contrario, Sun et al
encontraron que las pacientes con SOP e IMC bajos presentaban mayor CFA y mayor
riesgo de desarrollar SHEO. (16)
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Respecto a la respuesta ovarica obtenida con relacion al numero de ovocitos capturados,
mas del 80% de las pacientes tuvieron una respuesta normal (respuesta suboptima +
normorrespuesta); sin embargo, a pesar de que la poblacion estudiada era candidata a
ser normorrespondedora, mas del 50% del total de ciclos (y mas del 70% del grupo con
respuesta normal) presentaron una respuesta subdptima, asociandose en mas del 50%
de los casos a un indice de FORT bajo pero al mismo tiempo en mas del 50% de los
ciclos a un FOIl adecuado independiente del grupo de respuesta ovarica.

Lo anterior pareceria indicar que la estimulacion ovarica efectuada en la mayoria de los
ciclos no fue efectiva en términos del numero absoluto de ovocitos capturados en las
pacientes candidatas a ser normorrespondedoras. De acuerdo a lo anterior, son varios
los autores que han demostrado que después de una estimulacidn ovarica la mayoria de
ciclos quedan en la categoria de respuesta subéptima (7, 8, 17, 18) relacionandose con
tasas de Nacido Vivo menores a las logradas con normorrespuestas (7, 18).

Una tendencia generalizada en los tratamientos de Reproduccién Asistida es mejorar las
tasas de embarazo sin aumentar las compicaciones relacionadas con la Estimulacion
Ovarica como el SHEO (17). En la Institucion, tratamos de hacer estimulaciones seguras
disminuyendo al maximo la incidencia de SHEO.

Asi mismo, la mayoria de ciclos analizados no tuvo una hiporrespuesta, ya que en los
grupos con baja respuesta, normorrespuesta e hiperrespuesta el indice de FOI fue >50%
y solo en el grupo con respuesta subdptima no llegd al 50% lo cual podria explicarse en
parte, por la posibilidad que la poblacién en estudio podria, en su mayoria, no ser
portadora de polimorfismos en el receptor de FSH (RFSH) o LH (RLH). Tratamos de
explotar al maximo la sensibilidad ovarica a las gonadotropinas alcanzando valores de
indice de FOI adecuados en la mayoria de los ciclos analizados lo cual en parte habla
de la efectividad de la EO (10).

Si bien, la respuesta ovarica a la estimulacion depende en su mayoria de los marcadores
de reserva ovarica (CFAy HAM) y de la sensibilidad a la gonadotropinas (medida a través
de los indices de FORT y FOI); el tipo y dosis usadas de las mismas juegan un papel no
menos importante, no obstante, no logramos encontrar una asociacién estadisticamente

significativa entre el tipo y/o dosis de gonadotropinas administradas durante los ciclos de
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estimulacién ovarica analizados y el numero de ovocitos recuperados. En relacion al tipo
de gonadotropina utilizado, algunos autores (19) han comparado los resultados de la EO
con diferentes preparaciones de gonadotropinas y han encontrado que las pacientes
tratadas con FSHr + LHr tuvieron mayor numero de ovocitos maduros y ovocitos

fertilizados en comparacion con las pacientes tratadas con hMG.

En relacién al tipo de disparo administrado, aunque se encontré un efecto
estadisticamente significativo en el numero de ovocitos recuperados, especificamente
con el disparo con aGnRH; consideramos que este hallazgo es debido a que el disparo
con aGnRH lo reservamos en la Unidad de Reproduccion Asistida de la Institucion, unica
y exclusivamente para aquellas pacientes que presentan una respuesta exagerada a la
estimulacién ovarica con el objetivo de disminuir el riesgo de desarrollar SHEO, por lo
que, a pesar que los resultados parecieran demostrar que el disparo con aGnRH se
asocia a un mayor numero de ovocitos recuperados, ésta asociacion no se realciona con
el medicamento empleado en el disparo, sino a que fueron pacientes que desde el inicio
tenian un CFA elevado y/o que desarrollaron un numero exagerado de foliculos maduros
y ovocitos recuperados tras la EO. Una manera de discernir si el tipo de disparo influye
en el numero de ovocitos capturados hubiera sido calculando la tasa de recuperacion
de ovocitos, tal como lo han hecho autores (20) que demuestran que el disparo dual se
asocia con una mayor tasa de ovocitos recuperados versus el disparo con hCG o0 aGnRH;
sin embargo, el numero de ovocitos recuperados era comparable cuando se
administraba disparo dual, hCG o aGnRH para la maduracion final del ovocito; esto

ultimo de acuerdo con lo encontrado en el presente trabajo.

Algunos autores (21) han demostrado que los niveles séricos de E2 y P4 estan
directamente relacionados con el numero de foliculos ovaricos al final de la estimulacién
y la dosis de gonadotropinas exégenas. De acuerdo con estos autores, encontramos que
los niveles de E2y P4 son predictores estadisticamente significativos del numero de
ovocitos recuperados, esto debido a que, a mayor numero de foliculos en crecimiento

hay mayor cantidad de células de la granulosa sensibles a FSHr, secretando E2z e
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influyendo en la secrecion y elevacion de la Progesterona (P4) mediante activacion de

vias de la esteroidogénesis tal como lo han descrito autores (22).

Al momento de comparar las combinaciones terapéuticas durante la EO, encontramos
que la estimulacién con FSHr + disparo con aGnRH se asocié de manera positiva y
estadisticamente significativa con el numero de ovocitos capturados, lo cual podria
deberse a que a las pacientes <35 afios, generalmente las estimulamos unicamente con
FSHr, a menos que tuvieran alguna indicacion en particular para suplementacion con LH;
por ende, al ser mas jovenes, presentaron mas frecuentemente una respuesta exagerada
ala EO, razoén por la cual se eligio aGnRH para la induccién de la maduracién ovocitaria
final. De esta misma manera, encontramos que la combinacion de FSHr y hMG junto con
el disparo con aGnRH se asocié de manera positiva y estadisticamente significativa con
el numero de ovocitos capturados, lo cual, aunque no podria demostrarse en este estudo,
si podria relacionarse con la efectividad de la hCG contenida en la hMG que aumenta la
sensibilidad de los foliculos a FSHr exdgena aumenta, mejorando el desarrollo folicular
tal como lo han demostrado algunos autores (23); sin embargo, la combinacion de sélo
hMG y el disparo con hCG o aGnRH no se relacioné con el numero de ovocitos
capturados y esto podria deberse a que solemos estimular con hMG a pacientes de edad

avanzada.

En cuanto a las tasas de embarazo clinico, en curso y tasa de nacido vivo encontramos
tasas progresivamente mayores de acuerdo al subgrupo de respuesta, en orden
creciente para baja respuesta, respuesta subdptima y normorrespuesta de acuerdo a
multiples autores (8, 18, 24) que han relacionado el nimero de ovocitos recuperados con
mayores tasas de embarazo y tasas de Nacido Vivo. En el subgrupo de hiperrespuesta,
no observamos aumento en las tasas de embarazo y nacido vivo respecto al subgrupo
de normorrespuesta, como lo han publicado diversos autores, entre ellos Fanton et al,
quienes encontraron que las tasas de nacido vivo aumentaban con un numero creciente
de ovocitos recuperados hasta 16-20 ovocitos y luego continuaban aumentando pero de
manera menos acelerada; ademas, reportaron que la tasa de nacido vivo por

transferencia aumentaba con el numero de ovocitos recuperados hasta
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aproximadamente 16-20 ovocitos y luego alcanzaba una meseta pero no disminuia. (18,
25). En cuanto a las tasas de aborto encontramos que fueron mayores en los subgrupos
de hiperrespuesta y baja respuesta; pudiendo explicarse en el subgrupo de
hiperrespuesta, por los altos niveles de E2 sérico que podrian tener un impacto negativo
sobre la receptividad endometrial; mientras que, en el subgrupo de baja respuesta,
probablemente por que la mayoria de las pacientes eran de edad avanzada, por lo que

las tasas de aneuploidia aumentan, resultando en mayores tasas de aborto.

Entre las limitaciones de nuestro estudio podemos mencionar que se traté de un estudio
retrospectivo que incluyé un numero no tan alto de ciclos, por lo que se requieren
estudios con otra metodologia y que incluyan una muestra mas amplia de ciclos para
poder establecer si estos resultados siguen presentandose o difieren respecto a los de

este estudio.

Entre las fortalezas podemos enumerar, el ser uno de los pocos estudios en tratar de
analizar ciclos realizados por pacientes con la probabilidad de ser normorrespondedoras
e identificar variables predictivas de lograr una normorrespuesta; mediante este analisis
pretendemos aumentar el cocnocimiento en el manejo de estos ciclos para asi aumentar

las posibilidades de embarazo en este grupo de pacientes.

CONCLUSIONES

La mayor proporcion de pacientes candidatas a ser normorrespondedoras quedaron en
el grupo de pacientes con respuesta subdptima, lo cual las condena a tasas de embarazo
y de nacido vivo menores en comparacion a las pacientes que alcanzaron
normorrespuesta; sin embargo, la mayoria de ciclos alcanzé una respuesta adecuada

manifestada por un indice de FOI normal.

Entre las variables predictivas del numero de ovocitos capturados, encontramos que el
CFA, el IMC, el nivel de Estradiol y Progesterona al final de la estimulacién ovarica y la
estimulacion con la combinacion de gonadotropinas (FSHr+hMG) acompanada del

disparo con aGnRH se relacionan con mejor respuesta ovarica a la estimulacion.
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Mediante este analisis pretendemos aumentar el conocimiento en el manejo de estos

ciclos para asi aumentar las posibilidades de embarazo en este grupo de pacientes.

Es necesaria la realizacién de estudios, ojala de caracter prospectivo y con mayor

numero de ciclos analizados para validar o no los resultados del presente estudio.
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ANEXOS

Cuadro 1.
Caracteristicas demograficas de pacientes candidatas a ser normorrespondedoras en
ciclos de FIV/ICSI, n = 174

n % Media £ DE
Edad (afos) 35.1+3.8
<35 65 37.4%
35a38 76 43.7%
> 38 33 19.0%
Estado nutricional segun IMC 26.5+3.5
Bajo peso 1 0.6%
Normal 70 40.2%
Sobrepeso 89 51.1%
Obesidad 14 8.0%
Tipo de infertilidad
Primaria 93 53.4%
Secundaria 81 46.6%
Tiempo de infertilidad (afios) 6.0+ 3.6
lab 89 51.1%
>5 83 47.7%
Desconocido 2 1.1%
Factor de infertilidad
Endocrino-ovarico 9 5.2%
Tubo-peritoneal 8 4.6%
Uterino 1 0.6%
Masculino 7 4.0%
Mixto 148 85.1%
Desconocido 1 0.6%
Conteo de foliculos antrales 11.6+£2.9
Hormona antimiilleriana (ng/mL) 19+1.4*
<1.2 58 33.3%
1.2a3.3 76 43.7%
>3.3 22 12.6%
Sin medicion 18 10.3%

DE = desviaciéon estandar / *76 ciclos
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Cuadro 2.

Caracteristicas de los ciclos de estimulacion ovarica en pacientes candidatas a ser

normorrespondedoras en ciclos de FIV/ICSI, n = 174

| n | % | MediazDE

Tipo de gonadotropinas

FSHr 12 6.9%

hMG 44 25.3%

FSHr + hMg 118 67.8%
Anélogo de GnRH

Agonista de GnRH 16 9.2%

Antagonista de GnRH 158 90.8%
Dosis total (UI) 3042.6 £ 796.7

< 2500 42 24.1%

2500 a 3500 88 50.6%

> 3500 44 25.3%
Numero de foliculos totales 17.2+8.4
Numero de foliculos maduros 43+21
Tipo de disparo

hCG 107 61.5%

Agonista de GnRH 12 6.9%

Disparo dual 55 31.6%
Estradiol dia del disparo (pg/mL) 2037.8 £ 115.6
Progesterona dia del disparo (ng/mL) 1.0+£0.6
Numero de ovocitos capturados 7.7+45
FORT 38.1+ 155

Bajo 105 60.3%

Adecuado 69 39.7%
FOI 67 + 36.4

Bajo ‘ 58 ‘ 33.3% ‘

Adecuado 116 66.7%
Numero de ovocitos MlI 6.3+4.1
Numero de ovocitos fertilizados 5.3+3.7
Tasa de fertilizacion (%) 68.3 £ 29.7
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Cuadro 3.

Respuesta ovarica de acuerdo al numero de ovocitos capturados en pacientes
candidatas a ser normorrespondedoras, segun CFA y CFA + HAM, en ciclos de FIV/ICSI,
n=174

Ovocitos capturados n % IC 95%
Segun CFA (n = 174)
Baja respuesta 22 12.6%
Respuesta suboptima 99 56.9% 49.3a64.5
Normorrespuesta 41 23.6% 17.0a30.2
Hiperrrespuesta 12 6.9%
Segun CFA + HAM (n = 76)
Baja respuesta 14 18.4%
Respuesta suboptima 40 52.6% 40.7 a 64.5
Normorrespuesta 20 26.3% 15.8a36.9
Hiperrrespuesta 2 2.6%

Respuesta normal (Respuesta suboptima + normorrespuesta) 80.5% IC 95% [74.3 a 86.6]
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Cuadro 4.

Correlacion entre los ciclos de pacientes candidatas a ser normorrespondedoras e
indices de FORT y FOI, n = 174

Ovocitos FORT FOI
capturados Bajo Adecuado . Bajo Adecuado '
n % n % Media £ DE n % n % Media £ DE
. 14 | 63.6% | 8| 36.4% 8| 36.4% | 14| 63.6%
Baja respuesta
31.0+17.4 19.4+2.8
Respuesta 61| 61.6% | 38| 38.4% | 50 | 50.5% | 49 | 49.5% |
suboptima 37.9+175 58.4 + 20.5
3| 56.1% | 18| 43.9% | 0| 0.0%]|41| 100.0% |
Normorrespuesta
41.4+175 90.7 + 20.9
Hiperrrespuesta 7 | 58.3% | 5| 41.7% | 0| 0.0%]|12| 100.0% |
39.7 +29.0 139.0 + 32.9

FORT p = 0.92, FOI p = <0.001

Cuadro 5.

Correlacion entre los ciclos de pacientes candidatas a ser normorrespondedoras segun
CFA + HAM e indices de FORT y FOI, n =76

Ovocitos : FORT - Fol
capturados Bajo Adecuado . Bajo Adecuado .
f % f % Media+ DE | f % f % Media + DE
Bajarespuesta 10| 7140% | 4] 28.60% 5| 35.70% | 9| 64.30%
30.5 +19.0 22.8+7.3
Respuesta 26 | 65.00% | 14 | 35.00% | | 22| 55.00% | 18 | 45.00% |
subdptima 35.9 + 16.6 58.4 £21.2
Normorrespuesta L1 | 55.00% | 9| 45.00% | | 0| 0.00% | 20| 100.00% |
42.0 +20.4 91.6+21.5
Hiperrespuesta | 50.00% | 1| 50.00% | | o] 0.00%]| 2| 100.00% |
55.5 + 45.2 152.9 + 66.6

FORT p = 0.76, FOI p = <0.001
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Cuadro 6.
Comparacion de numero de ovocitos capturados segun el tipo de gonadotropina

administrada, dosis total y tipo de disparo, n = 174

Ovocitos capturados
Mediana ‘ Q1 ‘ Q3 ‘ Media £ DE | Valor p

Tipo de gonadotropina

FSHr 70| 58| 13.8| 9.83+5.46

hMG 80| 5.0 10.3| 8.25+4.66

FSHr + hMG 6.0 5.0| 10.0] 7.35+4.27 0.252
Dosis total (Ul)

< 2500 80| 53| 13.0| 9.24+5.16

2500 a 3500 6.0 50| 10.0| 7.28+3.86

> 3500 6.0 4.0| 10.0] 7.25+4.74 0.136
Tipo de disparo

hCG 70| 50| 10.0| 7.22+3.70

Agonista de GnRH 155 | 13.0| 185 | 15.6 +3.96

Disparo dual 6.0 4.5 8.5| 7.05+4.42 | <0.001

Q1 = Percentil 25, Q3 = Percentil 75
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Cuadro 7.

Modelo de regresion lineal multiple para identificar predictores del numero de ovocitos
capturados, en pacientes candidatas a ser normorrespondedoras durante los ciclos de
FIV/ICSI

Predictor t p
AFC 3.4019 0.0009
Foliculos maduros 0.5159 0.6066
Dosis total (Ul) -0.4546 0.65
IMC (kg/m?) 2.2694 0.0247
Edad (afios) -0.6057 0.5456
Tiempo de infertilidad (afios) -0.5884 0.5571
E2 (pg/mL) 2.6111 0.0099
P4 (ng/mL) 2.3867 0.0182
Tipo de gonadotropina + Tipo de disparo
FSHr + aGnRH 2.888 0.0044
FSHr + Disparo dual -0.6159 0.5389
hMG + hCG -0.3804 0.7042
hMG + aGnRH -1.0805 0.2816
hMG + Disparo dual -1.3789 0.1699
FSHr + hMG + hCG -0.7263 0.4688
FSHr + hMG + aGnRH 2.9525 0.0037
FSHr + hMG + Disparo dual -1.6316 0.1048

R? = 0.4911, R? ajustado = 0.4375, p=0
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Cuadro 8.

Modelo de regresion lineal multiple para identificar predictores del indice de FOI, en

pacientes candidatas a ser normorrespondedoras durante los ciclos de FIV/ICSI

Predictor t p
Edad (afios) -0.9723 0.3324
AFC -2.4592 0.015
Foliculos maduros 0.6914 0.4904
Dosis total (Ul) -0.0414 0.967
IMC (kg/m?) 2.432 0.0162
Tiempo de infertilidad (afios) -0.0571 0.9546
E2 (pg/mL) 2.7534 0.0066
P4 (ng/mL) 2.3286 0.0212
Tipo de gonadotropina + Tipo de disparo
FSHr + aGnRH 1.6567 0.0996
FSHr + Disparo dual -0.9398 0.3488
hMG + hCG -1.2904 0.1989
hMG + aGnRH -1.9225 0.0564
hMG + Disparo dual -2.1272 0.035
FSHr + hMG + hCG -1.7376 0.0843
FSHr + hMG + aGnRH 1.4017 0.163
FSHr + hMG + Disparo dual -2.5663 0.0112

R2 =0.3569, R2 ajustado = 0.2892, p=0

Cuadro 9.

Tasas de embarazo, nacido vivo y aborto en pacientes candidatas a ser

normorrespondedoras a quienes se les realizo transferencia embrionaria, n= 154

TASAS General res?aijgsta stsggteifr;[: Normorrespuesta Hiperrespuesta
Embarazo clinico 32.5% 20.0% 31.3% 40.0% 36.4%
Embarazo en curso 27.9% 10.0% 27.7% 35.9% 36.4%
Nacido vivo 26.0% 10.0% 26.5% 33.3% 27.3%
Aborto 16.0% 50.0% 11.5% 12.5% 25.0%
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Figura 1.
Comparacion de numero de ovocitos capturados segun tipo de gonadotropinas

administradas, n = 174
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Nota: Linea vertical: valor minimo-valor maximo; caja celeste: Q1-Q3; linea horizontal: mediana; cuadro negro:

media; punto: dato atipico.

Figura 2.

Comparacion de numero de ovocitos capturados segun dosis de gonadotropinas
administradas en pacientes candidatas a ser normorrespondedoras con un valor de HAM
entre 1.2 -3.3ng/ml, n =76
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