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ABREVIATURAS

AVC: automated volume calculation.

CC: citrato de clominfeno.

E2: estradiol.

EmbrG1G2: embriones G1G2.

EFFORT: del inglés exogenous FSH ovarian reserve test.
FIV: fecundacién in vitro.

FIV/ICSI: fecundacién in vitro/””

FIV-TE: fecundacién in vitro-transferencia embrionaria.
FOO: fallo ovirico oculto.

FSH: hormona foliculo estimulante.

GAST: test de estimulacién con agonistas de la GnRH.
Gest: gestacion.

GnRH: hormona liberadora de gonadotropina.

HAM: hormona anti-miilleriana.

HCG: gonadotropina coriénica humana.

HMG: gonadotropina menopdusica humana.

IAH: inseminacién artificial homdloga.

IGF 1y 2: factor de crecimiento insulinico 1y 2.
IMC: indice de masa corporal.

KDa: kilo dalton.

LH: hormona luteinizante.

OvocitM2: ovocitos en metafase 2.

Ovomad: ovocitos maduros.

RA: reproduccién asistida.

RFA: recuento de foliculos antrales.

RO: reserva ovarica.

ROC: del inglés Receiver Operating Characteristic.
SHO: sindrome de hiperestimulacién ovdrica.

SOP: sindrome del ovario poliquistico.

TCC: test de citrato de clomifeno.

TGEF: factor de crecimiento transformante.
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TRA: técnicas de reproduccidn asistida.

TRO: test de reserva ovdrica.

UI: unidades internacionales.

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular.

VO: volumen ovirico.
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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

En los dltimos decenios Espana se ha convertido, con 1,36 hijos por familia,
en el pais con el mds bajo indice de natalidad (Bukman y Heineman, 2001). La
participacién de la mujer en el mundo laboral y el deseo de procreacién a edades
cada vez mds avanzadas, son las causas que la han llevado a esta grave situacidn.

Cada ano aumenta el nimero de ciclos de FIV-TE en pacientes con edades
superiores a 37 afos y con indices de éxito bajos, por lo que se recurre a la donacién
de ovocitos, prohibida en muchos paises europeos.

La caida de la fecundidad con la edad antes de la menopausia, es un fenémeno
bien conocido en Reproduccién Asistida (RA). Las causas son, bdsicamente, la
escasa reserva ovarica y la mala calidad de los ovocitos restantes. Se estima que entre
el 70 a 80% de estos son portadores de defectos cromosémicos o genéticos, (Tarin
et al., 1991; Pellicer et al., 1999b; Ebner et al., 2006).

Tanto la cantidad como la calidad de los ovocitos restantes estdn estrechamente
relacionadas entre si y con la edad. Los mejores ovocitos son reclutados en los
primeros afios reproductivos.

Esta calidad se evaltia con el porcentaje de ovocitos metafase II obtenidos y
mediante su observacién morfoldgica. Pero se sabe que ovocitos morfolégicamente
normales no lo son cuando se estudian con microscopia electrénica (Ebner ez al.,
20006). Se ha observado un descenso en la fraccién mitocondrial encargada de los
procesos oxidativos con un incremento tanto de la dilatacién del aparato de Golgi
como del reticulo endoplasmdtico que se corresponden con un descenso de la
actividad metabdlica que acompanard no solo a los ovocitos sino a los embriones de

ellos derivados. (Esquema 1)
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DIVISION CELULAS GERMINALES PRIMODIALES

PRECOZ
SEMANAS 6-12

NORMALIDAD

TARDIA
SENVIANAS 12-20

ANOMALIAS MEIOSIS
TELOMEROS CORTOS
MALFORMACIONES 802

INMUNOFLUORESCENCIA
CROMATINA Y TUBULOS

Esquema 1
Durante la vida intrauterina existen dos fases de division de las células germinales
(arriba). La segunda o tardia da lugar a numerosos foliculos primordiales anormales.

Estos son los diltimos que se ovulan en la vida reproductiva (abajo).
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1. INTRODUCCION

Se explica asi que se logren menos tasas de gestacién independientemente de la
edad y sin que la morfologia ovocitaria parezca estar alterada. La tasa de aneuploidias
aumenta considerablemente con la edad, siendo la principal causa en reducir la
fertilidad. Las principales son las anomalias en la segregacién de los cromosomas en
la primera meiosis. Se produce asi un declive con la edad de la competencia meiética
y del desarrollo ovocitario.

La deplecién folicular mds que la edad afecta a la capacidad del ovocito para
controlar su propia segregacién de los cromosomas, por lo que existe un mayor
riesgo de sindrome de Down. Se asocian pues riesgos de trisomia y errores en la
segregacion.

El medio ambiente alterado a estas edades o con esta reserva ovdrica disminuida
puede influir y afectar en las interacciones entre foliculo y ovocito modificando
la expresién y concentracién de factores como el meiosis-activating sterol (MAS)
(Cukurcam et al., 2007). De esta forma podrian lesionarse los procesos que
desencadenan la maduracién nuclear y citoplasmdtica.

Se ha visto, por ejemplo, un aumento del VEGF (vascular endotelial growth
factor) relacionado con anomalias en el huso meidtico que alteraria el aporte de
oxigeno. Esta hipoxia serfa causa primaria de la maduracién alterada (Van Blerkom,
1997). Los ovocitos hipéxicos van dotados de anomalias en la organizacién de los
cromosomas asociados a defectos del huso acromdtico durante la metafase. Estos
disturbios llevarian a desérdenes de segregacién y mosaicismos.

Si en las fases finales de maduracién in vitro de ovocitos de ratén se suprime el
suplemento de oxigeno, ésta se frena y aumenta la incidencia de cromosomas no
alineados. El estrés oxidativo en ovocitos como respuesta al envejecimiento es capaz

de inducir las anomalias del huso acromitico y la aparicién de aneuploidias.
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La hormona antimiilleriana: Un marcador predictivo en reproduccion asistida

1.1 EL ENVEJECIMIENTO DEL UTERO Y LA MENOPAUSIA

El envejecimiento uterino no es la causa, muestra de ello son los altos indices de
gestaciones que se logran por donacién de ovocitos entre los 45 y 50 afios (60-70%).
O el parto a edades muy avanzadas.

La aparicién de la menopausia ocurre cuando solo restan unos mil foliculos, sin
embargo, la infertilidad precede en muchos anos y estd estimada, mds o menos, en
unos 13,5. (Fig 1)

Figura 1

La curva superior muestra la relacion entre la cuantia de foliculos primordiales
con la edad y ha sido obtenida de cortes histoldgicos ovdricos. La parte inferior
muestra el niimero de foliculos segiin la edad. Se observa como a partir de cierta

edad (35-37anos) el declive es mayor. El declinar relativo del niimero de foliculos se
evidencia en ambas curvas (modificado de Scheffer et al., 1999).

La menopausia de origen ovdrico disfuncional también esta determinada por el
pool de células germinales almacenado y por el indice de deplecién durante la vida

(Navot et al., 1994).
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1. INTRODUCCION

1.2 ENVEJECIMIENTO OVARICO

El fenémeno de la deplecién folicular se inicia con el comienzo del desarrollo
ovdrico y finaliza casi cinco afnos después de instaurarse la menopausia (Bonilla-
Musoles ez al., 2010b).

La concentracién de foliculos primordiales sufre una deplecién permanente en
la vida intrauterina, inicidndose ya en el comienzo del desarrollo, cuando las células
germinales estin emigrando hacia la cresta genital. Este fenémeno es evidente,
bastante antes de la semana 12 (Bonilla- Musoles, 1974a).

Las células germinales primitivas proceden de una porcién especifica del botén
embrionario, y desde el saco vitelino (dia 24) en el techo del intestino primitivo,
descienden por el dngulo celémico (dia 28) a través de la via germinal (o Keimbahn)
hasta alcanzar el dia 31 la cresta genital, un engrosamiento del epitelio celémico
llamado epitelio germinal en un 4rea especifica situada junto a lo que serdn los
esbozos de los conductos de Wolff, de Miiller y al lado de donde se desarrollaran los
rifiones y las gldndulas suprarrenales (Bonillas-Musoles ez a/., 2010b).

El mecanismo de esta emigracién obedece a tres causas: movimientos
ameboideos, un quimiotactismo reciproco de éstas hacia la cresta germinal y
viceversa y por la presién sanguinea vascular que lo facilita. A mayor presién
mayor rapidez en alcanzar la cresta.

Durante esta emigracién muchas de ellas no alcanzan la cresta genital,
degeneran y desaparecen o cesan en su progresién e implantindose dan lugar a
los quistes pilonidales o a teratomas.

Una vez en el estroma de la cresta genital sufren un fenémeno lujurioso de
multiplicacién celular hasta la fase de dictiotene de la segunda divisién meidtica.
En esta fase permanecen hasta momentos antes de la ovulacién, en la vida
reproductiva, cuando reiniciardn el proceso de meiosis fundamental para la
fertilizacién.

Finalizada la divisién (entre las semanas 12, la mayoria, y 20 muchas menos)
se rodean de unas células procedentes de los conductos de Pfliiger, origen de la
granulosa (Fig. 2). Este es un proceso fundamental de defensa inmunoldgica y
genética, pues de no acontecer, las células germinales son consideradas como un

aloinjerto y destruidas.
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Figura 2

Arriba microscopia electronica de transmision de dos células germinales
embrionarias en fase de division. Los cromosomas se observan en negro. Abajo,
[finalizada la division, las células germinales se rodean de una fina capa de células de la

granulosa que las protege (flechas rojas) (Bonilla-Musoles, 1974a).

Este proceso de divisién es tan brutal, que el embrién de 8 semanas ya tiene
almacenadas 600.000 células primordiales germinales que alcanzan en el séptimo
mes los 7 millones, (Bonilla-Musoles 1974 a y b; Block 1952; Baker 1963).

Pero a partir de ahi, el fenémeno de la deplecién se acenttia de forma que al
nacimiento, estin presentes 1 millén de foliculos primordiales, 600.000 a la edad
de 6 meses y en la pubertad ya solo persisten 300.000 (Bonilla-Musoles, 1974 b).

Aunque, el fenémeno de la deplecién continta a lo largo de toda la vida

reproductiva, aproximadamente hacialos 37 afios se acelera y disminuye ripidamente
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1. INTRODUCCION

la capacidad reproductiva (Menken, 1986; Faddy ez al., 1992). A ello se afiade que
los foliculos de mejor calidad son los primeros a ser reclutados durante los afios
iniciales.

Asi pues, el declive es exponencial y se dobla cuando la dotacién cae por bajo de
un nivel critico establecido en 25.000 foliculos primordiales y primarios, con una
edad de 37,5 afios.

La menopausia se instaura cuando no restan mds que 1.000-5.000 foliculos.
Se ha sugerido que estos foliculos restantes serian de muy baja calidad y/o menos
sensibles a los niveles elevados de gonadotropinas (Blumenfeld y Haim, 1997). Un
10% de las mujeres ya presentan la menopausia a los 45 afios.

Las recién nacidas poseen la cortical del ovario engrosada pues estd dotada de
cientos de miles de foliculos primordiales y primarios. Pueden verse muchos de ellos
degenerados.

Una vez se establecen los ciclos menstruales, y unos 80 dias antes de la ovulacién,
se inicia e/ reclutamiento de unos 450 a 500 foliculos primordiales y primarios. Este
fenémeno es independiente de la FSH y la LH y acontece gracias a factores de crecimiento
y vasculares locales (Insulin growth factor, interleukin 1,6, vascular endothelial growth
factor, etc.) (Kaipia 1997; Pellicer ez al., 1999a; Casan et al., 2000).

De ellos solo 20 a 25 llegan al pico de la FSH inter-ciclica. El resto degeneran

y desaparecen. De los que llegan, son seleccionados unos pocos (1 a 3) que_maduran

y alcanzan la fase de foliculo pre-ovulatorio. Sin embargo son suficientes, pues una
mujer llegard a ovular a lo largo de la vida entre 400 y 450 veces.

Los principales mecanismos y el momento en que tantos millones de células
germinales degeneran a lo largo de toda la vida, especialmente al comienzo, y el por
qué de que algunas mujeres vean acelerado este proceso en el tiempo son (Bonilla-
Musoles,1974b):

- La necrosis. En general de origen vascular, por pérdida o disminucién de
la red vascular peri folicular (Fig. 3) (Pellicer ez al., 1994). Este es importante
durante la vida intrauterina pero también, y mucho mds, durante la época
reproductiva. Una vez necrosados desaparecen. El proceso se ve acelerado
por fallo vascular primario, infecciones, inflamaciones, endometriosis, etc.
De ahi la importancia del estudio de los flujos vasculares en la medular del

ovario en la mujer adulta.
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Figura 3

Arriba, microscopia electronica de dos foliculos primordiales fetales humanos necréticos.
El ovocito muestra la cromatina concentrada e irregular en la periferia del niicleo, existe ya
vacuolizacion intranuclear. Abajo, tres ovocitos fetales humanos ya degenerados. Los dos de

los ladlos ya han sido fagocitados y el central ya necrosado lo estd siendo. Ninguno muestra
células de la granulosa rodedndolos (Bonilla-Musoles, 1974 a)

- La autolisis y fagocitacién. Acontece cuando no existe una capa de
células de la granulosa que los rodea completamente. De alterarse ésta, el
ovocito degenera y es fagocitado. Este fenémeno se exacerba en casos de
patologfas de causa inmunoldgica o genética. Es el caso de las disgenesias

gonadales (Fig. 3)

- La Migracién de los ovocitos a la superficie ovdrica donde saltan y
desaparecen. Es el mis importante en la vida intra uterina y continua sélo

hasta pocos meses después del nacimiento.
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1. INTRODUCCION

La confirmacién ha venido de la mano de la microscopia electrénica de barrido de
ovarios fetales. La superficie del ovario fetal en semana 28 es lisa y muestra entrantes
(ovario girato) donde persisten, tras el nacimiento, restos del epitelio celémico. Sin
embargo, cuando se amplia la imagen, se observa que muestra innumerables ovocitos
que hacen resalte y que saltan a cavidad abdominal. Lo hacen de dos formas:

- Bien en grandes grupos a modo de racimos, que se asemejan a fresas o

moras, mds tipico de las semanas 24 a 32 (fig. 4).

A= < . il - =
e | R i

-'I- ‘; S

Figura 4
Microscopia electrénica de barrido de la superficie de un ovario fetal en semana
28. Se observan numerosos grupos de foliculos primordiales saliendo de la superficie en
grupos. Algunos de estos grupos (arriba e izquierda) semejan fresas o moras. (Bonilla-
Musoles, 1974a)

- Bien de formaaislada, pero ocupando grandes dreas y siendo, igualmente,

numerosisimos los que saltan (Fig. 5)

—27-



Figura 5
Microscopia electronica de barrido de la superficie de un ovario fetal en semana 32.
Se observan numerosos foliculos primordiales saliendo de la superficie en forma aislada
(Flechas) (Bonilla-Musoles, 1974a).

El fenémeno se mantiene tras el nacimiento (Fig. 6) aunque ya de forma mis
selectiva y mds comunmente de manera aislada. Finalmente, y en las zonas donde

emergieron los foliculos quedan lesiones en la superficie que semejan criteres.

Figura 6

Microscopia electrénica de barrido de la superficie de un ovario a los tres meses del
nacimiento. Se siguen observando foliculos primordiales saliendo de la superficie de
Jforma aislada (izquierda), pero en menor cuantia. En las zonas donde se ha producido

la emigracion quedan agujeros en la superficie que semejan crdteres (derecha, flechas)
(Bonilla-Musoles, 1974a).
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1. INTRODUCCION

En resumen, el declive es permanente, mds acentuado en la vida intrauterina y
muchisimo mds en la época premenopdusica, pero persiste hasta cinco afios después
de la menopausia. Estos ovocitos restantes tienen unas caracteristicas morfoldgicas y
de calidad diferentes, especialmente desde unos trece afios antes de que la menopausia
se instaure (Bonilla-Musoles ez /., 2010d).

Queda claro que la importancia de estos procesos (y situaciones que los agraven)
tanto en la vida pre como postnatal, en la determinacién del pool folicular serdn
esenciales y que tienen lugar mediante una muerte celular programada o apoptosis.
Pero se conoce que, las gonadotropinas, los estrogenos, los factores de crecimiento,
las citoquinas, la reorganizacién de la actina del citoesqueleto y el 6xido nitrico
protegen frente a ésta. Al mismo tiempo, el factor de necrosis tumoral alfa, los
andrdgenos, las familias de los genes BCL2 e ICE la promueven (Kaipia y Hsueh,
1997).

Un pool inicial folicular disminuido o una tasa de atresia folicular aumentada

dardn lugar a un agotamiento folicular prematuro.
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1.3 ETIOLOGIA DEL FALLO OVARICO PRECOZ

Este fue definido por De Moraes-Ruehsen en 1967 como el cese no fisioldgico
de la menstruacién antes de los 40 afios y después de la menarquia (Sherman, 1979;
Castelo-Branco, 2003).

Los factores etioldgicos han sido clasificados en (Castelo-Branco, 2003):

DEPLECION FOLICULAR
Pool folicular inicial deficiente:
o Disgenesia gonadal pura
o Aplasia o hipoplasia timica. La timectomia intrattero produce
una dotacién anormal de foliculos primordiales
o Idiopdtica
Atresia folicular acelerada:
o Alteraciones cromosdmicas
o Numéricas
X Sindrome de Turner
X Mosaicismos
o Estructurales
X Delecciones del cromosoma X
Galactosemia
Agentes externos

X Iatrogénicos (cirugia de trompas, ovario, embolizaciones
que reducirfan el volumen ovérico y/o su vascularizacién,
quimioterapia dependiente de firmaco dosis y edad de
la mujer, radioterapia pélvica superior a 600 cGrays)

X Otros (tabaco, de enorme importancia, endometriosis,
infecciones como la parotiditis, metales pesados,
disolventes, pesticidas, pldsticos y quimicos industriales
o la propia epilepsia)

Alteraciones inmunolégicas. Se asocia a enfermedades autoinmunes tanto
endocrinas (hipotiroidismo, hipoparatiroidismo, Addison, Diabetes) como
no endocrinas (candidiasis crénica, purpura trombocitopénica, vitiligo,

anemia hemolitica autoinmune, anemia perniciosa, lupus, artritis reumatoide,
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Chron, sindrome de Sjogren, cirrosis biliar primaria y hepatitis crénica activa
autoinmune).

Idiopéticas

DISFUNCION FOLICULAR
Alteraciones inmunoldgicas (autoinmunidad, ooforitis linfocitica).
Déficits enzimdticos
o De 170 hidrolasa
o De 17-20 desmolasa
o De colesterol desmolasa
o De galactosa-1-fosfato-uridiltransferasa
Anomalias gonadotrépicas

Sindrome del ovario resistente
IDIOPATICO

Su incidencia se estima inferior al 1% de las mujeres menores de 40 afnos (Ebner
et al., 2006; Bonilla-Musoles, 2009).

Desde el punto de vista anatémico y funcional se han descrito dos variedades de
fallo ovdrico precoz:

La afolicular, propia de las disgenesias gonadales, gonadoblastomas y
hermafroditismos, donde existe una deplecién total de los foliculos, y

La folicular, donde pueden detectarse algunas estructuras foliculares y en las que,
tedricamente, puede reaparecer, en algunas ocasiones, cierta funcion ovdrica. Dentro
de esta se distinguen la ooforitis (a nivel folicular), los ovarios con pocos foliculos y los
ovarios con numerosos foliculos (sindrome de ovarios resistentes o refractarios).

Es evidente que este puede ser producido por mdltiples causas responsables de la
progresiva, y a veces muy rdpida, disminucién y desaparicién de los foliculos o de la
falta de respuesta de estos a los estimulos hormonales habituales.

En algunos casos existe historia familiar (Coulam 1983 y 1986) de aqui la
importancia del conocimiento de los antecedentes al investigar la anamnesis.

Entrelos factores etiolégicos mencionados la disminucion en el pool original

en la fase embrionaria, no es bien conocido. Se habla tanto de una dotacién inicial
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deficiente de foliculos primordiales, lo mas comin, como de una tasa acelerada de
atresia folicular. Se implican factores cromosémicos (disgenesias gonadales, etc.),
enzimdticos e inmunoldgicos (hipoplasia o aplasia timica).

Los mecanismos reguladores de la migracién de las células germinales faltan
por estar perfilados y una alteracién en cualquiera de ellos puede resultar en una
reduccién de la poblacién inicial o incluso en su ausencia total (disgenesias).

Esimportante saber que estas pacientes no tienen porqué presentar necesariamente
amenorrea primaria, ya que leves alteraciones pueden dar lugar a desarrollo de los
caracteres secundarios, pubertad y fertilidad inicial

La atresia folicular acelerada, tanto prematal como postnatal, origina
gbnadas sin foliculos o muy escasos y se involucran factores genéticos, enzimdticos,
inmunoldgicos y agentes externos.

La reduccién prematura de la poblacién suele deberse a un incremento de la atresia
folicular a través de un proceso de apoptosis programado. Este est4 mediado por numerosas
moléculas del ovario fetal y del adulto con accién pro-apoptdsica y pro-supervivencia,
cuyo desequilibrio puede determinar el incremento de la tasa de atresia folicular.

Las alteraciones cromosémicas, tanto numéricas como estructurales, aparecen en
un 20-50% de los casos. Caben resaltar el sindrome de Turner, la trisomia X presente
en el 3,8% de mujeres con fallo ovdrico prematuro, las alteraciones de los brazos
cortos y largos, los isocromosomas y el sindrome del cromosoma X frdgil, pero los
mids frecuentes son los mosaicismos ( 45XO/46XX; 45X/47XXX, 46XX/47XXX,
etc.) con una incidencia que oscila entre el 5 y el 40%. En ellos el dafio gonadal
suele ocurrir una vez ha tenido lugar el desarrollo y la diferenciacién del ovario y por
ello, con frecuencia, queda algtin grado de funcién folicular. También se imbrican
defectos genéticos autosémicos.

Es necesaria la presencia de los dos cromosomas X para el desarrollo normal de la
gbénada, la ausencia de uno de ellos no interfiere en el proceso de la emigracién de las
células germinales primitivas, pero si acelera la atresia, de forma que al nacimiento
la génada es disgenética y sin foliculos.

La Galactosemia, trastorno hereditario autosémico recesivo del metabolismo de
los hidratos de carbono, por déficit de la enzima galactosa-1-fosfato-uridintransferasa
produce alteraciones en la funcién ovérica en el 30-60% de los casos, pero se

desconoce el mecanismo.
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La presencia de foliculos, en la disfuncién folicular, no es sinénimo de funcién
ovdrica normal. Aunque muchas son desconocidas, conocemos algunas de sus causas
tales como las alteraciones enzimadticas de la esteroidogénesis.

Numerosos estudios (Coulam, 1983) han mostrado que la autoinmunidad es una
de las causas potenciales. Las enfermedades autoinmunes endocrinas producen una
regulacién aberrante de la respuesta inmune tanto de la inmunidad celular (células
T, células NK) como de la humoral (anticuerpos) convirtiéndose el tejido endocrino
en blanco del ataque autoinmunitario, resultando, finalmente, la destruccién de la
glindula.

Parece que en la patogénesis de estos fallos endocrinos se requiere la participacién
conjunta de factores genéticos y ambientales (Coulam, 1986; Hoek, 1997).

Son numerosas las enfermedades autoinmunes capaces de actuar sobre el ovario
(hipotiroidismo, enfermedad de Addison, hipoparatiroidismo, candidiasis muco
cutdnea, miastenia gravis, enfermedad de Chron, vitiligo, anemia perniciosa,
diabetes mellitus, lupus, artritis reumatoide, etc.).

Son conocidos casos de presencia de anticuerpos circulantes frente al receptor de
la FSH, de la LH, anti-zona peltcida, etc.

A pesar de todo ello, se desconoce el mecanismo implicado en la autoinmunidad
contra el ovario.

Finalmente, cuando no se encuentra una causa, y son muchos los casos, se
denominan idiopdticos. Algunos son transitorios y la paciente recupera la funcién
ovdrica de forma espontdnea, incluso quedan gestantes, si bien es frecuente que

vuelva a repetirse el fallo ovérico.
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1.4 VALORACION DE LA RESERVA OVARICA

Se utiliza el término Reserva ovérica (RO) para describir la capacidad funcional
de los ovarios y refleja el niimero y la calidad de los ovocitos que quedan en el
ovario en un momento determinado y guarda una correlacién inversa con la edad
cronoldgica de la mujer.

Los cambios sociales acaecidos en los tltimos afios en la planificaciéon familiar,
han causado un incremento en la incidencia de pacientes infértiles debido al
envejecimiento de su capacidad reproductiva (Weinstein ez @/, 1993; Abma ez
al., 1997; Ventura er al., 2001). Estudios en poblaciones con gran nimero de
familias numerosas, y donde apenas se usan anticonceptivos, han demostrado que
la fertilidad de la mujer empieza a declinar bastante antes de que se pueda apreciar,
probablemente sobre los treinta. Descenso que se ve acentuado a los treinta y cinco y
que conducird a la esterilidad en una edad media de cuarenta y un afos (Spira ez al.,
1998; Wood, 1989; te Velde and Pearson, 2002). La probabilidad de no concebir
un primer hijo en doce meses es menor 5% para mujeres de veinte afos, pero sube
hasta un 30% para mujeres de treinta y cinco anos (Abma ez a/., 1997). El efecto de
la edad sobre la fertilidad femenina también ha sido demostrado por los resultados
de numerosos estudios sobre tratamiento de fertilidad en parejas infértiles. La
probabilidad de conseguir un hijo gracias a las técnicas de reproduccién asistida
(TRA) disminuye claramente después de los treinta y cinco afos, y lo mismo se ha
demostrado para las tasas de implantacién embrionaria (Broekmans ez al., 20006).
Asi, la edad de la mujer se ha establecido como un importante predictor del éxito
de las TRA.

En las dltimas dos décadas, han sido estudiados varios tests conocidos como
Tests de Reserva Ovérica (TRO), por su habilidad para predecir los resultados de un
tratramiento de fecundacién in vitro en términos de ovocitos recuperados y tasas de
embarazo. Algunos de estos tests han llegado a ser parte de las pruebas diagnésticas
de rutina realizadas en pacientes infértiles que van a someterse a un tratamiento de
reproduccién asistida.

Se considera que una reserva ovdrica normal debe permitir obtener 8-10 foliculos/
ovocitos maduros tras estimulacién con gonadotropinas en FIV, para proporcionar unas
posibilidades éptimas de embarazo (Fasouliotis ez 2/, 2000). En general, la edad de la

mujer es una manera sencilla de obtener informacién acerca de su RO, tanto en términos
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de cantidad como de calidad (Templeton ez 4., 1996). Sin embargo, se ha observado
una sustancial variacién en la disminucién de la capacidad reproductiva en funcién de
la edad (te Velde and Pearson, 2002). Por ello, el objetivo de los TRO seria identificar
entre las mujeres que van a someterse a una TRA, las que tienen riesgo aumentado de
baja respuesta o probabilidad muy baja de conseguir un embarazo tras FIV; las de edad
avanzada que trendrdn buenas posibilidades de embarazo; las relativamente jovenes
que a pesar de tener una baja reserva, pueden presentar posibilidades de embarazo. En
las mujeres que desean retrasar la maternidad, serfa interesante poder valorar su reserva
ovérica actual y predecir su edad de menopausia.

Si conseguimos identificar tales categorias de mujeres, el manejo podrd ser
individualizado, en relacién a las dosis de estimulacién y al consejo que podremos
hacer a la pareja acerca de sus posibilidades de éxito (Tarlatzis ez al., 2003) y la
conveniencia de iniciar o no el tratamiento.

Casi toda la literatura dedicada a la RO se centra en la capacidad de respuesta
a la estimulalcién con gonadotropinas en el contexto de un ciclo de Fecundacién
in Vitro. Puesto que no hay método para contabilizar el remanente de foliculos
primordiales, se acepta que una respuesta adecuada a la estimulacién ovirica es el
pardmetro clinico de RO que nos va a informar del pool de foliculos primordiales,
y servird como punto de referencia para la valoracién de la capacidad diagnéstica
de los TRO. También la consecuciéon de un embarazo tras FIV, se establece como
variable para juzgar la validez clinica de los TRO. Sin embargo, la obtencién de un
embarazo tras TRA puede estar influenciada por otros factores, por lo que muchos
test presentan buena capacidad de prediccién de la respuesta a la estimulacién, pero
fracasan a la hora de predecir la probabilidad de embarazo.

Se considera que el proceso de envejecimiento reproductivo estd determinado
por un descenso gradual de la cantidad y calidad de los ovocitos contenidos en
los foliculos presentes en la corteza ovdrica. El envejecimiento del ovario conlleva
unos cambios endocrinos que reflejan el agotamiento de la poblacién de foliculos:
disminucién del recuento de foliculos astrales (RFA) y del volumen ovérico;
reduccién en la produccién de inhibinas, bdsicamente de la inhibina B, y hormona
antimiilleriana (AMH); incremento de los niveles de hormona foliculoestimulante
(FSH) interciclo y en fase folicular precoz, y aumento prematuro de los niveles

basales de estradiol.
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La edad constituye el primer marcador de cantidad y de calidad de la RO. En los
ciclos de FIV se pone de manifiesto claramente la relacién directa entre la edad de
la mujer y la tasa de embarazo. Se puede obtener una valoracién de la RO midiendo
directamente productos de las células de la granulosa (Estradiol, AMH, Inhibina
B) o mediante el estudio de la capacidad de respuesta ovérica (FSH, Estradiol, tests
funcionales). La mayoria de los TRO usados tienen un bajo valor predictivo, lo que

los convierte en herramientas de screnning.
1.4.1 TESTS PASIVOS DE RESERVA OVARICA

HORMONA FOLICULOESTIMULANTE (FSH)

Los niveles basales de FSH en dia 3 del ciclo, es una medida indirecta del tamano
de la cohorte de foliculos, y estd regulada por varios factores, incluyendo inhibinas,
activinas, estradiol y folistatinas. Es el test mds ampliamente utilizado para la
evaluacion de la respuesta ovdrica a la estimulacién, en las Gltimas dos décadas.

Laelevacién delosvalores séricos de FSH se debe a un mecanismo de compensacién
de la hipéfisis ante la deplecién folicular y la reduccién en la produccién hormonal
del ovario (estradiol). La calidad de los ovocitos puede también relacionarse con los
niveles de FSH. Como algunos investigadores han descritos, altos titulos de FSH se
asociaron con un incremento de aneuploidias (Nasseri ez a/., 1999).

La apropiada fecha de obtenciéon de la FSH es esencial. El test se realiza en el
dia mds 3 del ciclo menstrual, entendiendo el dia 1 el primer dia de menstruacién.
Obtener una muestra mds alld del tecer dia, proporcionard una informacién menos
vélida. Los valores de FSH son estables entres los dias 2 y 5, y por ello, cualquier
medida realizada en esta ventana, proporcionard resultados comparables. Debido
a que los quistes funcionales representan una fuente de estradiol endégeno, una
ecografia transvaginal para documentar el estado del ovario en el momento de la
medida de FSH, serd necesaria.

No todos los laboratorios, utilizan el mismo inmunoensayo para medir la
FSH, por tanto, estas diferencias deben ser tomadas en consideracién cuando se
comparan los resultados de distintos estudios. Las fluctuaciones fisiolégicas de las
gonadotropinas durante el ciclo menstrual, también pueden introducir un grado de

error en las medidas. No se ha aceptado un punto de corte universal, vélido para
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predecir la baja respuesta. Se consideran que mujeres que se someterdn a un ciclo
FIV, con niveles de FSH el dia 3 <15 mU/ml tendrdn dos veces mds posibilidades de
concebir que mujeres con niveles de FSH entre 15 y 24.9 mU/ml (Scott ez al., 1993).
Otras series, mostraron un pronunciado declive en las tasas de gestacién cuando la
ESH era mayor de 20 mU/ml (Muasher et al, 88). Un metandlisis realizado por el
equipo de Broekmans, mostré en mujeres con ciclos regulares que la precisién de
la FSH para predecir una baja respuesta y bajas posibilidades de concepcidn, era
satisfactoria s6lo cuando se utilizaban umbrales altos de FSH. De aqui que la FSH
se presenta Gtil slo para un pequeno niimero de mujeres como test de screnning
y para su asesoramiento (Jirge, 2011). Es conocido que el envejecimiento ovdrico
empieza varios anos antes que cualquier elevacién en los niveles de FSH, por lo que
un test normal no descartarfa una baja respuesta en algunos casos. En general, una
historia de FSH basales elevadas, en mujeres menores de 40 afios, anticipa un nimero
reducido de ovocitos recuperados durante el ciclo FIV, incluso aunque los valores
de FSH en dicho ciclo sean normales. En mujeres mayores de 40 afos, niveles de
FSH elevados en el tercer dia del ciclo, presuponen pero prondstico. Estas pacientes
probablemente tendrdn comprometida la respuesta ovdrica y dafada la calidad
embrionaria en comparacién a mujeres con niveles normales, que repercutirdn en el
bajo nimero de ovocitos recuperados, el mayor niimero de cancelaciones y las tasas
mids bajas de implantacién y embarazo (Roberts ez al., 2005).

Combinado con otros marcadores, la FSH nos serd util para el asesoramiento de
las parejas que vayan a iniciar un tratamiento de FIV, pero no debera utilizarse para
excluir a mujeres con ciclos regulares de un tratamiento de reproduccién asistida.

La revisién realizada por Broekmans y su equipo en 2006, muestra curvas ROC
estimadas y valores de sensibilidad-especificidad para todos los estudios incluidos,
en la valoracién de los distintos tests de RO para la prediccién de baja respuesta
y de no embarazo (grificas 1 y 2).Los estudios que reportaban valores umbrales
diferentes son representados por un niimero equivalente de puntos de sensibilidad
y especificidad. IV en las leyendas se refiere al niimero de ciclos estudiados, lo cual
en algunos estudios es equivalente al nimero de parejas tratadas. Mostramos a

continuacién, y posteriormente para cada TRO, las curvas ROC estimadas para la

FSH.
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Grifica 1.

Curva ROC estimada y puntos de sensibilidad-especificidad para todos los estudios
reportados sobre el valor de la FSH basal en la prediccion de la baja respuesta (extraido
de Broekmans, 20006).
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Grifica 2.
Curva ROC estimada y puntos de sensibilidad-especificidad para todos los estudios
reportados sobre el valor de la FSH basal en la prediccion de no-embarazo (extraido de

Broekmans, 2006).
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ESTRADIOL (E2)

Conforme aumenta la edad de la mujer y disminuye la reserva de foliculos,
aumenta el nivel de FSH. Al disminuir los foliculos, disminuyen las células de la
granulosa y sus productos de secreciéon, La mayor parte del estradiol circulante en
la mujer en edad reproductiva estd producido por el foliculo preovulatario, por lo
que mientras exista desarrollo folicular no se observan diferencias significativas en la
mujer de edad reproductiva avanzada con ciclos regulares, respecto a los observados
en mujeres mds jovenes. Las modificaciones de los niveles de estraiol basal asociadas
a la reduccién de la RO se deben al reclutamiento folicular precoz debido al
incremento de los niveles interciclo de FSH, que se traducen en una elevacién de los
niveles de estradiol basal.

Sehademostrado unacorrelaciéninversaentrelarespuestaovdricaalaestimulacién
con gonadotropinas y los niveles de estradiol. Pacientes que se van a someter a un
ciclo FIV con niveles elevados de Estradiol en dia 3 (>80 pg/ml), tuvieron mayores
tasas de cancelacién y menores de concepcién, independientemente de los niveles de
FSH. Estos datos contrastan con los de estudios previos que no mostraron una clara
asociacion entre los niveles de estariol y los resultados de un tratamiento FIV (Scott
et al., 1993). El estradiol ha sido analizado en diez estudios diferentes (Broekmans ez
al., 2000), y se concluy6 que presentaba un bajo valor predictivo tanto para predecir
baja repuesta como no-embarazo (grificas 3 y 4). Probablemente la utilidad de
la determinacién de estradiol basal en el estudio de la RO se reduzca a permitir
identificar pacientes con baja RO que presentan acortamiento de la fase folicular
del ciclo y niveles de FSH “falsamente” bajos, al estar inhibida su secrecién por la

presencia de niveles elevados de estradiol.
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Grifica 3.
Curva ROC estimada y puntos de sensibilidad-especificidad para todos los estudios
reportados sobre el valor del E2 basal en la prediccion de baja respuesta (extraido de
Broekmans, 2006).
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Curva ROC estimada y puntos de sensibilidad-especificidad para todos los estudios
reportados sobre el valor del E2 basal en la prediccion de no-embarazo (extraido de
Broekmans, 20006).
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INHIBINA B

Las inhibinas son glicoproteinas heterodiméricas miembros de la superfamilia de
los Transformin-growth factors —§ (TGF-f). Se componen de una subunidad unida
por un puente disulfuro a una de las dos subunidades £ (8A y £8B), formando la
inhibina A y B (respectivamente). El patrén de secrecién para estas dos hormonas es
distinto a lo largo del ciclo menstrual. Se conoce que la inhibina B es mayormente
producida en la fase folicular temprana y media, mientras que la inhibina A es la
dominante en la fase folicular tardia y fase litea (Groome ez al., 1994 y 1996). Por ello
se consider6 la inhibina B mds idénea para su uso en endocrinologia reproductiva.
En el periodo de transicién menopdusica se produce una sustancial disminucién
de los niveles de inhibina B, mds precozmente que los cambios en la inhibina A
y el estradiol, sugiriendo que esta reduccién de la inhibina B es responsable del
incremento monotrépico de FSH observado durante el envejecimiento ovirico.

Se encontré concentraciones significativamente reducidas de inhibina B en
mujeres mayores de 35 anos (Klein ez /., 1996). Estos hallazgos fueron ampliados
por otros investigadores, que mostraron que niveles de inhibina B en dia 3 por
debajo de 45 pg/ml, se asociaban con baja respuesta a gonadotropinas, tasas de
cancelacién mayores, menor nimero de ovocitos recuperados y tasas de embarazo
significativamente reducidas en comparacién con aquellas mujeres que presentaban
niveles mayores de 45 pg/ml (Seifer ez al., 1997). Nueve estudios revisados en 20006,
mostraron que la inhibina B como test presentaba una alta tasa de fasos positivos,

lo que la hacia inapropiada para excluir pacientes de un tratamiento FIV (graficas

5y06).
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reportados sobre el valor de la inhibina en la prediccion de baja respuesta (extraido de

Broekmans, 20006).
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HORMONA ANTIMULLERIANA (HAM)

Su aparicién como test de reserva ovdrica es relativamente reciente, pero
presenta varias ventajas frente a otros métodos. Primero, la HAM aparece como el
marcador que mds precozmente sufre cambios con la edad de la mujer, por lo que
podria identificar una disminucién de la reserva ovdrica antes que otras técnicas. A
diferencia de la FSH, la HAM no necesita ser medida en un dia concreto del ciclo.
Ademds, no presenta variabilidad interciclos, ni sus niveles se alteran por el uso de
agonistas de la GnRH.

Estudios recientes, sugieren que la HAM se correlaciona mejor con el nimero
de ovocitos recuperados en un ciclo FIV, en comparacién con la edad, FSH, LH,
inhibina-B y estradiol (Fanchin ez al., 2003a; Riggs ez al., 2008).

Es el objeto de nuestra tesis, por lo que posteriormente ahondaremos con detalle

en sus caracteristicas.

RECUENTO DE FOLICULOS ANTRALES

Debido a que la disminucién de la reserva ovdrica con el tiempo estd
funcionalmente relacionada con el nimero de foliculos antrales disponibles para
el reclutamiento, la exploracidn ecogréfica del ovario por via vaginal se ha utilizado
para la valoracién del status gonadal previo y durante un tratamiento de fertilidad.

Los foliculos en fase antral se distinguen bien mediante ecografia, su contenido
liquido crea una marcada interfase con el tejido sélido ovdrico circundante. Diferentes
didmetros se han utilizado para definir un foliculo antral (2-5 mm y/o 7-10 mm).
No existe consenso sobre el tamano de los foliculos antrales que representarian
verdaderamente la reserva ovdrica. Se ha visto que el nimero de foliculos antrales
con tamafno entre 2-5 mm disminuye con la edad y se correlaciona con otros
marcadores como la FSH o el test de clomifeno, y aquellos con tamano entre 7-10
mm permanecen constantes (Jirge, 2011). Por ello, los primeros se presentan para
ser mas fiables como marcadores de reserva ovérica. El niimero de foliculos antrales
con un didmetro de 2-5 mm medidos en el dia 1-2 del ciclo (o justo antes de la
administracién de gonadotropinas) se presenté como predictor de respuesta ovdrica
y embarazo, siendo un recuento menor de cinco predictor de no embarazo (Chang
et al., 1998). Resulta dificil establecer un valor umbral del RFA a partir del cual

se pueda predecir una baja respuesta, con gran variabilidad de los puntos de corte
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entre los distintos autores. Aunque no existe variacién en el RFA a lo largo del ciclo
menstrual, la mayoria de autores realizan la valoracién en fase folicular precoz, entre
el 3-50 dia del ciclo.

Problemas relacionados con esta técnica son la variabilidad interobservador y
la variacién bioldgica, pero debido a que la habilidad del RFA para predecir una
baja respuesta puede ser significativamente mejor que la que tienen FSH, inhibina
B y estradiol, el RFA ha sido considerado el test de primera eleccién por algunos
autores (Hendriks ez al., 2005; Avril, 2006). Sin embargo, un metandlisis de 15
estudios publicados sobre el RFA, concluyé que la precisién del test en predecir baja
respuesta en mujeres con ciclos regulares era satisfactoria s6lo con umbrales bajos,
y debido al limitado ndmero de tests con resultados anormales, el RFA carecia de
sensibilidad y especificidad para predecir un embarazo (Maheshwari ez al., 2006;
Hendriks ez a/., 2007). Como anteriormente, presentamos curvas ROC extraidas de
la revisién de Broekmans que muestran la sensibilidad y especificidad del RFA para

baja respuesta y no embarazo (grificas 7 y 8).

AFC - Poor Response
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0 - = Estimated ROC curve
O  Studies N = 250-1000

A Studies N = 100-250

Sensitivity

¢ Studies N < 100

0 0.2 0.4 0.6 0.8
I-Specificity
Grifica 7.
Curva ROC estimada y puntos de sensibilidad-especificidad para todos los estudios
reportados sobre el valor del RFA en la prediccion de la baja respuesta (extraido de
Broekmans, 2006).
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AFC - Non Pregnancy
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Grifica 8.

Curva ROC estimada y puntos de sensibilidad-especificidad para todos los estudios
reportados sobre el valor del REA en la prediccion de no embarazo (extraido de Broekmans,
2006).

VASCULARIZACION OVARICA

Consiste en la evaluacién del flujo sanguineo del estroma ovdrico, mediante
técnica Doppler. La ecografia Doppler vaginal ha sido extensamente utilizada
para la valoracién del flujo sanguineo ovdrico tanto en ciclos normales como
en ciclos de fecundacién in vitro (Chui et al, 1997). Los ultimos estudios
encontraron una significativa correlacién inversa entre la edad y el flujo
sanguineo perifolicular en el dia de laadministracién de la HCG o el dia anterior,
pero no en dias previos (Costello ez 4l., 2006). Incluso, un alto grado de flujo
ovérico perifolicular en la fase temprana de un ciclo FIV ha sido asociada con
una tasa mayor de embarazos (Sherstha ez /., 2006). Cuando esta modalidad de
estudio de la imagen se utilizaba en el momento de la recuperacién de ovocitos,
se observé una tendencia estadisticamente significativa hacia tasas de embarazo

m4ds altas cuando la cohorte de embriones a transferir incluia al menos uno
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que procediera de un foliculo con alto flujo vascular (Robson ez a/., 2008).
Otro estudio encontré que un indice de pulsatilidad bajo en el estroma ovirico,
medido durante la induccién de la ovulacidn, se asociaba con mayores tasas de
embarazo (Kim ez a/., 2002). Sin embargo, un meta-anilisis para predecir la
capacidad predictiva de esta prueba no pudo ser completado (Broekmans ez al.,
20006), debido a la heterogeneidad del estudio, destancando las diferencias en el
equipamiento y las técnicas de medida. Dado los retos asociados con la evaluacién
de la vascularizacién ovdrica, unas normas especificas deben desarrollarse,
basadas en al disponibilidad de las distintas modalidades de imagen, y recoger
los resultados de cada centro.

De todas maneras, se puede concluir segin el siguiente estudio, que el incremento
del flujo sanguineo ovérico durante su estimulacidn, no proporciona informacién
adicional al recuento de foliculos antrales.

En este caso, la revision realizada por el equipo de Broekmans no incluyé curvas
ROC ya que sélo un estudio presentaba las caracteristicas necesarias para poder

llevar a cabo un metanilisis.

VOLUMEN OVARICO

El volumen de los ovarios se miden por ecografia transvaginal aplicando al
férmula para una elipse (D1 x D2 x D3 x 7/6). El volumen de cada ovario se calcula
con la medida en tres direcciones del ovario. El volumen de cada ovario se suma para
obtener el volumen basal ovirico.

El volumen de los ovarios generalmente disminuye con la edad. Esta relacién
se aprecié objetivando una significativa tendencia a la disminucién del volumen
ovérico (VO), nimero de foliculos, y vascularizacién estromal en funcién de
la edad (Kupesic ez al., 2003). Este hallazgo apoyaba un estudio anterior que
incluia mds de 200 casos de FIV, en los que se objetivé que el volumen ovérico
era un importante predictor clinico del éxito reproductivo, superior a la FSH
o el estradiol basal (Syrop et al., 1999). Sin embargo, aunque utilicemos un
umbral bajo para el VO, cuando se utiliza s6lo este pardmetro, no presenta un
valor de prediccién aceptable en relacién al no-embarazo, y un meta-andlisis
concluyé que el VO no era apropiado como test de rutina en el manejo de la

reserva ovarica (Broekmans ez 4/., 20006) (gréfica 9 y 10).
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Curva ROC estimada y puntos de sensibilidad-especificidad para todos los estudios

reportados sobre el valor del volumen ovdrico en la prediccion de la baja respuesta.
(extraido de Broekmans, 2006).
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Grifica 10.

Curva ROC estimada y puntos de sensibilidad-especificidad para todos los estudios

reportados sobre el valor del volumen ovdrico en la prediccion de no embarazo (extraido

de Broekmans, 2006).
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1.4.2 TESTS DINAMICOS DE RESERVA OVARICA
Los test dindmicos investigan la capacidad de respuesta ovdrica a diferentes
estimulos: al citrato de clomifeno, a un andlogo agonista de la GnRH (“flare-up”) o

a las gonadotropinas exdgenas.

TEST DE CITRATO DE CLOMIFENO (TCC)

En las mujeres normorespondedoras, el CC provoca una mayor secrecién
hipofisaria de LH que de FSH; sin embargo, cuando la dotacién folicular es escasa,
la respuesta se invierte y se excreta mas FSH. La prueba consiste en administrar 100
mg de citrato de clomifeno desde el 5° al 9° dia del ciclo, determinando los niveles
basales de FSH en el dia 3 del ciclo, y en el dia 10 posteriores al tratamiento. Se
considera anormal el test si los niveles FSH tras la estimulacién son superiores a 10
Ul/ml, o si la suma de los valores basales y tras la estimulacién son superiores a 25
Ul/ml. Sin embargo, un metandlisis concluyé que el poder predictivo de respuesta
ovdrica y embarazo es bajo, y en cualquier caso no superior a otras pruebas basales
como la FSH. Ademis, el TCC presenta el inconveniente compartido por todos los
test dindmicos de ser caros, mds invasivos, precisar mayor tiempo y asociar posibles

efectos secundarios a las medicaciones (Jirge, 2011) (gréficas 11y 12).

OVVOL - Non Pregnancy
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Grifica 11.
Curva ROC estimada y puntos de sensibilidad-especificidad para todos los estudios
reportados sobre el valor del TCC en la prediccion de la baja respuesta (extraido de
Broekmans, 2006).
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CCCT - Non Pregnancy
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Grifica 12.
Curva ROC estimada y puntos de sensibilidad-especificidad para todos los estudios
reportados sobre el valor del TCC en la prediccion de no embarazo (extraido de
Broekmans, 2006).

TEST DE ESTIMULACION CON AGONISTAS DE LA GnRH (GAST)

Evaltia los cambios en las concentraciones plasmdticas del estradiol entre el 2°
y 3° dia el ciclo, tras la administracién de un andlogo agonista de la GnRH. Un
aumento en las concentraciones de estardiol es indicativo de buena reserva ovérica.
Su capacidad predictiva en cuanto a la baja respuesta en ciclos de FIV es bastante
buena, aunque no mayor a la de la inhibina B o el recuento de foliculos antrales

(Jirge, 2011), y sin embargo, no lo es en cuanto a la posibilidad de conseguir

gestacién (graficas 13 y 14).
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Grifica 13.
Curva ROC estimada y puntos de sensibilidad-especificidad para todos los estudios
reportados sobre el valor del GAST en la prediccion de la baja respuesta (extraido de
Broekmans, 2006).
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Grifica 14.
Curva ROC estimada y puntos de sensibilidad-especificidad para todos los estudios
reportados sobre el valor del GAST en la prediccion de no embarazo (extraido de
Broekmans, 2006).
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EFFORT (EXOGENOUS FSH OVARIAN RESERVE TEST)

Consiste en la medida de los niveles séricos basales de FSH y estradiol, seguida
por la administracién de 300 UI de FSH, en el dia 3 del ciclo. A las 24h, se vuelve
a evaluar el estradiol en sangre. Si la FSH es inferior a 11 mU/ml, el incremento de
estradiol es superior a 30 pg/ml, o ambas cosas a la vez, el test es normal.

Se presenté mejor que el TCC para predecir la alta respuesta, pero inferior en la
prediccién de la baja respueta (Kwee ez al., 2006). Sélo tres estudios publicados sobre
el EFFORT pudieron ser identificados en una revisién sistemdtica (Broekmans ez
al., 2006), pero debido a la heterogeneidad de sus resultados no pudieron realizarse
curvas ROC (gréfica 15). Su alto ratio de falsos positivos dificulta su uso. Este test

consume tiempo, y es raramente usado.

EFORT - Poor Response
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| 1 —.Spctiﬁc-it}' |
Grifica 15.
Puntos de sensibilidad-especificidad para los tres estudios reportados sobre el valor
del EFORT en la prediccion de la baja respuesta (extraido de Broekmans, 2006).

TEST DE HMG

Consiste en la administracién de 150 Ul de HMG a partir del 2° 6 3° dia del
ciclo, durante 5 dias, determinando el nimero de foliculos y niveles de estradiol tras
la estimulacién. En un estudio se observé que la capacidad predictiva de respuesta

ovdrica de los niveles de estradiol fue superior a la de la FSH basal.
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RESPUESTA A GONADOTROPINAS EN UN CICLO PREVIO DE FIV

La posibilidad de revisar los datos de un ciclo FIV previo y preferiblemente
reciente, proporciona informacién valiosa acerca del tratamiento de fertilidad que
planificaremos. A diferencia de los niveles séricos basales de distintas hormonas,
la ecografia o los test dindmicos tradicionales, la respuesta previa a un régimen
especifico de gonadotropinas, permite mostrar un mayor rango de informacién
sobre la paciente y su capacidad reproductiva. Incluso una revisién multifactorial
sobre tests de reserva ovdrica, identificé la respuesta previa a gonadotropinas como
el test que proporcionaba la informacién mds precisa del estado del pool de foliculos
primordiales. Es obvio, que no cada paciente presenta un ciclo previo de estimulacién

con gonadotropinas.

1.4.3 BIOPSIA OVARICA

A nivel anatémico, el potencial reproductivo de una mujer se traduce en el
nimero de foliculos primordiales disponible en la corteza ovérica para producir
ovocitos viables, en un momento dado. Se ha sugerido que la determinacién de la
densidad folicular directamente tomando un muestra ovérica es més predictiva que
los actuales tests hormonales o ecograficos (Lass ez al., 2004). Para estudiar el valor
de la biopsia ovdrica en el estudio del potencial reproductivo, se han utilizado ovarios
extraidos de mujeres en edad reproductiva durante intervenciones no indicadas
por patologia ovdrica. Posteriormente se han analizado microscépicamente. Sin
embargo, la distribucién folicular no es uniforme en el ovario y por ello la biopsia de
una muestra ovdrica, no representard la verdadera densidad folicular. Su invasividad
y riesgos quirdrgicos asociados, nos hacen desechar esta técnica como método de

evaluacién de la reserva ovdrica.
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1. INTRODUCCION

1.5 SITUACION ACTUAL DE LOS CONOCIMIENTOS SOBRE LA HAM

La HAM es producida por las células de la granulosa de los foliculos pre-antrales
y antrales y su funcién fundamental es la inhibicién de su desarrollo en las fases
iniciales de la foliculogénesis manteniendo su expresién restrictiva hasta que estos
alcanzan un estado de desarrollo y madurez capaz de ser seleccionados para la fase
de dominancia por efecto de la FSH. En la especie humana esto ocurre cuando los
foliculos antrales alcanzan un tamafno de 4-6 mm (Bonilla-Musoles ez 2/, 2010c).

Una vez segregada se localiza en liquido folicular y en sangre periférica. Su
concentracién en suero es un reflejo del pool folicular, por lo que la reduccién en
la cuantia de foliculos pequefios va acompanada de reduccién en sangre circulante.

Numerosos investigadores coinciden hoy en considerarla un novedoso marcador
de reserva ovdrica, respuesta a las gonadotropinas, resultados cuantitativos y
cualitativos en RA (Seifer ez al., 2002; Van Rooij ez al., 2002; Fanchin ez al., 2003a y
b; Muttukrishna ez z/,2004; Eldar-Geva ez al., 2005; Hazout ez al., 2004; Penarrubia
et al., 2005; Tremellen ez al., 2005; Figicioglu ez al., 2006; La Marca ez al., 2007 y
2009; Moawad ez al., 2009).

La aparicién de una baja respuesta a la estimulacién con gonadotropinas exgenas
supone la existencia de una imposibilidad, una dificultad o una resistencia por parte
del ovario a su accién (Penarrubia ez 4/, 2007). En un primer ciclo pudiera ser
una simple fluctuacién al azar (en general mujeres jévenes y con niveles de FSH
no elevados) lo que se conoce con el nombre de “regresiéon media”. Responderdn
probablemente bien en ciclos subsiguientes. No asi en pacientes que no responden
de forma permanente.

Estas son mds importantes y los mecanismos descritos del fallo serian:

Trastornos de la angiogénesis ovdrica y/o folicular. Se ha postulado una
menor capacidad por parte del ovario para desarrollar una adecuada red vascular
responsable de la distribucién de la FSH circulante o la presencia de una mayor
resistencia en los vasos distales. El Doppler color parece sugerir la existencia de

una microcirculacién anémala alrededor de los foliculos dominantes.
También se ha especulado que estas podrian tener una menor capacidad
para producir factores angiogénicos locales tipo angiotensina o el VEGF
lo que condicionaria un ambiente hipéxico en los foliculos o una menor

difusién de las gonadotropinas exdgenas.
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Interferencia enla accién ovdrica dela FSH. Se ha planteado la existencia

en el suero de proteinas de bajo peso molecular capaces de inhibir la unién
de la FSH a su receptor. También se ha purificado en liquido folicular un
factor de alto peso molecular que actuaria de idéntica forma. Igualmente se
conoce, en cerdas, un polipéptido estructuralmente similar a la Insulin-like
growth factor-binding protein-3 que bloquearia la produccién de estradiol
por las células de la granulosa bajo la accién de la FSH.

Disminucién de factores intra-ovdricos moduladores de la accién de

la FSH. Se habla de la existencia de alteraciones autocrinas-paracrinas intra-
ovdricas capaces de reducir la produccién de ciertos péptidos intra-ovéricos
que participan en la modulacién de la accién de la FSH potenciando su
efecto (IGF-1y 2).

Polimorfismo del receptor de la FSH. Se ha planteado la posibilidad de

que polimorfos de un unico nucleétido en el gen para el receptor de FSH

puedan dar lugar a sutiles modificaciones en la funcién del receptor que solo
se manifestarian en casos de estimulacién de este.

Autoinmunidad. Se habla de que algunas mujeres producirian anticuerpos
contra los componentes celulares del foliculo, inhibiendo el crecimiento de las
células de la granulosa o bloqueando el receptor para la FSH.

Habria pues tres grupos de bajas respondedoras:
1. Baja respuesta en jévenes y con niveles normales de FSH.
2. Anosas con perfil endocrinolégico anormal (FSH alta).
3. Jévenes con perfil endocrinolégico anormal.
El estudio de estos casos muestra que la poblacién folicular a ser reclutada
estd disminuida independientemente de la edad cronoldgica y del perfil
endocrinoldgico. Es decir que el fundamento fisiopatoldgico comtn es una

reserva ovarica disminuida

1.5.1 EL CONCEPTO DE EDAD REPRODUCTIVA AVANZADA Y DETERIORO
DE LA RESERVA OVARICA

La capacidad de respuesta del ovario al estimulo de las gonadotropinas es un
reflejo directo del potencial del ovario definido como “su reserva” que estd en funcién

del pool de foliculos primordiales y primarios existentes.
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1. INTRODUCCION

Datos obtenidos a partir de la Epidemiologia, la Clinica y la Biologia
Reproductiva demuestran que hasta un 10% de la poblacién femenina estd en
situacién de experimentar una reduccidn acelerada de su potencial reproductivo
antes de los 32 afos (Penarrubia ez a/., 2007) La edad reproductiva ideal estd
entre los 20 y 24 anos y disminuye a partir de los 35 de forma drdstica y es crucial
recordar que la reduccién del ndmero y calidad de los ovocitos remanentes estd
intimamente correlacionada.

La causa del deterioro de la calidad ovocitaria con la edad va unida a anomalias
de la meiosis con el consiguiente incremento de la tasa de aneuploidias. El deterioro
se deberia a:

- La acumulacién de danos en el DNA del ovocito a medida que aumenta la
edad.

- La Calidad ovocitaria estaria, en cierto grado, establecida desde la época fetal
por ello los mejores ovocitos serian reclutados y ovulados antes, de forma
que los de menor calidad constituirian la poblacién residual de las mujeres
mayores.

- Los efectos de la edad en la calidad estarian mediados por un acortamiento
de los telomeros que provocaria disrupciones del huso acromdtico. Dado que
la actividad telomerasa es pricticamente inexistente durante la ovogénesis
tardia, la longitud del telémero estd predeterminada durante la ovogénesis
fetal. Los ovocitos que se ovulan tardiamente serfan aquellos que fueron
creados tarde durante la ovogénesis fetal.

En resumen, el aspecto mds importante de la reserva ovdrica es que se trata de
una funcién bioldgica mds que cronoldgica y que, en consecuencia, el inicio de su
declive es muy variable. Con frecuencia existe una discrepancia entre ambas, entre
edad cronoldgica y edad biolégica o gonadal (Penarrubia ez al., 2007).

Un reciente estudio (Jonson ez al., 2004) ha sugerido la existencia de células
germinales pluripotentes capaces de proliferar y de producir nuevos foliculos en el
ovario post-natal reemplazando a los foliculos atrésicos, es decir, contemplando el
ovario como si fuera un testiculo con capacidad indefinida para producir nuevos
ovocitos (Gosden, 2004). Es muy probable que estas células representen las

migratorias descritas en la embriologfa.
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1.5.2 PLANTEAMIENTO ACTUAL EN REPRODUCCION ASISTIDA

Nos enfrentamos en los Gltimos afios a un retraso en la edad de concebir, y
con ello a una disminucién progresiva en la reserva ovdrica convertida hoy en la
principal causa de infertilidad en la mujer.

Se han aducido varios motivos resumibles en:

1. Aumento en el nivel socio-econémico.

2. Incorporacién de la mujer al mundo laboral.

3. El mayor declive de la fertilidad a partir de los 30 afios.

4. El pool de foliculos declinaria con la edad aunque de forma muy variable
entre mujeres. (Nardo et al., 2008).

5. La diferencia existente entre la edad bioldgica y la ovérica ya que difiere la
cantidad con la calidad de los foliculos. A mayor edad, mds anomalias
genéticas y cromosomicos ovocitarias, pero esta norma no se respeta en
todas. (Ebner ez 2/, 2006; Bonilla-Musoles, 2009).

El coste de las medicaciones empleadas con todas las técnicas de RA, el disconfort
en las pacientes, el riesgo de complicaciones asociadas a la estimulacién y la
posibilidad de fracasos previsibles, justifican la necesidad de lograr una informacién
clinica relevante antes de iniciar los tratamientos.(Nardo ez /., 2008).

Hoy dia, cuando la seguridad y la relacién coste/beneficio son la base de las
técnicas de RA, no pueden aceptarse muy bajas o muy altas respuestas a la induccién.

Conocemos que el éxito reproductivo tras FIV depende de la edad. Por ello, ésta
per se, es un factor predictivo importante que deberd tenerse siempre presente como
primer eslabén diagndstico y prondstico. La relacién entre edad bioldgica y reserva
ovdrica puede ser muy variable, ya que ésta estd relacionada tanto con la cantidad
como con la calidad del pool folicular que persiste.

Durante las dos dltimas décadas se han propuesto numerosas hormonas
y test como marcadores predictivos del pool restante, destinados a mostrar
su aspecto cuantitativo, posible respuesta ovdrica y éxito del FIV (Bonilla-
Musoles, 2009).

Muchos de ellos tras haber sido empleados en el diagnéstico predictivo de reserva,
hoy son historia, sélo aportan un valor relativo a la propia edad de la mujer o su
valor predictivo o es muy deficiente o sigue pendiente de demostrar (Broekmans ez
al., 2006 y 2008).
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Hoy sigue siendo preciso identificar dos grupos bésicos de mujeres:
- Aquellas relativamente jovenes con reserva ya reducida,
- Aquellas mayores, por encima de 37 anos (mds atn de los 40),
que aiin poseen un potencial de reserva satisfactorio.

De lograrse esta premisa, podrian individualizarse y optimizarse los tratamientos
con pautas distintas de induccién o recurriendo a otras técnicas mucho mis
eficaces como, la ovodonacién, de forma que se obtengan los mejores resultados
reproductivos.

El conocimiento, o la medicién directa del pool de foliculos primordiales y primarios
existente son imposibles, pero se ha visto que la determinacién de los antrales estd
relacionada con la cantidad de foliculos primordiales que posee. Por ello su medicién se
considera uno de los aspectos cuantitativos del envejecimiento ovrico.

Faltan marcadores del aspecto cualitativo. El declive de la fertilidad relacionado
con la edad no puede ser determinado con un test directo. Sélo midiendo la cantidad
puede obtenerse informacién indirecta respecto de la calidad.

La respuesta a la estimulacién en el FIV es otra via para medir la cantidad. La
baja respuesta se considera un signo de disminucién de reserva, aunque esta puede

estar mediada por otros factores, como obesidad e IMC, o por ciertos polimorfismos

del receptor de la FSH (Eldar-Geva ez al., 2005).

1.5.3 LA HORMONA ANTIMULLERIANA; SU EXPRESION Y FACTORES
QUE LA MODULAN

Se trata de una glicoproteina dimérica miembro de la superfamilia de los
transforming growth factor beta (Moawad et al., 2009) que va ligada a un disulfuro,
con un peso molecular de 140 KDa. El gen se localiza en el brazo corto del cromosoma
19, en la banda 19p 13.3. Tiene una longitud de 2754 bp y estd dividido en 5
exones. La parte 3" del exdn 5 codifica la parte bioactiva de la molécula.

Su papel més fundamental es en la diferenciacién sexual masculina. Se expresa
fuertemente en las células de Sertoli desde la semana 8, manteniéndose en altos
niveles hasta la pubertad. Induce la regresion de los conductos de Miiller encargados
del desarrollo de las trompas, Gtero y parte superior de la vagina.

Se presenta precozmente en ovarios fetales desde la semana 36, expresdndose en

las células de la granulosa de los foliculos.
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Es casi indetectable al nacimiento; inicia su incremento entre los 2-4 afnos y
continta hasta la pubertad tardia. Posteriormente permanece estable mostrando un
declive progresivo durante toda la vida reproductiva hasta que empieza la pérdida de
la reserva ovdrica, reflejando asi la disminucién del pool folicular.

Es indetectable en menopausia (Moawad ez a/., 2009; La Marca et al., 2009;
Broer ez al., 2009). La correlacién entre el pool y la HAM es tan estrecha que se la
ha propuesto para la prediccién de la menopausia (Fanchin ez 2/, 2003b; La Marca
y Volpe, 2006b) (Esquema 2).

HAM (ng/ml) HAM (ng/ml)
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Esquema 2

A la izquierda niveles medios de HAM en suero a lo largo de la vida. A la
derecha valores de HAM en el ciclo menstrual. Se ha reportado valoves indetectables
de HAM después de la menopausia. A la derecha patron circulatorio de HAM en una
mujer joven y sana. Los valores de HAM se muestran estables a lo largo del ciclo. Dia
O=dia del pico de la LH. (Modificado de La Marca, 2010b; La Marca, 2006a).

Los valores circulantes son solo la expresién de su origen ovdrico, y ya son
indetectables a los 3-5 dfas de una anexectomia bilateral (La Marca ez /., 2010b).

No se altera durante el ciclo (La Marca ez al., 2006a), el embarazo, la supresiéon
hipofisaria con agonistas de la GnRH o el uso de anovuladores, como acontece con
la FSH, Inhibina B, estrégenos, etc (Broekmans ez al., 2006; La Marca ez al., 2010a)
indicando que la actividad ovédrica FSH independiente no ciclica persiste incluso

cuando se suprime la secrecién pituitaria de hormonas.
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Las células de la granulosa de los foliculos primordiales no la expresan pero si la
de los primarios y los antrales hasta un tamano < 6 mm.

El 75% de los foliculos secundarios la expresan, pero la mdxima expresion se
localiza en los foliculos preantrales y antrales pequenos mencionados. En foliculos
mayores la HAM estd producida sobretodo en las células cercanas al ovocito y en

algunas de las células que rodean el antro (Esquema 3).

Reclutamiento Inicial Reclutamiento Ciclico

FSH

o-0-®'@)-

Primario y
Primordial secundario Secundario Antral Antral Preovulatorio
pequefio grande 2-7 mm 8-12 mm

Esquema 3

Funcién de la HAM en los dos compartimentos principales del desarrollo folicular.
En rojo el ovocito. En azul la granulosa. En amarillo el liquido folicular. La HAM se
expresa en foliculos primarios pequerios y grandes (flecha entrecortada) y en antrales
pequenios (flecha entera), siendo estos los que contribuyen bdsicamente a sus valores
séricos. El reclutamiento inicial tiene lugar como un proceso continuo, mientras el
reclutamiento ciclico estd conducido por un aumento en los niveles séricos de FSH
al final del ciclo menstrual previo. Los efectos inbibitorios del HAM se muestran (a)
en el reclutamiento inicial de foliculos primarios del pool de foliculos primordiales
restantes y (b) sobre la sensibilidad de los foliculos antrales a la FSH (Modificado de
Broekmans, 2008).
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Recientemente se ha demostrado que los ovocitos de los foliculos preantrales
tempranos, tardios y preovulatorios estimulan los niveles HAM mRNA en las
células de la granulosa de forma que depende del grado de desarrollo del ovocito.
Estos hallazgos sugieren que la regulacién de la expresion de los genes de las células
de la granulosa por parte del ovocito ocurre durante amplios periodos del desarrollo
folicular y que la regulacién ovocitaria de la expresién del HAM juega un papel en
la coordinacién intra e interfolicular del desarrollo de los foliculos.

Continda siendo expresada en los foliculos en crecimiento hasta que estos alcanzan
el tamafo y estado de diferenciacién (los 6 mm antes mencionados) cuando son
seleccionados para la dominancia folicular por la accién de la FSH. No se expresa
en foliculos atrésicos ni en las células tecales (Weenen ez 2/, 2004).

El efecto inhibidor de la HAM sobre la sensibilidad folicular a la FSH
probablemente juega un papel fundamental en el proceso de la seleccién folicular

(Esquema 4).
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Esquema 4
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Expresion de la HAM durante toda la foliculogénesis y su relacion con la FSH, inhibina
By estradiol. Al contrario de otros marcadores esta refleja el niimero de foliculos primordiales
y en desarrollo inicial. FSH, E,, e Inhibina estdn conectadas por feedbacks negativos. Por

ello solo son un reflejo indirecto del niimero de foliculos antrales.

En ausencia de HAM (ratas carentes) los foliculos primordiales son reclutados
precoz y mds ripidamente conduciendo a su rapidisimo agotamiento.

La reproducibilidad inter-ciclica de las mediciones de HAM ha mostrado ser mds
fiable que la FSH, Inhibina y recuento de foliculos antrales (Van Rooij ez al., 2005;
Fanchin et al., 2005a).

Indudablemente, los niveles de HAM sérica se correlacionan con el contaje de
foliculos antrales y por esto resulta ser un poderoso predictor de la respuesta ovdrica
a la estimulacién con FSH exdgena (de Vet ez 4/., 2002; Figiciouglu ez al., 2006; Van
Rooij ez al., 2002).

Los mecanismos reguladores de la expresién de la HAM oviérica atin son
desconocidos, pero la expresion del receptor de la HAM en las células de la granulosa

sugiere que juegan un papel en la fisiologfa ovérica.

1.5.4 LA HORMONA ANTIMULLERIANA. SUS RECEPTORES.

Ejerce sus efectos bioldgicos a través de un sistema heteromérico de receptores
transmembrana consistentes en receptores serina/ treonina kinasa ligados a
membrana simple, llamados tipo I y tipo II. El tipo II llamado HAM RII comparte
especificidad de ligandos y el tipo I regula senales inhibitorias cuando es activado
por el tipo II. Estos receptores se expresan en los 6rganos diana para la HAM: las
gbénadas y las células mesenquimales adyacentes a los conductos de Miiller.

El gen humano para el HAM RII se localiza en el cromosoma 12 y estd formado
por once exones, distribuidos en 8 pares de kilobases.

Se localiza en el mesénquima alrededor de estos conductos y el anillo urogenital
tanto del hombre como de la mujer. La pérdida de la funcién en el receptor tipo II,
asi como en los ligandos HAM causan la persistencia de los conductos Miillerianos.

No estd clara la identidad de los receptores tipo I, especialmente en las génadas, se
han descrito ya tres receptores (ALK2, ALK.y ALK6).
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1.5.5 EL PAPEL DE LA HAM EN LA FISIOLOGIA DEL OVARIO
La activacién de los foliculos primordiales y su desarrollo estdn regulados tanto
por factores internos positivos como negativos.
Esta hormona actia como un regulador negativo de los estadios iniciales del

desarrollo folicular (Esquema 5)

HAM Y FISIOLOGIA OVARICA
FSH FSH

PRIMORDIAL PRIMARIO PRE ANTRAL ANTRAL

Esquema 5
La HAM inhibe el desarrollo desde foliculos primordiales hasta los pre antrales de
pequenio tamano (< 6mm) (Modificado de Durlinger, 2002).

Es capaz también de inhibir al foliculo en crecimiento FSH dependiente. Este
efecto es el resultado de una reduccidén en la proliferacién de células de la granulosa
y concuerda con estudios in Vitro que mostraron que la administracién exdgena de
HAM reduce la expresién de aromatasa y el nimero de receptores LH en cultivos
de células de granulosa.

En base a estas observaciones, se ha sugerido que la HAM seria uno de los
factores involucrados en la respuesta de los foliculos ovéricos a la FSH durante el

reclutamiento ovérico (Esquema 5).
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Algunos estudios han mostrado que es capaz de bloquear la proliferacién de
las células granulosa-luteinizadas humanas in vivo. Ademds la concentracién en el
liquido folicular es inversamente proporcional a los indices mitéticos de las células
de la granulosa in vivo. Esto sugiere que existiria un rol autocrino de la HAM sobre
la maduracién de los foliculos.

Muy recientes investigaciones en primates (Thomas, 2009) empleando
antagonistas de la GnRH y del VEGF (vascular endotelial growth factor) han
mostrado que esta hormona probablemente actuaria a través de este factor vascular
o bien que ambos estarfan interconectados.

Cuando se han estudiado ratas homocigoéticas sin actividad HAM se ha observado
que disponen de mds foliculos preantrales y antrales pequefios en crecimiento y su
pool de foliculos primordiales se agota mucho antes. Los heterocigéticos disponen

de una reserva intermedia.

1.5.6 CRITERIOS DE BAJA RESPUESTA:

Entre un 2 y un 30% de las mujeres que se inducen resultan en una baja respuesta.

El porcentaje entre la poblacién varia con la edad (mayor en mujeres de mds
edad), con la definicién de baja respondedora aceptada en el grupo a tratar y con la
patologia preexistente (endometriosis, cirugfas, etc.)

Existen numerosos criterios de baja respuesta. Sefialamos los que hoy dia se
consideran realmente de interés clinico (Bonilla-Musoles ez @/, 2010a; Broer et al.,
2009):

1. La cancelacién de ciclos de induccién previos por baja respuesta.

2. Un ntimero de foliculos dominantes el dia de administracién de la HCG o
de la puncién limitado. Se estima entre <3 y <6 entre ambos ovarios.

3. Namero de ovocitos recuperados el dia de la puncién. La literatura varia
entre menos de <3 y < 7. Es uno de los criterios mds empleados (La Marca
et al., 2010b).

4. Dos o varios de estos criterios.

Se emplee el criterio que se emplee estas pacientes tienen definitivamente menos

indices de gestaciones que mujeres de idéntica edad normo respondedoras.
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1.5.7 EFICACIA EN LA PREDICCION DE LA BAJA RESPUESTA

Una prediccién de la baja o nula respuesta tendria un enorme impacto clinico ya
que permitirfa:

X Aconsejar el tratamiento en aquellas mujeres con alto riesgo de cancelacion,
baja o nula respuesta (Fleming ez al., 2006). Disponer de medios para la
correcta informacién de riesgos/beneficio del tratamiento.

X Optimizar las estrategias de induccién empleando regimenes apropiados.
Ajustar dosis de FSH independientes de edad y del IMC (Nelson ez 4.,
2007 y 2009; Gnoth ez al., 2008).

X Contribuirfa a disminuir el nimero de cancelaciones.

M Evitaria riesgos quirtrgicos.

X Jugaria un papel central en mujeres jévenes bajas respondedoras.

X Jugaria un papel central en ovodonadoras con buena respuesta y mala calidad
ovocitaria.

X Enmujeresdeedad avanzadaayudariaaidentificar aquellas que si dispondrian
oportunidades si se demostrara que es de esperar una respuesta normal a la
induccién (La Marca et al., 2010b).

X Eliminaria costes innecesarios al sistema sanitario.

X Eliminarfa el estrés psicoldgico resultante de la ansiedad en la esperanza de concebir
y del fracaso subsiguiente asi como desagradables reacciones con el médico.

Entre todos los marcadores del estatus folicular (edad, FSH basal, inhibina B,
RFA, volumen ovdrico, test dindmicos y realizacién de un FIV-TE), hoy se le concede
el méximo interés debido a su fiabilidad y seguridad como predictor reproductivo de
la reserva y éxito del FIV. Una de sus mayores ventajas con respecto a hormonas y
test dindmicos serfa la ausencia de cambios ciclicos. Sin embargo ésta, ha sido puesta
en duda por algunos autores (Hadlow ez 4/, 2013).

Lamentablemente, y esto es importantisimo, el valor predictivo de la HAM en
la baja respondedora no es absoluto, tiene falsos positivos y negativos (Fanchin ez
al., 2003a; Broekmans ez al., 2006). Especialmente los casos de falsa positividad
pueden tener consecuencias muy negativas para la pareja ya que pueden llevar a una
informacién incorrecta para iniciar una FIV. Ademds es bien conocido que casos de
baja respuesta logran quedar gestantes (Klinkert ez 4/, 2004; Van der Gaast ez al.,
2000) en particular las mujeres jévenes (Lashen ez al., 1999; Ulug ez al., 2003).
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sQué significan valores de HAM bajos antes de la FIV?

Que es muy probable que el ciclo sea cancelado, que se produzca una muy baja
respuesta con resultados de no transferencia o con indices de éxito muy reducidos.

Se trata de un grupo de pacientes de muy dificil manejo pues se conoce existe
entre un 10 y un 20% de casos de falsa positividad, es decir la HAM no deberia
emplearse para excluir casos de FIV (Satwik ez al., 2012).

Cuando se ha pretendido emplear con el fin de intentar no recurrir a
procedimientos de RA se han usado valores de corte para identificar a este grupo
entre 0,70 y 0,75 ng/ml, que clasifican, con una sensibilidad del 75% las bajas
respondedores, sin embargo la prevalencia de mujeres jovenes con estos valores o
inferiores y que pueden responder no es despreciable (15%).

Por ello se ha propuesto que solo sean rechazadas aquellas mujeres con valores
inferiores a 0,1-0,35 ng/ml (Muttukrihna ez 2/,2005; Lekamge ez al., 2007). Por
supuesto un limite de corte realmente bajisimo.

Cuando se ha pretendido emplear con el fin de individualizar el tratamiento no
se ha demostrado beneficio alguno. El empleo de muy altas dosis de gonadotrofinas

solas, con agonistas o antagonistas estd en plena discusién (Popovic-Todorovic ez al.,
2003; Klinkert ez al., 2005).

:Qué significan valores normales de HAM antes de la FIV?

Podria anticiparse que probablemente serin normo respondedoras con buen
prondstico. Incluso podrian proponerse protocolos de induccién con dosis bajas de
gonadotrofinas.

:Qué significan valores altos de HAM antes de la FIV?

Probablemente son pacientes con riesgo de alta respuesta y SHO. Deberian ser
informadas.

Sin duda son los casos que se beneficiardn de protocolos individualizados de
tratamiento (empleo de bajas dosis de FSH y antagonistas). Ademds se beneficiarfan
de uso de agonistas para desencadenar el pico de la LH que pricticamente elimina
el riesgo de sindrome de hiperestimulacién ovérica (SHO).

Valores de referencia

Es escasa la literatura que muestra valores limite de HAM que separen mujeres de
buen y mal pronéstico. Serfan de desear no curvas ROC, como las que aportan, sino

valores cuantificados y éxito correspondiente. Serfa de desear, igualmente, valores
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de referencia en idénticas unidades (emplean pmol/L; ng/mL; ugt/L; etc). Podemos
calcular la unidades de ng/ml a pmol/l, multiplicando el valor por 7.14.
Ejemplos:
Una media cuyo limite es 2,7 ng/mL (Silberstein ez 4/., 20006).
Un limite de 18 pmol/l (2,54 ng/mL) para predecir el embarazo.
Un limite de 4,9 pmol/L (0,69 ng/ml) discriminaria entre ciclos que se
cancelan y evolucionan (Pefiarrubia ez a/., 2005; Broer ez al., 2009).
Un limite de 8,1 pmol/L (1,13 ng/mL) predeciria la baja respuesta en un
ciclo FIV siguiente con una sensibilidad del 80% y especificidad del 85%
(Tremellen ez al., 2005).
Un limite de 2 ng/ml (14.20 pmol/l) tendria un valor predictivo de
baja respuesta con una sensibilidad del 87% y especificidad del 64%
(Muttukrishna ez al., 2005).
Teniendo en cuenta que las formas extremas de respuesta ovdrica, baja e
hiperestimulacidn, se asocian con una calidad ovocitaria mala, se decidié
dividir a las pacientes empleando el percentil 25 (1,65 ng/mL) y el 75
(4,54 ng/mL) para identificar la cohorte normal (1,66 — 4,62 ng/mL)
(Ebner et al., 20006) (tabla 1).

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

HAM < 1.66 HAM 1.66-4.52 HAM >4.52
Edad (arios) 348437 32.0 £ 4.6%* 30,5444
Esterilidad (afios) 6.04 520 3.35+2.5 14423
N. Ciclos 22+1.8 1.9+ 1.3 204 1.5
FSH (Ul/ml) 10,54 3 84400 717121 69+20
LH (Ul/ml) 5726 5.84+25 58L£29
Dosis (Ul) 2306 4 7004+ 1712 £ 623+* 1449 + 439
Duracion (dias) 964 1.8 97%1.7 10324
Endometrio (mm) 990+ 1.3 10,24+ 1.9 10,2+ 1.8
E; (pg/ml) 802.6 + 377 8%%nes 1279.5 £ 630.9** 1728.8 £912.2
N. Ovocitos 4.6L3. 104> 0.1 £ 5, 1¥¢wee 1294+ 5.7
N. Ovocitos Metafase I 4.0+ 2.8%4%* 7.4+4.1** 104+5.1

Tabla 1

Comparacion de datos demogrdficos y detalles de la estimulacion ovdrica controlada
(HOC) con respecto a valores basales de HAM. Valores de media + desviacion estdandar
HAM ng/ml; estradiol (E,) el dia de la ovulacion. FSH y LH el dia +3; *P<0.05 versus

66—



1. INTRODUCCION

grupo 2 y **P <0.001 versus grupo 3; ***P < 0.05 versus otros grupos; ****P < 0.001
versus otros grupos; P < 0.001 versus grupo 3. (Modificado de Ebner 2006)

Todo ello es trascendental pues estudios prospectivos en grupos de pacientes
seguidas entre 1 y 7 anos mostr6 que el recuento de foliculos antrales (RFA), el nivel
de FSH y el de inhibina B no variaron mientras que la HAM disminuyé un 38%
(Van Rooij ez al., 2004).

Estos resultados coinciden con recientes investigaciones en las que la HAM ha
sido determinada para estimar su valor en funcién de la edad (La Marca y Volpe,
20006b). Se observé una buena correlacién entre edad en la menopausia y declive
de esta hormona, apoyando la hipétesis de que esta predice el comienzo de la
menopausia.

Puede concluirse que, comparado con otros marcadores, refleja mejor el declive
continuo del pool con la edad (Van Rooij ez 4/., 2004). Este declive estd ya presente,
unos trece afios, antes de que aparezcan los cambios clinicos.

En un estudio multicéntrico publicado el 2011 (Almog ez al., 2011), encontramos
normogramas que muestran la correlacién entre la edad y los diferentes percentiles
de HAM en mujeres infertiles sin ovarios poliquisticos. Estos normogramas pueden
proporcionar una referencia al clinico para el manejo de estas pacientes. Sin embargo,

concluyen que futuras validaciones con estudios longuitudinales son necesarias.

Eficacia de respuesta a la induccién

La primera publicacién como marcador de respuesta ovdrica a las gonadotropinas
data del ano 2002 (Seifer ez al., 2002) y mostré que valores altos se asociaban con
una superior captacién de ovocitos.

Esto ha sido confirmado en estudios prospectivos y retrospectivos (Van Rooij et
al., 2002; Fanchin ez al., 2003a; Pefiarrubia ez al., 2005; Figicioglu ez al., 2006; La
Marca et al., 2009; Nardo et al., 2008; Broer ez al., 2009).

La misma literatura muestra que es superior en la prediccién de la respuesta ovérica
a la edad, FSH, estradiol e inhibina, mientras que serfa semejante al RFA (Barad ez
al., 2009). Incluso se afirma, con razén, que ésta es un marcador directo de la reserva
ovérica, mientras que el resto de hormonas lo son indirectas (Fleming e 4/., 20006).

Un metaandlisis sobre 13 publicaciones (Broer ez al, 2009) senalé que la

sensibilidad diagnéstica para el conjunto de marcadores varia entre el 40% y el 91%
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y la especificidad entre el 64% y 48%, pero no hubo diferencias evidentes de que
fuera mejor predictor que el RFA, aunque si, con el resto de marcadores.

La HAM tendria la ventaja de no mostrar variaciones ciclicas, por ello considera
deberfa determinarse en todos los ciclos previamente al inicio de la estimulacién.

Un reciente trabajo (Fanchin ez al., 2007) ha estudiado las concentraciones en
liquido folicular en casos de FIV. Comparando las determinaciones con las tasas de
implantacién, transfiriendo solo un preembrién y con los resultados de embarazos
clinicos se observé una mayor tasa a mayores concentraciones

Eficacia como predictora de la FIV

Los niveles de HAM disminuyen gradualmente durante la administracién de
FSH en la hiperestimulacién, debido al feed-back negativo de esta segunda sobre la
primera (Muttukrishna ez /., 2005).

Esta reduccién también puede ser explicada por el aumento supra-hipofisario de
los niveles de estradiol. Este tltimo ha sido implicado como un regulador negativo
tanto de la HAM como del HAM RII mRNA. M4s atn, la disminucién del HAM en
mujeres tratadas con FSH puede ser el resultado del crecimiento folicular inducido
por ésta, haciendo asi que estos foliculos pierdan su expresiéon de HAM.

Durante la estimulacién los niveles de HAM se correlacionan positivamente con el
ntimero de foliculos antrales pequenos, pero no de los grandes, y con los valores de inhibina
B. Estos niveles disminuyen gradualmente durante la hiperestimulacién, probablemente
reflejando la reduccién dramdtica en el niimero de foliculos antrales pequefios confirmando
asf la escasa expresion de la HAM cuando los foliculos son grandes. Parece pues (Fleming e
al., 2006) que no deben determinarse sus valores durante la estimulacion.

Estudios prospectivos en mujeres sometidas a FIV comparando hormonas,
foliculos antrales, ovocitos recuperados y éxito gestacional han mostrado que los
ovarios de las pacientes normo respondedoras con HAM alta tenfan un nimero
de foliculos antrales significativamente mayor, y que los valores séricos de HAM
se correlacionaban con foliculos antrales, foliculos recuperados, edad, inhibina B y
FSH (Muttukrishna ez /., 2005).

Estos resultados hacen suponer que su determinacién en mujeres normales
permitirfa, aunque se desconoce el tiempo, conocer el prondstico reproductivo
para anos posteriores, lo cual seria de enorme interés en la situaciéon actual de la

prolongacién de la edad para la primera gestacién.
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Igualmente los valores de HAM fueron predictivos en el éxito del FIV, mucho
mids que la edad, la FSH , la inhibina B o el estradiol (Singer e a/., 2009).

Estudios retrospectivos han mostrado que valores de HAM de 1,1 pmol/L se
asociaron con fallo total de FIV. Lamentablemente estos valores son demasiado
bajos.

Estos hallazgos se han confirmado en estudios prospectivos. Usando un indice de
corte de 1,13 ng/ml, la HAM predijo la reserva con una sensibilidad del 80% y una
especificidad del 85% (Tremellen ez al., 2005).

Se ha observado que los valores de HAM fueron 10 veces inferiores en ciclos
cancelados.

Semejante cosa ocurre con los datos referentes a indices de gestaciones
en la FIV.

Varios trabajos han intentado hallar un valor de corte que permitiera diferenciar
aquellas con posibilidad/imposibilidad de gestacién (Hazout ez a4/, 2004; Eldar-
Geva ez al., 2005; Kwee ez al., 2008; Elgindy ez al., 2008).

Un grupo de 165 mujeres no seleccionadas sometidas por primera vez a FIV
fueron divididas en 3 grupos segtin valores séricos, edad, IMC, FSH y RFA. (Nardo
et al., 2008) (Tabla 2).

Baja respuesta Respuesta normal Alta Respuesta

{n=15) (n=134) {n =16) P
Edad (afios) 35.6+1.8 323+38 31.1 3.2 .0005
IMC (kg/m?) 247 +38 239433 243128 NS
FSH (Ul/ml) 9.4+43 7.7 420 6.9+ 1.5 011
HAM (ng/ml} 0.81 + 0.55 3.04 + 2.08 5.56 + 2.85 <0001
RFA (n) 5.4+ 3.2 125 + 6.7 164 +7.4 <.0001

Tabla 2

Demografia de las pacientes, valores basales de FSH, HAM, y RFA. Los valores estdn
representados + SD. NS = No significativo; RFA = Recuento de foliculos antrales.
(Modificada de Nardo, 2008)

Se observé una correlacién significativa en casos con concentraciones extremas
llegando a afirmarse que seria plausible que en un futuro préximo tanto la FSH,
LH, Estradiol basal, pudieran ser reemplazados por esta determinacién. Hay autores
que ya la recomendaron en su momento (Fleming ez al., 2000).

Un limite de corte de 1,0 ng/ml tendria una sensibilidad del 87 % y una
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especificidad del 67% para baja respuesta. La combinacién de baja concentracién
sérica y baja respuesta al FIV reflejaria sin duda un mal pronéstico.

A pesar de su extraordinario interés estd por definir el umbral minimo que
debe ser aceptado para considerar baja respuesta y no tener que recurrir a FIV-TE.
Una reciente publicacién (Raine-Flenning ez /., 2008) muestra que induciendo a
pacientes por bajo de estos umbrales existe un indice de cancelaciones muy alto, casi
del 20%, en otro 20% no se obtuvieron embriones para transferir, pero en aquellas
transferidas atin se lograron un 35% de embarazos.

Sin embargo, la opinién mayoritaria cree que no es posible establecerlo (Van
Rooij et al., 2002; Fanchin ez al., 2003a; Pefarrubia ez al., 2005; Figicioglu ez al.,
2006; Ebner ez al., 2006; Kwee et al., 2007; Smeenk ez al., 2007). La respuesta no
fue la esperada, pues tanto la HAM como el RFA, solo valoran el pool de foliculos
sensibles a la FSH que queda.

Estas investigaciones muestran, y con mucha ldgica, que los resultados dependen
de numerosos otros pardmetros, muchos de ellos sin relacién directa con la HAM.
Asi:

El RFA precisa de ecografistas avezados asi como disponer de ecégrafos de
alta resolucién. Entrarfan aqui las nuevas tecnologias 3D-4D por nosotros
empleadas y apenas difundidas (Bonilla-Musoles ¢z /., 2009).

Sin embargo, y en pro de la situacién actual, se ha observado que el RFA
realizado al inicio del ciclo por varios ecografistas, tiene escasa variabilidad
inter-observadores, lo mismo que cuando se ha realizado en varios ciclos
consecutivos (Kwee et al., 2007).

Otros factores prondsticos fundamentales sin relacién con la HAM son
la calidad embrionaria, la técnica de la transferencia, la receptividad
endometrial, etc. (Boomsma y Macklon, 20006).

Por ello se ha llegado a proponer (Eldar-Geva et al., 2005) que solo conociendo
la respuesta tras varios ciclos consecutivos de estimulacién podria sospecharse la
capacidad real reproductiva. Sin duda esta aseveracién seria de un coste econémico
inaceptable.

Numerosos investigadores proponen dltimamente combinar mediante diversas
variables, varios de estos marcadores (FSH, HAM, E2, inhibina, RFA y edad)
lo que proporcionaria una sensibilidad del 87% y una especificidad del 80%
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para baja respuesta. Todos estas variables en realidad complican mds que ayudan
(Muttukrishna ez al., 2005)

Existe un trabajo que la relaciona con la natalidad (Nelson ez 4/, 2009) y que
describe un dramdtico aumento a medida que los valores fueron mayores.

En tanto en cuanto, no se dispongan de valores de referencia internacionalmente

aceptados, proponemos emplear los siguientes (tabla 3).

CATEGORIA PREDICTIVA VALORES
RESPUESTA NULA <1 pmol/L
RESPUESTA REDUCIDA >1y <5 pmol/L
RESPUESTA NORMAL > 5y < 15 pmol/L
ALTA RESPUESTA > 15 pmol/L

Tabla 3

Valores de referencia segiin categoria predictiva.

Eficacia como predictora de la baja respuesta
Numerosos autores han investigado su utilidad en la prediccién de la baja

respuesta (tabla 4)
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Autor n Diseiio Corte 5% Esp Baja Resp.

Van Rooj eral 2002) 119 03 pg/l & 89 <4

Prosp
Muttukrishna et al &9 Prosp 0.1 ngfmi g75 nr <4 O cancelacion
(2004)
Muttukrishna et ol 108 Retro 02 ng/mi a7 &4 <4
(2005)
Tremellen etal (2005) 75 Prosp 8.1 pmol/l 80 85 <4
Penarrubiaeral (2005) B0 Prosp 4.9 pmaol/l 5 96" cancelacion
Bbner et al. (2006) 141 Prosp 1.66 ng/mi &9 B4 <4
Fijicogu etal (2006) 50 Prosp 0.25 pg/ml 909 90.9 <5
LaMacaetal (2007) 48 Prosp Q.75 ng/mil 80 9 <4 0 cancelacion
Frécur et ol (2007) 69 Prosp 1.3 g/l # 100 <6
Smeenk et al. (2007) 80 Prosp 1.4 g/l 62 7 <4
Mcibveen o ol (2007) 84 Prosgp 1.25 ng//mi 58 75 =4
Kwee et ol (2007) 110 Prosp 1.4 pg/l 7% 86 <6
Makhuda et ol (2007 77 Prosp 0.35 ng/mil 0. 8l.e cancelacion
leamge ol Q007) 126 Rewo 14 pmol/l n 7 <4
Melson et ol (2007) 340 Prosp 5 pmoly| st <2
Gnath et al (2008) 132 Prosp 1.26 ng/mi a7 4| <4
Mardo et al (2008) 165 Prosp 1.0ng/mi a &7 <4 diad
Jayaprakasan etal 135 Prosp 0.99 ng/ml 100 n <4 0 cancelacion
(2008)

Tabla 4

Sensibilidad (S), Especificidad (Esp) y definicion de baja respuesta del HAM en la
prediccion de la baja respuesta a la estimulacion con gonadotropinas. (La Marca, 20100).

Los rangos de sensibilidad y especificidad oscilan entre el 44-100 % y 41-96 %
respectivamente. No todos muestran una sensibilidad (>0.75) y especificidad (>
0.85) 6ptimas. (La Marca ez al., 2010Db).
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En la siguiente tabla se resumen todos los estudios retrospectivos y prospectivos
que encontraron una relacién entre el nimero de ovocitos recuperados y los niveles
séricos de HAM, incluidos en la revisién realizada por La Marca y su grupo. La
mayoria de autores comparé HAM con edad y otros marcadores hormonales (FSH,
estradiol e inhibina B), pero solo unos pocos estudios compararon los niveles de
HAM con marcadores ecogrificos de reserva ovdrica (Tabla 5). El balance de los
estudios publicados parece indicar que la HAM es mejor marcador predictivo de

respuesta ovdrica que la edad, la FSH, el estradiol y la inhibina B.

Autor n R con oovocitos® HAM mejor que
RFA Vol Ov. D+3 FSH D+3 E2 D+3 inhB Edad

Seifer et d. (2002) 107 048 v J

Van Rooij et al. (2002) 130 0.57 = v v v v
Fanchin et al. (2003a, b) 93 0.43

Muttukrishna et al. (2004) 69 0.69 i v

Hazout et d. (2004) 109 038 of N v v
Muttukrishna et al. (2005) 108 05 = v

Eldar-Geva (2005) 56 0.64 i J

Silberstein et al (2006) 257 0.33 of

Figicioghu et d. (2006) 50 0.56 v v v v
Lekamge et al, (2007) 126 0.34 =

La Marea et al. (2007) 48 0.7

Kwee et al. (2007) 110 0.63 bd Vv J J
Nakhuda et al. (2007) 77 0.63 J

Mellveen et al. (2007) 84 0.78 = | v J = v
Nelson et al. (2007) 340 071 J v
Elgindy et al. (2008) 3 088 = o J

Lie Fong et ol. (2008) 125 047

Jee et al (2008) 59 0.53 X

Jayaprakasan et al. (2008) 135 047 = J J v v
Wounder et al. (2008) 276 035 v X

Tabla 5

HAM como marcador de la respuesta ovdrica en el control de la estimulacion.
Comparacion con otros predictores. R= Correlacion entre HAM sérica y niimero de

ovocitos recuperados. V= Mejor que. X= peor que. = = igual que (La Marca, 2010b).

Eficacia como predictora de la calidad ovocitaria

Se ha descrito su correlacién con la calidad ovocitaria (Hazout ez /., 2004, Ebner
et al., 2006; Silberstein ez al., 2006; Cupisti e al., 2007; Barad et al., 2009) y con
la morfologia embrionaria (Silberstein ez al., 2006). Los niveles serfan un potente
predictor tanto del pool como de la calidad ovocitaria (Ebner ez al., 2006). Valores

extremaos conﬁrmarl'an €stos asertos:
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Sefalan que:
Los valores medios en edad reproductiva serfan 3,39 + 2,11 ng/ml, con
desviaciones de 0,13 a 10,37 ng/ml.
Los valores medios en ciclos transferidos serian de 3,46 + 2,24 ng/ml.
Los valores en aquellos casos en donde no hubo transferencia (ciclos
cancelados) fueron mucho menores (media de 1,15 + 1,28 ng/ml).
Distinguen tres grupos de pacientes:

Grupo 1: valor menor de 1,66 ng/ml

Grupo 2: de 1,66 a 4,54 ng/ml

Grupo 3: mds de 4,54. ng/ml

El grupo uno necesité mucha mayor cantidad de gonadotropinas, se obtuvieron
menos ovocitos y los valores de estradiol sérico fueron inferiores.

La cancelacién de ciclos estuvo fuertemente correlacionada con estos niveles bajos.

Valores por bajo de 1,66 ng/ml y por encima de 4,62 mostraron ovocitos de
peor calidad.

La calidad (Ebner ez al, 2006) fue estudiada microscédpicamente en las
blastémeras determinando las anomalias, granulaciones oscuras centrales,
vacuolizaciones y agregacién del reticulo endoplasmatico liso.

Respecto de los resultados en la fecundacién, la posterior evolucién hasta
blastocisto y la morfologia, los grupos uno y tres no se vieron afectados por la
concentracién sérica de HAM. Sin embargo, la calidad ovocitaria fue muy superior

en el grupo dos (tabla 6).

Grupo | Grupolll Grupo lll

HAM < 1.66 HAM 1.66-4.52 HAM > 4.52
N. Ovocitos 155 627 462
Metafase | 139 (897) 538 (858) 390 (84.4)
Ovocitos normales 47 (33.8) 242 (45.0)*** 139 (35.6)
Anomalias 92 (66.2) 296 (55.0) 251 (64.4)
Granulacion Central 43 (46.7)*** 88 (29.7) 75 (29.9)
Vacuolizacién 9(5.8) 39 (13.2)** 13(5.2)
REL 4(4.4) 5 (1.7)** 16 (6.4)
Incorporaciéon 14 (15.2)¥*** 61 (20.6) 85 (33.8)
Cuerpos refractarios 7 (7.6) 77 (26.0)*** 39 (15.5)
Granulos en EP 7(7.6) 13 (4.4) 8(3.2)
Anomalias multiples 8(87) 13(44) 15 (6.0)

Tabla 6
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Niimero y calidad de los ovocitos con relacion a distintos niveles de HAM.
PVS = Espacio perivitelino; REL = Reticulo endoplasmdtico liso; *P< 0.05
versus grupo 1; **P< 0.01 versus grupo 3; ***P< 0.01 versus otros grupos; ****P<
0.001 versus otros grupos. (Modificada de Ebner, 2006)

Aproximadamente la mitad de los ovocitos procedentes de pacientes con HAM
normal no estaban afectados en comparacién con solo un tercio en las bajas y altas
respondedoras.

La posible explicacién podria estar en que como consecuencia de que la HAM se
produce en las células de la granulosa en estadios foliculares tempranos, valores bajos se
asocian con fallo en la expresién de las células de la granulosa y asi podria lesionar de
forma irreversible al gameto. Esto estd en linea con los hallazgos de que el rasgo negativo
predominante en el grupo de HAM bajo es la granulacién central oscura del citoplasma,
un fenémeno que se piensa acontece precozmente en la maduracién ovocitaria.

A pesar de que las inclusiones citoplasmdticas (excepto la vacuolizacién) que no
alteran el desarrollo posterior, fueron las anomalias mds frecuentes en el grupo 2.
En el grupo 3 lo ha sido la agregacién del reticulo endoplasmdtico. Esto refuerza
publicaciones recientes que denotan la relacién entre apelotonamientos de reticulo
endopldsmico y mayores niveles de estradiol.

Silberstein (Silberstein ez a/., 2006) encuentra embriones de mejor morfologia y
comportamiento en la divisién en pacientes con HAM >= de 2,7 ng/mL comparadas
con valores menores.

En este aspecto (Jee ez al., 2008) se han relacionado los niveles de esta hormona
y la inhibina B con el ndmero y la calidad de ovocitos inmaduros obtenidos tras la
administracién de la HCG. Ambas hormonas se correlacionaron perfectamente
con la inmadurez, indicando que serian buenos predictores para determinar en
ciclos FIV la calidad ovocitaria obtenida.

Las escasas investigaciones existentes no parecen mostrar la misma relacién que
se observa entre concentracién de HAM en liquido folicular (ver después) con los
valores en sangre periférica.

La primera investigacion (Silberstein ez al., 20006) si la hall6 y pudo discriminar
entre los de alto y bajo potencial de implantacién. En consecuencia lo que se observé

fue capacidad de implantacién pero no indice de embarazos
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No se ha hallado una correlacién consistente entre HAM, morfologia
embrionaria e indice de aneuploidias embrionarias (Lie Fong ez a/., 2008). No estd
pues evidenciado que sea un marcador de calidad.

La mayoria de estudios que la han relacionado para predecir la gestacién tras FIV
indican que no es consistente. Solo tres investigaciones, prospectivas (Eldar-Geva ez
al., 2005; Elgindy ez al., 2008) o retrospectiva (Lekamge e 2/., 2007) han mostrado
una correlacién positiva, pero el niumero de casos investigados era pequefio.

Solo ha aparecido una publicacién que relacione valores HAM e indice de
nacimientos tras FIV (Nelson ez al., 2007) observando que éste era inmensamente
mayor en aquellas con valores basales altos. Sin embargo solo fue estadisticamente
significativo para valores < 7,8 pmol/l. Por encima de estos valores no hubo
diferencias.

Por tanto la HAM no parece predecir entre embarazo y no embarazo, simplemente
parece identificar aquellas con baja o alta probabilidad de gestacién, un hecho que
est4, sin duda, relacionado con la buena correlacién existente entre los valores basales
de HAM vy el ndmero de ovocitos que se recuperan (Nelson ez 4., 2007 y 2009).

En resumen, parece que los aspectos cualitativos ovocitarios y embrionarios no

pueden predecirse mediante estas determinaciones.

1.5.8 LA HAM COMO MARCARDOR DE LA RESERVA OVARICA EN LA
MUJER DE EDAD AVANZADA

Con el avance de la edad existe una disminucién en la funcién reproductiva
debido a la reduccién de la reserva folicular y a la propia calidad ovocitaria.

Hasta el momento, los marcadores mds empleados han sido el incremento de la
FSH, la disminucién de inhibina B y el RFA. La HAM es el mds novedoso.

Cuando se han estudiado estos valores en espacios de tiempo de hasta 7 afos, se
ha observado una reduccién del 40% de la HAM que no se correlacioné con FSH,
inhibina B y RFA. La HAM fue el tGinico marcador que mostré una disminucién
longitudinal en el tiempo (de Vet ez 4/., 2002).

En relacién con otros marcadores, la HAM refleja mejor el continuo declive
del pool ovocitos/foliculos. La disminucién de la HAM con el aumento de la
edad aparece antes que otras variables indicando que probablemente sea el mejor

marcador de la edad ovidrica y la transicién a la menopausia.
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1.5.9 IMPORTANCIA DE LA HAM EN DISFUNCIONES OVARICAS

Estudios de HAM a lo largo de la vida han mostrado que en circunstancias
fisioldgicas en que las gonadotropinas estdn disminuidas (embarazo) o patoldgicas
(hipofisectomia, fallo hipotdlamo-hipofisario) no se modifican sus valores circulantes.
La placenta tampoco altera a esta hormona, demostrando que el reclutamiento
folicular inicial no estd abolido en el embarazo.

Se ha sugerido asi, que su determinacién aportaria informacién en la valoracién
diagnéstica del hipogonadismo secundario.

Se ha valorado en casos de amenorrea hipergonadotrépica (FOO) e hipo
gonadotrdépica (amenorrea funcional hipotaldmica). Los valores son normales en
esta segunda, lo que indica que el reclutamiento folicular inicial no estd abolido, y
son indetectables o muy bajos en el 83% de los FOO’s. De hecho se ha empleado
esta hormona para identificar el FOO incipiente en mujeres jévenes eumenorréicas
con hiper gonadotrofismo moderado, ya que esta hormona precede al comienzo de
las irregularidades ciclicas.

Por ello que tiene un inmenso campo diagndstico en mujeres tratadas con quimio
o radioterapia, operadas de ovarios o endometriosis.

Mencién especial merece el Sindrome de Ovarios Poliquisticos. Estas pacientes
muestran un desarrollo folicular incrementado comparado con mujeres normales.

Se aprecia un aumento de la sintesis por las células de la granulosa dos a tres
veces superior, lo que sugiere que el desarrollo alterado folicular ya estd presente en
la infancia y pubertad.

El incremento seria debido pues a:

Acumulacién excesiva de foliculos antrales.
Aumento de la secrecién de HAM por las células de la granulosa de estos.

Los valores parecen estar en relacién con la severidad del sindrome ya que son
mids altos en aquellas insulin-resistentes y en las amenorréicas. Quizds la HAM
juegue un rol en la anovulacién de la patogenia del sindrome.

La administracién de metformina se asocia con reduccién de los valores lo que
sugiere que podria ser empleada para comprobar la eficacia del tratamiento (Tomova
etal,2011).

La obesidad se asocia a reduccién de la fertilidad y a abortos incluso en aquellas

con ciclos ovulatorios. Estas muestran valores inferiores de inhibina B y HAM a
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pesar de disponer de recuento de foliculos antrales normales. Parece que se debe a
factores intrinsicos de la obesidad no relacionados con la reserva ovirica.

Finalmente se ha sugerido una reduccién de la reserva en fumadoras (Freour ez
al., 2008) consumidoras de alcohol (Nardo ez al., 2008) segtin la raza y la etnia
(Seifer et al., 2009).

1.5.10 PREDICCION DE LA RESPUESTA CUANTITATIVA OVARICA EN RA
Es predictiva de la alta respuesta a FSH, por lo que servirfa como un test para
predecir la aparicién del sindrome de hiperestimulacién (SHO).
Se conoce la existencia de una relacién dosis/respuesta entre la HAM y la respuesta
ovidrica a la FSH, lo que lleva a la hipétesis que una alta respuesta a la induccién
resultaria de la existencia de concentraciones basales altas de HAM.

Presentamos los escasos trabajos existentes en este sentido (tabla 7).

Autor Disefio n HAM Valores medios
Respuesta normal Respuesta excesiva SHO
Tremellen et ol (2005) Prosp 75 1547 pmol/| 21.53 pmolN*
Eldar-Geva et dl. (2005) Prosp 56 14,1 pmol/l 37.8 pmol/®
Nakhuda et al (2006) Retro 30 0.63 ng/mi 36 ng/ml
La Marca et of. (2007) Prosp 48 5.98 ng/mi 10.13 ng/ml®
Nelson et d. (2007) Prosp 340 10 pmal Al 27 pmol/*
Nardo et ol (2008) Prosp 165 3.04 ng/ml 5.56 ng/mf®
Tabla 7

Valores basales de HAM en mujeres con respuesta normal, respuesta alta en control de
estimulacion ovdrica y sindrome de hiper-estimulacion ovdrica (SHO). Respuesta excesiva
cuando se recuperaron: a = 18; b = 20; ¢ 2 16; d 2 21 ovocitos. (La Marca, 20106).

Se han publicado 4 estudios prospectivos (Nardo ez al., 2008; Nelson et
al., 2007; Raine-Fenning ez al., 2008; Kwee et al., 2007; Lee et al., 2008) que
determinan puntos de corte para la prediccién de la alta respuesta y el sindrome de

hiperestimulacién ovdrica (tabla 8).

Autor n Disefio Corte S(%) Esp (%) Prediccion Prediccion
alta respuesta SHO
Kwee et al. (2007) 110 Prosp Smeg/| 53 91 Ne
Nelson et al (2007) 340  Prosp 25 pmol/1 &0 94.9 o
Lee et ol. (2008) 262  Prosp 3.36 ng/ml 90.5 813 N
Nardoetol (2008) 165  Prosp 3.5 ng/ml 88 70 P
Tabla 8
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Valores de corte de HAM para la prediccion de la alta respuesta y SHO. Respuesta

excesiva cuando se recuperan: a: mds de 20; b = 21 ovocitos. (La Marca, 20100).

Se ha descrito que la HAM seria igual de predictiva que el estradiol y RFA y
mejor que la edad y el IMC para identificar mujeres que lo desencadenardn y que el
valor de referencia seria de 23,5 ng/ml (Nardo ez /., 2008). Valores basales de HAM
predecirian el SHO con una sensibilidad del 90,5% y una especificidad del 81,3%
para un limite de corte de 3,36 ng/ml lo que sugiere que la respuesta aumentada
y el SHO estarfan causados por la administracién de gonadotropinas a mujeres
con “reserva ovdrica aumentada” (Lee ez al., 2008), algo que ya fue evidenciado
anteriormente (La Marca er al., 2007) comparando con la edad FSH, estradiol
e inhibina B. La HAM seria superior y comparando con el RFA los resultados
muestran un valor predictivo semejante.

Consecuentemente la determinacién de HAM previa a la administracién de
gonadotropinas podria aportar informacién para administrar protocolos con dosis
més bajas. Los valores declinan durante la administracién de gonadotropinas
(Fanchin e# al., 2003a y 2003b; Fanchin ez al., 2005a; La Marca ez al., 2004a y
2004b). Esta reduccién se debe, probablemente, a:

Un feedback negativo directo o indirecto de la FSH exdgena sobre la HAM.

Por el aumento supra-hipofisario de los niveles de estradiol. Este tltimo ha
sido implicado como un regulador negativo tanto de la HAM como del
HAM RII mRNA.

La disminucién de la HAM en mujeres tratadas con FSH puede ser el resultado
del crecimiento folicular inducido por ésta, haciendo asi que estos foliculos
pierdan su expresién de HAM, probablemente la causa fundamental.

La prevencién pues, deberd hacerse meses o dias antes del inicio de la induccién.
A pesar de la ausencia de cambios ciclicos en la HAM, y por estos motivos, debe
evitarse su determinacién una vez iniciada ésta o el dia de la puncién. Son de esperar
valores mds bajos.

Numerosos trabajos han encontrado una correlacién positiva con el nimero de
los ovocitos recuperados (ver tabla 2). Valores altos el dia +3 de estimulacién se
asocian a una mayor captura (Seifer ez al., 2002). Los valores fueron dos a tres veces
superiores en aquellas que se recuperaban > 11 comparados con con aquellas que se

recuperaron < 0.
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También se ha comparado con el ndmero de ovocitos reclutados (Ficicioglu ez
al., 2006; Mcllveen ez al., 2007) llegdndose a la conclusién que la HAM seria igual
o mds predictiva, si bien no existe unanimidad (Eldar-Geva ez al., 2005; Kwee et al.,
2007).

En resumen puede concluirse que el RFA y la HAM tiene un poder de prediccién

semejante en el ndmero de ovocitos que se reclutardn (Broer ez al., 2009).

1.5.11 PREDICCION DE LA RESPUESTA CUALITATIVA OVARICA EN RA
Hoy estd totalmente reconocido que el éxito de las TRA estd relacionado con
la calidad mds que con la cantidad de ovocitos recuperados. Como el estatus de la
reserva ovérica incluye a ambas la HAM refleja no solo la respuesta cuantitativa
sino la cualitativa, de aqui que numerosos investigadores hallan encontrado una
correlacidn positiva significativa con la calidad (Hazout ez al., 2004; Ebner ez al.,
2006; Fanchin ez al., 2007; Silberstein ez al., 2006; Cupisti et al., 2007). Con el fin
de clarificar la compleja relacién entre calidad ovocitaria/embrionaria e indices de

implantacidn y gestacién comentaremos los estudios existentes de HAM en liquido
folicular y en suero (Fanchin ez a/., 2007; La Marca ez al., 2010Db).

Estudios en liguido folicular

Dos trabajos (Fanchin ez /., 2005b y c) han estudiado las concentraciones en
liquido folicular obtenido de foliculos (pequenos y grandes) el dia de la captacién
folicular, y comparados con las concentraciones de E, y andrégenos. Estas fueron
tres veces superiores en los foliculos pequenos confirmando que su produccién en
las células de la granulosa declina a medida que maduran.

Tanto en los foliculos pequefios como en los grandes hallé una correlacién
positiva con el nimero de foliculos antrales pequefios del dia + 3 del ciclo previo,
con los foliculos en crecimiento el dia de la administracién de la HCG y el nimero
de ovocitos recuperados.

Estos resultados indican que los niveles de la HAM periférica no son
dependientes exclusivamente del ndmero de foliculos sino que también estd
modulada por la habilidad folicular individual de producir HAM. Por ello valores
elevados de HAM periférica indican no solo que el nimero de foliculos antrales

estd aumentado sino también que cada foliculo probablemente produce mds HAM
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de forma individualizada. Esto ofrece un concepto nuevo sobre la asociacién que
se ha publicado entre HAM periférica y potencial ovérico de fertilidad llevando a
especular si valores séricos de HAM reflejarian la respuesta a la induccién no solo
cuantitativa sino cualitativa folicular.

En otro trabajo (Fanchin ez al., 2007) estudiando ciclos con un solo foliculo
dominante se comparé la concentracién de HAM en liquido folicular con la calidad
de ovocitos, embriones generados, indices de implantacién, de embarazo y de
embarazos en curso. Se observé que los indices de implantacién y embarazos en curso
aumentaron dristicamente comparando los casos de baja con alta concentracién. La
morfologia embrionaria fue similar en ambos grupos lo que indica que la HAM
folicular serfa un factor adicional en la seleccidn de los ovocitos. Estas investigaciones
resultan de interés clinico para aquellos paises en los que el cultivo embrionario y la
transferencia estdn limitados legalmente.

Semejantes investigaciones han sido repetidas analizando también la inhibina B
(Wunnder ez al., 2008a y b) transfiriendo solo un pre-embrién. Se observé una mayor
tasa de embarazos a mayores concentraciones de HAM e inhibina B. Igualmente se
observé una correlacién positiva con E, y negativa para FSH (Dumesic ez a/., 2009).

Aunque parece existir una relacién entre concentracién en liquido folicular,

calidad ovocitaria, embrionaria e indice de gestaciones, estd atin por confirmar.

Estudios en suero

Aunque los estudios en liquido folicular parecen indicar que la HAM puede
ser Gtil en la prediccidn de la calidad ovocitaria y embrionaria y de embarazo, no se
puede decir lo mismo en cuanto a la HAM medida en suero. Son pocos los estudios
que que concluyen que la HAM pueda dar informacién relevante acerca de los
ovocitos, calidad embrionaria y resultados gestacionales (La Marca ez al., 2010b).

Silberstein y colaboradores (2006) encontraron que la HAM sérica medida el
dia de la administracién de la HCG se correlacioné con la calidad de los embriones
obtenidos, permitiendo discriminar entre embriones de alto y bajo potencial de
implantacién. En consecuencia, la tasa de implantacién, pero no la de embarazo,
fue més alta en el grupo con niveles de HAM mds altos (Silberstein ez 4/., 2006). Sin
embargo, se ha demostrado que no existe una correlacién consistente entre la HAM

sérica y la morfologia embrionaria y la tasa de aneuploidias embrionarias (Lie Fong
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et al., 2008).

La gran mayoria de estudios que han investigado la relacién de la HAM con
la tasa de embarazos tras FIV concluyen que no es dtil en la prediccién del éxito
reproductivo. Sélo pocos estudios reportaron un valor cut-off significativo que
distinga entre embarazo y no embarazo. Sin embargo los tinicos estudios prospectivos
al respecto presentan un tamafo muestral escaso, el primero 56 y el segundo 33
(Eldar-Geva ez al., 2005; Elgindy ez al., 2008). Por otro lado, un estudio que incluyé
109 pacientes y que era favorable al valor predictivo de la HAM para el embarazo
tras FIV, presenta un diseno retrospectivo (Lekamage ez a/., 2007).

Un estudio publicado relacioné la HAM en suero con la tasa de nacimientos
tras FIV (Nelson ez al, 2007). En este estudio que incluyé 340 pacientes, fue
demostrado que la tasa de nacimientos se incrementaba a mayor niveles de HAM.
Sin embargo, esta afirmacién era vilida sélopara mujeres con niveles basales de
HAM <7.8 pmol/l. Estos hallazgos pueden ser explicados en parte, por la buena
correlacién entre HAM y el nimero de ovocitos recuperados (Nelson ez al., 2007).

En conclusién, la posible predicciénn de los aspectos cualitativos de los
programas de RA por parte de la HAM, sigue siendo controvertida. La evidencia
sugiere que esta relacion puede ser inicamente indirecta debido a la fuerte correlacién

entre la HAM sérica y la respuesta cuantitativa del ovario (La Marca ez al., 2010b).

1.5.12 FACTORES A TENER EN CUENTA EN EL MANEJO DE LA HAM
Es importante tener en cuenta cuando se maneja esta hormona que:

a. Hasta el presente, no existen datos longitudinales sobre valores estindares
durante el periodo reproductivo. Deberdn determinarse valores de
normalidad en relacién con la progresiva edad. Se desconoce igualmente
qué niveles son predictivos, independientemente de la edad, de gestacién
espontdnea en la poblacién general (La Marca er al, 2010b). Es pues
prematuro su aplicacion para investigar la fertilidad en la poblacién general
(Broekmans et al., 2008).

b. En la clinica, en pacientes de RA, parece muy til el empleo de valores
extremos para predecir la hiper-respuesta a la FSH, especialmente en SOD,
y para informar sobre el riesgo de baja respuesta, cancelaciones o fracasos.

c. Las bajas respondedoras jévenes tienen un prondstico diferente, debido a
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la falta de relacién entre baja respuesta y calidad ovocitaria. Muchas de ellas
logran gestacién. Por ello ésta no debe ofertarse como test para conocer las
posibilidades gestaciones especialmente si es el primer intento FIV.
Pacientes con valores bajos quizds podrian beneficiarse de dosis mds
elevadas de gonadotropinas.

Se han descrito casos de falsos positivos. No deben excluirse estas parejas
de programas de FIV en tanto en cuanto esto no se confirme.

El empleo en estos casos de corticoides y éxido nitrico podria mejorar la
respuesta.

Se ha propuesto por ello hacer un primer FIV sin ninguno de los test
referidos y que la respuesta serfa el test de primera linea. (Eldar-Geva er
al., 2005).

Sin duda, el futuro pasa por identificar marcadores genéticos del proceso
que regula la cantidad y la calidad de los ovocitos.

Falta clarificar con precision el rol de la HAM existente en liquido folicular.
Falta clarificar con precisién el rol en la foliculogénesis.

Falta clarificar con precisién sus posibles efectos extra ovdricos en
endometrio, células neopldsicas de cérvix, mama, epitelio ovérico, etc.

No existe un patrén internacional de medicién estandarizado. Se emplean
varios kits (Immunotech-echman Coulter, Diagnostic System Laboratories

y otros mds recientes) y se han descrito discordancias entre ellos (Streuli ez

al., 2009).
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2. MATERIAL Y METODO

2. MATERIAL Y METODO

2.1 OBJETIVOS

El presente trabajo tiene como objetivo primario:

— Evaluar la eficacia de la HAM como andlisis predictivo de la reserva ovérica y
la respuesta a Técnicas de Reproduccién Asistida (TRA).

Y como objetivos secundarios:

— Valorar qué lugar ocupa la HAM en el dmbito del estudio de la reserva
ovdrica, en comparacién a otros marcadores, ecogréﬁcos (recuento de
foliculos antrales) y hormonales (FSH, LH, Estradiol).

— Aproximarnos a la posibilidad de evitar realizar TRA que no van a aportar
resultados clinicos o sustituirlas por otras que tienen muchisimo mejor

prondstico reproductivo.

2.2 MATERIAL Y METODO
El estudio ha incluido a 153 pacientes que respondian a cada uno de los

siguientes criterios de inclusidn:

— Antecedente de dos o mds fallos a TRA (inducciones de ovulacién, IAH,
FIV/ICSI).

—Ciclos menstruales normales.

—Presencia de ambos ovarios.

— Sin historia previa de endocrinopatias, quimioterapia y/o radioterapia.

Todas las parejas fueron informadas de integrar el estudio, las cuales a pesar de los
fracasos previos y conociendo en el presente ciclo los datos clinicos, la evolucién de la
induccién y los niveles de HAM y otras hormonas, aceptaron la realizacién de un nuevo

ciclo FIV/ICSI y la inclusién en el estudio, firmando el correspondiente consentimiento.

Se ha definido como criterios de exclusién:

— Factor masculino severo (< 5 millones espermatozoides /ml).
— Casos de fallo ovérico oculto o fallo ovirico precoz.
— Aquellas pacientes en las que se observaron quistes ovdricos u otro tipo de

patologia ovdrica durante el recuento de foliculos antrales.
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— Pacientes con antecedente de cancelaciones por baja respuesta.
— DPacientes intervenidas quirtrgicamente de patologia ovirica severa

(endometriosis, quistectomias amplias, ooforectomia unilateral, etc.) (Fig. 7)

Figura 7:

2D vaginal Angiopower Doppler (arriba izq); inverse mode (arriba derecha) sonoAVC
mode (abajo izq); modo HD Live (abajo derecha).

Se observa un foco de endometriosis en color marrén. El resto de dreas
coloreadas corresponden a foliculos antrales. Las imdgenes 3D de la endometriosis
muestran la verdadera importancia de esta tecnologia ya que permite ver el tamafio
del foco, las posibilidades de extirpacién quirtrgica y las de conservar partes del
ovario. La imagen inferior derecha que mostramos, deja ver claramente que atin

persiste tejido ovdrico no afectado y que en él hay foliculos antrales.

Sedispuso de determinaciones hormonales basales (FSH, LH, 17 3- estradiol)
y HAM realizadas en el dia +3 del ciclo anterior a la estimulacién. Se emple6 para

las técnicas de determinacién de FSH, LH y 17B-E, el enzimoinmunoensayo tipo
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sandwich o enzyme-linked immuno-sorbent assay (ELISA) (Human Gesellschaft fiir
Biochemica und Diagnostica MbH, Wiesbaden. Alemania). Con una sensibilidad
analitica de 0.4 mU/ml para FSH, 0.5 mU/ml para LH, 3 pg/ml para 178-E, Parala
HAM se empleé el AMH/MIS immunoassay (Laboratory Instrument & Beckman-
Coulter, Viena, Austria). Con una sensibilidad analitica estimada (ELISA) de 0.1

ng/ml correspondiente a 0.7 pmol/L.

Todas la pacientes fueron sometidas a una ecografia transvaginal 3D entre los
dias 3°-5° del ciclo para el recuento de foliculos antrales (RFA). En todas las
exploraciones se emple6 un equipo Voluson E-8 General Electric, Zipf, Austria, con
transductor vaginal de 7,5 MHz. Las ecografias fueron realizadas en todos los casos
por el mismo ecografista, intentando asi evitar diferencias interobservador. Primero
se adquirié una imagen basal tridimensional de cada ovario usando el modo 3D,
incluyendo en el sector el ovario en su totalidad y realizando un posterior barrido.
Los datos e imdgenes de ambos ovarios de cada paciente fueron guardados en nuestro
equipo para su andlisis posterior. En segundo lugar y de forma off-line el modo Sono
AVC (Automated Volume Calculation) fue usado para el contaje de foliculos antrales
en cada ovario, trabajando sobre el mismo ecégrafo. Consideramos foliculos antrales
aquellos foliculos que miden entre 2 y 10 mm de didmetro el dia 3-5 del ciclo. El
modo sono AVC identifica todas las zonas anecédicas, midiendo automdticamente
su didmetro mayor y su volumen, y las individualiza mediante colores de acuerdo
con su tamano. Para realizar el RFA mediante este método, trabajamos sobre la
primera adquisicién volumétrica obtenida de cada ovario. Limitamos la zona del
ovario que queremos analizar en los tres planos ortogonales para excluir la mdxima
informacién extraovérica posible, y nos aseguramos que la totalidad del ovario estd
incluida en la regién de interés. Después aplicamos el modo AVC y cada foliculo
serd representado con un color especifico y se mostrardn sus dimensiones y tamanos
relativos (fig 8). El nimero total de foliculos antrales inicialmente identificado fue
guardado. Posteriormente reanalizamos de forma manual cada ovario para un RFA
mds preciso. Aquellos foliculos que no fueron incluidos en el cilculo automdtico y
que pudimos observar después fueron incluidos mediante un sencillo click sobre cada
uno de ellos. Cada foliculo antral identificado de este modo recibe un nuevo color

y sus dimensiones aparecen igual que con los foliculos ya identificados. Mediante
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este reandlisis también pudimos excluir dreas que fueron errénamente contadas para

el contaje de foliculos antrales. La suma total de foliculos antrales en ambos ovarios

fue tomada como el RFA para cada paciente.
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Figura 8:

Sistemas AVC que colorea cada uno de los foliculos y valora sus didmetros y el volumen
(arriba), en dos casos con buena respuesta, mostrando por tanto, numerosos foliculos
asincrénicos. La 2D, en los planos ortogonales, muestra al mismo tiempo el Doppler

energia. (abajo derecha).

La induccién de la ovulacién se llevé a cabo empleando 225-300 UI de rfFSH

(Puregon®, MSD, Madrid, Espana) durante 6 dias, continuada segtin el tamano
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folicular y los niveles de 17f3-E, El dia +5 o cuando se objetivaron foliculos de 15mm
de tamano o mayores, se suministré 0,25 mg de GnRH antagonista (Orgalutran °,
Serono, Madrid) de forma diaria hasta la administracién de rHCG (Ovitrelle °,
Serono, Madrid).

El criterio de inclusién que utilizamos para baja respuesta fue:

— Obtencién de < 5 ovocitos el dia de la puncidn.

Los criterios de inclusién para baja respuesta cancelada fueron:

— Recuento de un ntimero de foliculos el dia de administracién de la HCG o
el de la puncién <3 entre ambos ovarios determinados con modo AVC.

— Obtencién de cero ovocitos el dia de la puncién.

No fue cancelada ninguna paciente por presentar una hiperrespuesta, es decir,

mas de veinte foliculos el dia de la administracién de la HCG.

Una vez dispusimos del resultado de la estimulacién del presente ciclo,
analizamos los siguientes subgrupos de acuerdo al niimero de ovocitos recuperados:

— Grupo 1, baja respuesta canceladas: < 5. (n= 34, 22,22%)

— Grupo 2, baja respuesta no cancelada: < 5. (n= 44,28,75%)

— Grupo 3, respuesta normal: > 5y < 15. (n= 65,42,48%)

— Grupo 4, altas respondedoras: > 15. (n= 10, 6,5%)

Se ha dividido al grupo de pacientes bajas respondedoras entre canceladas y no

canceladas con la intencién de:

— Contrastar si en este primer grupo, los niveles de HAM y RFA son
significativamente menores que el resto. Si asi fuera, podriamos estimar
un nivel umbral para este grupo de pacientes.

— Diferenciar los resultados respecto a la edad para intentar hallar diferencias
significativas si las hubiera.

— Valorar calidad ovocitaria, calidad embrionaria y resultados gestacionales,
pues en los casos cancelados estos datos no pueden ser aportados y no
podriamos conocer la posible relacion HAM/RFA en estas mujeres bajas

respondedoras.
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A la hora de analizar el valor de la HAM y el resto de marcadores definimos dos
tipos de variable respuesta que nombraremos como RES1 y RES2:

—REST incluye los grupos respuesta bajas, tanto canceladas como no canceladas,

normo vy altas respondedoras.

— RES2 incluye los grupos respuesta bajas canceladas, bajas no canceladas,

normo vy altas respondedoras.

En el caso de no hallar diferencias entre las pacientes bajas respondedoras
canceladas y bajas respondedoras no canceladas, basaremos el estudio sobre una
Unica variable, REST.

El grupo de altas respondedoras, que es muy limitado, se ha introducido
siguiendo recomendaciones de publicaciones semejantes, como comparativo
estimativo.

En resumen, 78 casos (50,9%) fueron consideradas bajas respondedoras; 65
(44,48%) fueron normo respondedoras y solo 10 casos (6,5%) altas respondedoras.

Una vez finalizado el ciclo FIV/ICSI de cada paciente, se han valorado los
siguientes pardmetros:

— Edad

— Valores hormonales FSH, LH, 17X-E, y de HAM

—RFA con modo AVC.

— Dosis total de gonadotrofinas empleadas y dias de estimulacidn;

— Total de ovocitos recuperados y grado de madurez de los mismos. Ndmero

de ovocitos fertilizados.

— Total de embriones obtenidos GI, GII;

— Numero de embriones transferidos y su calidad;

— Gestaciones obtenidas;

— Evolucién clinica (nimero de abortos, gestaciones ectdpicas o embarazos en

curso)

Todos los datos fueron incluidos en un programa de memoria File Maker (Fig.

9y 10):
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DATOS DE CLINICOS

Figura 9
Detalle del programa para los datos clinicos y de TRA. Cada hoja contiene los datos de
la edad, indicacion clinica, valores hormonales, dosis y dias de induccion asi como la

evolucion de la induccion.
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DATOS DEL LABORATORIO

Figura 10
Detalle del programa para los datos de laboratorio. Cada hoja contiene los datos de la
edad, ovocitos aspirados, calidad, ovocitos fertilizados, calidad, embriones transferidos,

calidad y resultados obstétricos.
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2.3. ANALISIS ESTADISTICO

Hemos utilizado el andlisis de la varianza, ANOVA, para el estudio de variables
normalmente distribuidas. Para estudiar la normalidad de los residuos hemos
realizado la prueba de Kolmogdrov-Smirnov. Sobre aquellas que superaron dicha
prueba aplicamos el test no paramétrico de Kruskal Wallis. En todos los casos
fijamos el nivel de significacién en 5%.

Para obtener las curvas ROC, primero hemos aplicado un modelo de regresion
logistica y después, mediante el package de R, DiagnosisMed, hemos obtenido las
gréficas, los niveles de sensibilidad y especificidad, asi como el drea bajo la curva.

Los andlisis estadisticos se han realizado con la ayuda de los paquetes estadisticos
Infostat [1] y R versién 2.10.1 [2].

[1] InfoStat (2009). InfoStat versién 2009. Grupo InfoStat, FCA, Universidad
Nacional de Cérdoba, Argentina

[2] R Development Core Team (2009). R: A Language and Environment for
Statistical Computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.

ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-project.org/.
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3.- RESULTADOS

3.1. DESCRIPTIVO

Descriptivo global:

Estadistica descriptiva

Variable n Media D.E. Var (n-1) E.E. Min Max
edad 153 35.15 4.30 18.46 0.35 21.00 45.00
FSH 153 8.09 6.68 44.65 0.54 1.55 58.00
E2 93 54.34 44.06 1941.14 4.57 10.00 260.00
RFA 149 9.07 7.29 53.17 0.60 0.00 36.00
HAM 153 13.35 11.75 138.09 0.95 0.36 60.96

3. RESULTADOS

A continuacién presentamos en forma de tabla un breve descriptivo de las

variables que hemos incluido en el estudio para cada uno de los niveles de la variable

respuesta RES1 (alta, normo'y baja):

Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E. Var (n-1) E. Min Max
Alta edad 10 31.60 3.86 14.93 1.22 24.00 38.00
Normo edad 66 33.97 4.54 20.59 0.56 21.00 43.00
Baja edad 77 36.55 3.57 12.74 0.41 27.00 45.00
Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E. Var (n-1) E. Min Max
Alta HAM 10 27.21 14.34 205.55 4.53 9.88 60.96
Normo HAM 66 15.54 11.90 141.73 1.48 0.43 59.30
Baja HAM 77 9.76 9.44 89.16 1.08 0.36 46.70
Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E. Var (n-1) E. Min Max
Alta RFA 10 21.00 7.66 58.67 2.42 9.00 36.00
Normo RFA 65 11.17 7.25 52.61 0.90 0.00 35.00
Baja RFA 74 5.68 4.38 19.21 0.52 0.00 32.00
Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E. Var (n-1)E.E. Min Max

Alta E2 9 33.22 11.05 122.19 3.68 15.00 46.00

Normo E2 40 51.20 32.47 1054.28 5.20 16.00 225.00

Baja E2 44 60.98 55.82 3116.04 8.51 10.00 260.00
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Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E. Var (n-1) E.E. Min Max
Alta FSH 10 4.82 1.39 1.94 0.44 1.55 6.30
Normo FSH 66 7.42 3.47 12.07 0.43 2.22 20.60
Baja FSH 77 9.13 8.84 78.19 1.03 2.07 58.00
Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E. Var (n-1) E.E. Min Max
Alta LH 1 3.98 0.00 0.00 0.00 3.98 3.98
Normo LH 41 6.70 4.11 16.93 0.64 1.50 20.70
Baja LH 60 6.55 7.58 57.39 0.98 0.70 58.60
Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E. Var (n-1) E.E. Min Max
Alta OvocitRecup 10 19.30 4.76 22.68 1.51 15.00 28.00
Normo OvocitRecup 66 8.30 2.60 6.77 0.32 5.00 14.00
Baja OvocitRecup 77 2.28 1.49 2.23 0.17 0.00 4.00
Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E. Var (n-1) E.E. Min Max
Alta OvocitM2 10 13.20 5.96 35.51 1.88 7.00 24.00
Normo OvocitM2 64 5.31 3.11 9.68 0.39 0.00 13.00
Baja OvocitM2 74 1.18 1.20 1.43 0.14 0.00 4.00
Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E. Var (n-1) E.E. Min Max
Alta EmbrTotal 10 8.50 4.95 24.50 1.57 0.00 19.00
Normo EmbrTotal 62 3.94 2.51 6.32 0.32 0.00 10.00
Baja EmbrTotal 75 0.97 1.16 1.35 0.13 0.00 4.00
Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E. Var (n-1) E.E. Min Max
Alta EmbrG1G2 10 5.90 2.85 8.10 0.90 0.00 10.00
Normo EmbrG1G2 62 3.23 2.38 5.65 0.30 0.00 10.00
Baja EmbrG1G2 76 0.89 1.13 1.27 0.13 0.00 5.00
Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E. Var (n-1) E.E. Min Max
Alta EmbrOtros 10 2.10 3.51 12.32 1.11 0.00 11.00
Normo EmbrOtros 62 0.65 1.15 1.31 0.15 0.00 5.00
Baja EmbrOtros 75 0.19 0.56 0.32 0.06 0.00 3.00
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Estadistica descriptiva

3. RESULTADOS

RES1 Variable n Media D.E. Var (n-1) .E. Min Max
Alta EmbrTrans 10 1.90 0.74 0.54 0.23 0.00 3.00
Normo EmbrTrans 62 1.87 0.80 0.64 0.10 0.00 3.00
Baja EmbrTrans 76 0.86 0.95 0.90 0.11 0.00 3.00
Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E Var (n-1) .E. Min Max
Alta etGl 0 sd sd sd sd sd sd
Normo etGl 32 1.22 0.79 0.63 0.14 0.00 3.00
Baja etGl 38 0.63 0.79 0.62 0.13 0.00 3.00
Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E Var (n-1) .E. Min Max
Alta etG2 0 sd sd sd sd sd sd
Normo etG2 28 0.86 0.93 0.87 0.18 0.00 3.00
Baja etG2 33 0.48 0.67 0.45 0.12 0.00 2.00
Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E Var (n-1) E. Min Max
Alta etOtro 0 sd sd sd sd sd sd
Normo etOtro 24 0.17 0.38 0.14 0.08 0.00 1.00
Baja etOtro 31 0.45 0.81 0.66 0.15 0.00 3.00
Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E. Var (n-1) .E. Min Max
Alta OvocitOtros 9 5.78 1.79 3.19 0.60 3.00 8.00
Normo OvocitOtros 24 3.25 1.80 3.24 0.37 0.00 6.00
Baja OvocitOtros 8 1.25 1.04 1.07 0.37 0.00 3.00
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Representamos graficamentes mediante box-plots, las principales variables a

estudio:
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En relacién al descriptivo de HAM y RFA, vemos que las medias de las variables
coinciden con la bibliografia siendo las altas respondedoras las que mds RFA y HAM
tienen con respecto a los demds grupos.

Para la variable Edad presentamos algtin descriptivo mds como los cuartiles

para cada nivel de respuesta y unas gréficas de densidad suavizadas:

$Alta
[11] 24 29 32 33 38 (min, cuartill, cuartil2, cuartil3, max)
$Normo
[1] 21 31 34 37 43
$Baja
[1] 27.0 33.5 37.0 39.0 45.0
> quantile (edad[RES1=="Alta”],seq(0,1,0.1), na.rm=T)

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%
100%

24.0 27.6 28.8 31.1 32.0 32.0 32.4 33.0 33.4 35.3
38.0
> quantile (edad[RES1=="Normo”],seq(0,1,0.1), na.rm=T)

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%
100%

21.0 28.4 31.0 31.2 33.0 34.0 35.0 36.0 38.0 40.0
43.0
> quantile (edad[RES1=="Baja”],seq(0,1,0.1), na.rm=T)

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%
100%

27.0 32.0 33.0 34.0 36.0 37.0 38.0 39.0 40.0 41.0
45.0
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3. RESULTADOS

Parece que los 3 grupos respuesta no estdn en el mismo rango de edades:
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N=75 Bandwidth =1.354

Se observa que las edades en cada nivel de respuesta no estdn en el mismo
rango, siendo como era de preveer, las alta respondedoras las mas jévenes, seguidas
de las normo y por tltimo, las baja respondedoras.

En las siguientes cuatro gréficas relacionamos la variable respuesta RES1, por

tanto los ovocitos recuperados, con la HAM vy la variable edad:
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OvocitRecup vs HAM OvocitRecup vs HAM (20<edad<30)
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En el grupo de mujeres entre 20 y 30 afos, observamos que los valores de HAM
son mayores y se relacionan con un niimero de ovocitos recuperados mayor. En las
gréficas siguientes que corresponden a los grupos entre 29-35 y >35, observamos
que los valores de HAM se agrupan en niveles mds bajos, y se relacionan con menor
ndimero de ovocitos recuperados. Aunamos los resultados de los tres grupos en la
gréfica superior izquierda, que nos indica por tanto que a menor edad y mayor
concentracién de HAM, mayor es la respuesta, es decir, el nimero de ovocitos
recuperados.

Las tres graficas nos indican que al comparar ovocitos recuperados y HAM
por grupos de edad, la dispersién no muestra significacién estadistica. Ello significa
que las variables HAM y ovocitos recuperados se comportan igual en los distintos
grupos de edad y por tanto las podremos comparar estadisticamente. Este punto lo
analizaremos con mds detalle en el siguiente apartado.

En el grupo de menor edad, observamos un punto muy alejado del resto, que
corresponde a un valor de HAM mayor de 60. Pensamos que se trata de un error
de laboratorio. Aunque incluimos el valor en el estudio, sobretodo para el andlisis
descriptivo, observaremos que este valor modifica el resultado de algunos andlisis
y por tanto el grupo altas respondedoras serd excluido para realizar determinadas

valoraciones.
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3. RESULTADOS

En el siguiente grupo de gréficas, relacionamos la variable respuesta (ovocitos

recuperados) y la edad con el recuento de foliculos antrales (RFA):

OvocitRecup vs RFA OvocitRecup vs RFA (20<edad<30)
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Como ocurre con la HAM, observamos que a menor edad, mayor es el RFA y
el niimero de ovocitos recuperados. En este caso, al comparar ovocitos recuperados
y RFA por grupos de edad, la dispersién tampoco muestra significacion estadistica,
indicando que ambas variables se comportan igual en los distintos grupos de edad y

que pueden ser comparadas estadisticamente.
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3.2 ANALISIS DE LA EDAD, RFA Y HAM SEGUN LOS GRUPOS DE RESPUESTA OVARICA.

Vamos a considerar como variable respuesta (RES2) la definida en el apartado
de Método. Dicha variable tiene cuatro niveles de clasificacién en funcién de los
ovocitos recuperados en la induccién: baja respuesta canceladas (grupol), baja
respuesta no-canceladas (grupo2), normorespuesta (grupo3) y alta-respondedoras
(grupo4). En este primer apartado vamos a contrastar si la edad media y los niveles
de RFA y HAM son significativamente diferentes entre los grupos 1 y 2. En caso
negativo, realizaremos los andlisis considerando una variable respuesta con 3 niveles
(baja, normo y alta respondedoras), a la que llamaremos RES1, y que ya mostramos
en los siguientes resultados para facilitar su comprensidn.

Aunque el objeto de nuestra tesis es la HAM, realizaremos idénticos andlisis
con el RFA, pues ambos han sido considerados por la mayoria de los autores como
los principales marcadores de reserva ovérica por delante de otros TRO. Port tanto
realizaremos una comparacién detallada del valor de ambos.

3.2.1 EDAD
Aplicamos un ANOVA de una via considerando la edad como variable

independiente y RES1 y RES2 como variable respuesta. Obtenemos:

Analisis de la varianza
Variable N R2 R2 Aj cv

edad 153 0.13 0.12 11.48

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

Analisis de la varianza
Variable N R2 R2 Aj CcvV.

edad 153 0.14 0.12 11.46

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CcM F p-valor _F.V. SC gl cM F p-valor
Modelo 362.57 2 181.29 11.13 <0.0001 Modelo 386.02 3 128.67 7.93 0.0001
RES1 362.57 2 181.29 11.13 <0.0001 RES2 386.02 3 128.67 7.93 0.0001
Error 2394.93 147 16.29 Error 2401.50 148 16.23
Total 2757.50 149 Total 2787.52 151

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=1.86643
Error: 16.2920 gl: 147

RES1 Medias n

Alta 31.60 10 A

Normo 33.97 66 A

Baja 36.55 77 B

Letras distintas indican diferencias

significativas (p<= 0.05)

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=2.01641
Error: 16.2263 gl: 148

RES2 Medias n
Alta 31.60 10 A
Normo 33.97 66 A
BajaNoCanc 36.39 44 B
BajaCanc 36.91 33 B

Letras distintas indican diferencias

significativas (p<= 0.05)

Mediante un ANOVA de una via (Oneway ANOVA) podemos decir que la

edad media de las mujeres del grupo Baja en RES] es significativamente mayor que
la de los grupos Normo y Alta. Entre estos dos grupos no detectamos diferencias
significativas. En cuanto a RES2 podemos anadir que no detectamos diferencias de

edad entre los niveles de BajaNoCanc'y BajaCanc.
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3. RESULTADOS

De este andlisis deducimos que la edad media no es la misma en los cuatro
grupos (p<0.0001) aunque no diferenciamos significativamente al 5%, la edad media
del grupo 1 (36.91 afos) y la del grupo 2 (36.39 anos), y tampoco la del grupo 3
(33.97 anos) y la del grupo 4 (31.60 anos). Asi pues, la edad es un pardmetro clinico

de interés en reserva ovdrica s6lo para bajas respondedoras con/sin cancelacién.

3.2.2. HAM
Aplicamos un ANOVA de una via (Oneway ANOVA) y buscamos diferencias

entre los distintos niveles de repuesta:

Analisis de la varianza Analisis de la varianza

Variable N R? R2? A5 Ccv Variable N R? R2? A5 Ccv

HAM 153 0.15 0.14 81.71 HAM 153 0.15 0.14 81.74
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III) Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3210.93 2 1605.46 13.49 <0.0001 Modelo 3248.24 3 1082.75 9.09 <0.0001
RES1 3210.93 2 1605.46 13.49 <0.0001 RES2 3248.24 3 1082.75 9.09 <0.0001
Error 17607.81 148 118.97 Error 17741.56 149 119.07
Total 20818.73 150 Total 20989.80 152
Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=5.03226 Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=5.44160
Error: 118.9717 gl: 148 Error: 119.0709 gl: 149
RES1 Medias n RES2 Medias n
Baja 9.76 77 A BajaNoCanc 9.62 44 A
Normo 15.54 66 B BajaCanc 9.91 33 A
Alta 27.21 10 [¢] Normo 15.54 66 B
Letras distintas indican diferencias Alta 27.21 10

significativas (p<= 0.05) Letras distintas indican diferencias

significativas (p<= 0.05)

Mediante un ANOVA de una via (Oneway ANOVA) detectamos diferencias
significativas de HAM entre los niveles consecutivos de RES1. En cambio, no
detectamos diferencias significativas entre los niveles de HAM de BajaNoCanc y
BajaCanc de RES2.

sExiste relacion lineal significativa entre edad y HAM?
Mediante una regresion lineal simple se detecta una relacién lineal significativa
entre HAM y la edad (p=0.0341). La relacién entre estas variables es significativa

pero el modelo lineal ajusta bastante mal ya que sélo explica el 3% de la variabilidad

de los datos (R?=0.03).
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Analisis de regresién lineal
Variable N R2 R2 Aj ECMP AIC BIC
HAM 151 0.03 0.02 141.02 1174.651183.70

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 30.04 7.83 14.56 45.52 3.83 0.0002
edad -0.47 0.22 -0.91 -0.04-2.14 0.0341 5.55

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 623.35 1 623.35 4.57 0.0341
edad 623.35 1 623.35 4.57 0.0341
Error 20308.70 149 136.30
Total 20932.05 150
Gréficamente:
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Hemos detectado diferencias de HAM entre los grupos respuesta y en el andlisis anterior
sale significativa la relacion entre HAM y edad. ;Es la edad sélo la que produce las
diferencias de HAM o la variable respuesta estd realmente relacionada con HAM (que
es nuestro objetivo)?

Para contestar esta pregunta comenzamos como siempre, viendo un grafico de
los datos. Hemos representado los valores de HAM de todas las mujeres del ensayo
pero diferencidndolos segtin el grupo respuesta al que pertenecen. Por tltimo, hemos
afadido los ajustes lineales obtenidos mediante una regresién lineal en cada uno de
los grupos de forma independiente. A simple vista parece que no existe relacién
lineal entre HAM y Edad para las mujeres normo y bajo respondedoras. Ademis, la
relacién lineal significativa detectada al analizar todos los datos juntos seguramente

viene inducida sélo por el grupo alta (que ademis tiene s6lo 10 datos).
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3. RESULTADOS

Resok * Edad

= alta — Ajuste alta
norma — Ajuste norma
4 *  baja —— Ajuste baja

>

HAM

25 30 35 40 45

Edad
Analiticamente, aplicamos un Andlisis de la Covarianza (ANCOVA)
con HAM como variable respuesta, Resok como factor principal y Edad como
covariable. Grdficamente, estamos comprobando si existe relacién lineal entre
HAM y Edady si esta relacién es la misma en los tres grupos de Res].
Obtenemos:

Tests de tipo 3 de efectos fijos

Num Den
Efecto DF DF F-Valor Pr > F
RES1 2 143 7.03 0.0012
edad 1 143 8.37 0.0044
edad*RES1 2 143 5.65 0.0043

El andlisis indica que existe relacién lineal entre HAM y edad (p=0.0044) pero
como la interaccién sale significativa (p=0.0043) nos estd indicando que la relacién no
es la misma en cada grupo respuesta (como hemos visto en la grafica). Asi pues, no tiene
sentido comparar los grupos respuesta a través de la edad.

Si eliminamos el nivel A/ta de RES1, comprobamos que la interaccién
desparece (p=0.6047) indicando que la relacién entre HAM y Edad es la misma

para las mujeres en Normo'y Baja respuesta.
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Tests de tipo 3 de efectos fijos

Num Den
Efecto DF DF F-Valor Pr > F
RES1 1 135 0.02 0.8800
edad 1 135 0.05 0.8229
edad*RES1 1 135 0.27 0.6047

Como la interaccién no ha salido significativa, la eliminamos del modelo y
re-analizamos. De este nuevo andlisis deducimos que no existe relacién lineal entre
HAM y la Edad para los niveles de Normo y Baja (p=0.7528). Seguimos detectando
diferencias significativas entre el HAM de Normo y Baja de RES1 (p=0.0023):

Tests de tipo 3 de efectos fijos

Num Den
Efecto DF DF F-Valor Pr > F
RES1 1 136 9.70 0.0023
edad 1 136 0.10 0.7528

Ahora ya queda claro que no existe relacién entre HAM y edad (p=0.7528) y
que se detectan diferencias significativas entre las baja y las normo respondedoras en
cuanto a sus niveles de HAM.

En conclusién, este andlisis de la covarianza muestra que la variable edad no
influye en la relacién entre HAM vy respuesta, si excluimos el nivel Alza, y que la
variable respuesta si estd realmente relacionada con la HAM.

Para ver si existen diferencias entre los grupos 1 y 2 de RES2 respecto a la
HAM vamos a aplicar un andlisis de la covarianza (ANCOVA), es decir, vamos a
estimar los valores de HAM para cada nivel de la variable respuesta, pero ajustados
por la edad.

Como la interaccién entre HAM y RES2 sale significativa (p=0.0115) indica
que la relacién entre HAM y Edad no es la misma en todos los niveles de respuesta.
Si eliminamos el nivel A/ta de RES2, comprobamos que la interaccién desaparece

(p=0.7785):
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3. RESULTADOS

Tests de tipo 3 de efectos fijos

Num Den
Efecto DF DF F-Valor Pr > F
RES2 2 135 0.11 0.8925
edad 1 135 0.01 0.9369
edad*RES2 2 135 0.25 0.7785

Como la interaccién no sale significativa, la eliminamos del modelo y re-
analizamos. Obtenemos:

Tests de tipo 3 de efectos fijos

Num Den
Efecto DF DF F-Valor Pr > F
RES2 2 137 4.92 0.0087
edad 1 137 0.09 0.7642

Medias de minimos cuadrados

Error
Efecto RES2 Estimador estandar DF Valor t Pr > |t]
RES2 BajaCanc 9.9222 1.9025 137 5.22 <.0001
RES2 BajaNoCa 9.5548 1.6363 137 5.84 <.0001
RES2 Normo 15.7046 1.3833 137 11.35 <.0001

Diferencias de medias de minimos cuadrados

Error
Efecto RES2 _RES2 Estimador estandar DF Valor t Pr > |[t]|
RES2 BajaCanc BajaNoCa 0.3674 2.4795 137 0.15 0.8824
RES2 BajaCanc Normo -5.7824 2.3987 137 -2.41 0.0173
RES2 BajaNoCa Normo -6.1498 2.1759 137 -2.83 0.0054

De este nuevo andlisis deducimos que no existe relacién lineal entre HAM y la Edad para
los niveles de Normo, BajaNoCanc 'y BajaCanc (p=0.7642). En cuanto a los niveles de RES2,
detectamos diferencias significativas en los niveles de HAM entre Normoy BajaNoCanc (p=0.0054)
y entre Normo y BajaCanc (p=0.0173) pero no entre BajalNoCanc'y BajaCanc (p=0.8824).
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3.2.3. RFA

En este caso aplicamos un test de Kruskal-Wallis para contrastar el RFA entre
los distintos niveles de la variable respuesta. Aplicamos este test no paramétrico en
lugar del ANOVA de una via porque en este caso no podemos asumir la normalidad

de los residuos.

Obtenemos:
Prueba de Kruskal Wallis Prueba de Kruskal Wallis
Variable RES1 N Medias D.E. Medianas H o) Variable RES2 N Medias D.E. Medianas H P
RFA Alta 10 21.00 7.66 20.50 53.14 <0.0001 RFA Alta 10 21.00 7.66 20.50 54.37 <0.0001
RFA Baja 74 5.68 4.38 5.00 RFA BajaCanc 32 4.88 3.56 4.00
RFA Normo 65 11.17 7.25 9.00 RFA BajaNoCanc 42 6.17 4.82 5.00
RFA Normo 65 11.17 7.25 9.00
Trat. Ranks
Baja 51.83 A Trat. Ranks
Normo 93.47 B BajaCanc 43.39 A
Alta 132.60 C BajaNoCanc 56.79 A
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05) Normo 93.47 B
Alta 132.60 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Detectamos diferencias significativas de RFA entre los niveles consecutivos de
RES1. En cambio, no detectamos diferencias significativas entre los niveles de RFA

de BajaNoCanc'y BajaCanc de RES2.

sExiste relacion lineal significativa entre edad y RFA?

Mediante una regresién lineal simple se detecta una relacion lineal significativa
entre RFA y la edad (p<0.0001). La relacién entre estas variables también sale
significativa. En este caso, el porcentaje de varianza explicada por el modelo es del

18% (R*=0.18).

Analisis de regresién lineal

Variable N R2 Rz Aj ECMP AIC BIC

RFA 147 0.18 0.18 45.63 978.02 986.99

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI (95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 34.53 4.51 25.62 43.44 7.66 <0.0001
edad -0.72 0.13 -0.98 -0.47-5.68 <0.0001 33.08
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Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 1426.55 1 1426.5532.29 <0.0001
edad 1426.55 1 1426.5532.29 <0.0001
Error 6405.71 145 44.18
Total 7832.26 146

RFA

3. RESULTADOS

Igual que con HAM, hemos detectado diferencias de RFA entre los grupos respuesta y

una relacion lineal significativa entre RFA y edad. Como antes, nos preguntamos: ;Es

la edad sélo la que produce las diferencias de RFA o la variable respuesta estd realmente
relacionada con RFA?

Como anteriormente comenzamos representando los valores de RFA de

todas las mujeres del ensayo pero diferencidndolos segin el grupo respuesta al que

pertenecen. Ahadimos también los ajustes lineales obtenidos mediante una regresién

lineal en cada uno de los grupos de forma independiente. En este caso, igual si existe

relacién lineal entre RFA y Respuesta y posiblemente, no sean significativamente

diferentes.
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Vamos a estimar los valores de RFA para cada nivel de la variable respuesta,
pero ajustados por la edad.

Quisieramos comentar que en cuanto a RFA, realmente no deberiamos aplicar
un ANCOVA puesto que RFA no se distribuye perfectamente de forma normal.
Deberfamos aplicar una regresién de Poisson o una regresion Binomial Negativa
ajustada por Edad. En cualquier caso, como el andlisis de la varianza es muy robusto,
con nuestros datos, las conclusiones de los andlisis son las mismas. Asi pues, como el
andlisis de la varianza es mds habitual y se comprende mejor, presentamos resultados
del ANCOVA con RFA.

Empezamos aplicando un ANCOVA sobre RFA con RESI como factor
principal y Edad como covariable, junto a su interaccién. Como no sale significativa
(p=0.7197) nos indica que la relacién entre el RFA y la Edad es la misma en todos
los niveles de REST.

Tests de tipo 3 de efectos fijos

Num Den
Efecto DF DF F-Valor Pr > F
RES1 2 139 1.02 0.3640
edad 1 139 4.90 0.0285
edad*RES1 2 139 0.33 0.7197
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3. RESULTADOS

Eliminamos la interaccién y re-analizamos. Obtenemos que si existe una
relacién lineal entre el RFA y la Edad (p=0.0005). Como es la misma en los tres
niveles de RES1, podemos compararlos. Detectamos diferencias significativas entre
cada pareja de niveles de RES1 (p<0.0001 en cada comparacién).

Tests de tipo 3 de efectos fijos

Num Den

Efecto DF DF F-Valor Pr > F

RES1 2 141 23.05 <.0001

edad 1 141 12.78 0.0005
Medias de minimos cuadrados

Error

Efecto RES1 Estimador estandar DF Valor t Pr > |t|
RES1 Alta 19.5110 1.8935 141 10.30 <.0001
RES1 Baja 6.3543 0.7157 141 8.88 <.0001
RES1 Normo 10.7302 0.7420 141 14.46 <.0001

Diferencias de medias de minimos cuadrados

Error
Efecto RES1 _RES1 Estimador estéandar DF Valor t Pr > |[t] Ajuste Adj P
RES1 Alta Baja 13.1568 2.0605 141 6.39 <.0001 Bonferroni <.0001
RES1 Alta Normo 8.7808 2.0064 141 4.38 <.0001 Bonferroni <.0001
RES1 Baja Normo -4.3760 1.0535 141 -4.15 <.0001 Bonferroni 0.0002

Con RES2 tampoco sale la interaccién significativa (p= 0.8720).

Tests de tipo 3 de efectos fijos

Num Den
Efecto DF DF F-Valor Pr > F
RES2 3 139 0.70 0.5532
edad 1 139 5.61 0.0193
edad*RES2 3 139 0.23 0.8720

Eliminamos la interaccién y re-analizamos. Obtenemos que si existe una

relacién lineal entre el RFA y la Edad (p=0.0005). Como es la misma en los cuatro
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niveles de RES2, podemos compararlos. Detectamos diferencias significativas entre
cualquier pareja de niveles de RES2 salvo entre BajalNoCanc'y BajaCanc (p=0.4820)

Tests de tipo 3 de efectos fijos

Num Den

Efecto DF DF F-Valor Pr > F

RES2 3 142 15.85 <.0001

edad 1 142 12.87 0.0005
Medias de minimos cuadrados

Error

Efecto RES2 Estimador estandar DF Valor t Pr > |t]
RES2 Alta 19.4915 1.8858 142 10.34 <.0001
RES2 BajaCanc 5.7252 1.0671 142 5.37 <.0001
RES2 BajaNoCa 6.6970 0.9091 142 7.37 <.0001
RES2 Normo 10.7082 0.7397 142 14.48 <.0001

Diferencias de medias de minimos cuadrados

Error
Efecto RES2 _RES2 Estimador estéandar DF Valor t Pr > |t| Ajuste Adj P
RES2 Alta BajaCanc 13.7663 2.2091 142 6.23 <.0001 Bonferroni <.0001
RES2 Alta BajaNoCa 12.7945 2.1230 142 6.03 <.0001 Bonferroni <.0001
RES2 Alta Normo 8.7833 1.9969 142 4.40 <.0001 Bonferroni 0.0001
RES2 BajaCanc BajaNoCa -0.9718 1.3784 142 -0.71 0.4820 Bonferroni 1.0000
RES2 BajaCanc Normo -4.9830 1.3215 142 -3.77 0.0002 Bonferroni 0.0014
RES2 BajaNoCa Normo -4.0112 1.1893 142 -3.37 0.0010 Bonferroni 0.0058

Al comparar los grupos de baja respuesta en relacidn a estas variables de interés
(Edad, RFA y HAM) se observa claramente que no existen diferencias significativas
entre ellos. Asi pues, en adelante, trabajaremos con un tnico grupo denominado
Baja Respuesta que compararemos con Normo y Alta Respuesta. A esta variable la
definimos como RES1. Este resultado, como se menciona, es absolutamente légico,
pues clinicamente la diferenciacién entre baja respuesta cancelada y no cancelada es

de escasa trascendencia.
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3. RESULTADOS

3.3. ANALISIS DEL VALOR PREDICTIVO PARA BAJA RESPUESTA.

3.3.1. FSH vs RES1
*  Comenzamos con un breve descriptivo:

Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E. Var (n-1) E.E Min Max
Alta FSH 10 4.82 1.39 1.94 0.44 1.55 6.30
Normo  FSH 66 7.42 3.47 12.07 0.43 2.22 20.60
Baja FSH 77 9.13 8.84 78.19 1.03 2.07 58.00
*  Cuartiles para bajas y normorespondedoras:
SBaja min, cuartil 1, cuartil 2=mediana, cuartil3,
max

[1] 2.07 4.30 7.00 10.00
58.00
$Normo

[1] 2.22 5.06 6.76 8.20
20.60

Representamos grificamente los valores de FSH de las pacientes con baja y

normo repuesta mediante curvas de densidad suavizadas. No hemos incluido las de

alta respuesta por disponer de muchos menos valores.
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Curvas de densidad suavizadas para la FSH
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En cuanto al andlisis estadistico, observamos que la media de FSH aumenta
al reducirse la respuesta y que la varianza en el grupo de baja-respondedoras es 40
veces superior a la varianza del grupo alta respuesta. Asi pues, decidimos aplicar un
ANOVA de una via con varianzas heterogéneas. Obtenemos:
Tests de tipo 3 de efectos fijos
Num Den
Efecto DF DF F-Valor Pr > F

RES1 2 52.7 12.68 <.0001
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3. RESULTADOS

Diferencias de medias de minimos cuadrados

Error
Efecto RES1 _RES1 Estimador estandar DF Valor t Pr > |t] Ajuste Adj P
RES1 Alta Baja -4.3153 1.1181 80.3 -3.86 0.0002 Bonferroni 0.0009
RES1 Alta Normo -2.6027 0.6137 30.3 -4.24 0.0002 Bonferroni 0.0003
RES1 Baja Normo 1.7126 1.1133 97.2 1.54 0.1272 Bonferroni 0.3899

De este andlisis deducimos que el grupo de mujeres de alta respuesta tienen
niveles de FSH significativamente menores que en normo y baja respuesta.

No hallamos diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de FSH
de baja y normorespuesta (p=0.1272).

Las medias para alta y normo respondedoras estin dentro de los valores
considerados de normalidad (4,82 y 7,42 Ul para altas y normo respondedoras) y
las desviaciones estidndar se mantienen (+1,39 para altas respondedoras y +3,47 para
normo respondedoras), es decir:

* Los valores en alta respondedora con sus desviaciones son muy constantes
*  Solo muy pocos casos de normo respondedoras se encuentran por encima del
rango superior de normalidad
* No asi en las bajas respondedoras, donde la media (9,13 Ul) estd muy préxima
al rango superior de normalidad aceptado para la literatura y por nosotros (<10
UI). Ademds, y como hemos mencionado la varianza es enorme (+ 8,84), 40
veces superior, lo que significa dos cosas:
o Que numerosos casos muestran valores iniciales de FSH que deberian
recomendar no iniciar la estimulacién
o Que valores que aun siendo de normalidad se acompanan de baja o muy
baja respuesta.

Para estudiar la capacidad de la variable FSH para discriminar entre mujeres

baja respondedoras y el resto (normo y alta respuestas), realizamos una curva ROC.

Obtenemos:

Sample size: 153

Sample prevalence: 0.5132
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Non-parametric AUC (trapezoidal method) and its 0.95 confidence
limits (DeLong method)
Area under ROC curve: 0.5324 [ 0.4395 - 0.6253 ]

T e S t

SUMMa Ly~ === ===~ == —
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu.Max. SD

Overall summary 1.55 4.900 6.760 8.090 9.525 58.0 6.68235
Without disease 2.07 4.312 7.100 9.132 9.925 58.0 8.84230
Baja Resp.
With disease 1.55 5.000 6.275 7.101 8.092 20.6 3.37760
Normo+Alta Resp.

Best cut-off estimations with 0.95 confidence limits -----------

Best cut-off estimations with 0.95 confidence limits -----------

test.values Sensitivity Se.inf.cl Se.sup.cl Specificity Sp.inf.cl Sp.sup.cl PLR PLR.inf.cl PIR.sup.cl

Max. Accuracy 4.39 0.8718 0.7798 0.9288 0.2703 0.1823 0.3809 1.19 0.97 1.46
Max. DOR 3.50 0.9487 0.8754 0.9799 0.1486 0.0851 0.2469 1.11 0.94 1.30
Min. Error rate 4.39 0.8718 0.7 798 0.9288 0.2703 0.1823 0.3809 1.19 0.97 1.46
Max. Accuracy area  5.47 0.6923 0.5829 0.7837 0.3919 0.2886 0.5058 1.14 0.87 1.49
Max. SenstSpec 4.41 0.8590 0.7649 0.9194 0.2838 0.1937 0.3952 1.20 0.97 1.48
Max. Youden 4.41 0.8590 0.7649 0.9194 0.2838 0.1937 0.3952 1.20 0.97 1.48
Se=Sp 6.78 0.4359 0.3314 0.5464 0.4459 0.3382 0.5591 0.79 0.57 1.09
Min. ROC distance 5.47 0.6923 0.5829 0.7837 0.3919 0.2886 0.5058 1.14 0.87 1.49
Max. Efficiency 4.41 0.8590 0.7649 0.9194 0.2838 0.1937 0.3952 1.20 0.97 1.48
Min. MCT 4.41 0.8590 0.7649 0.9194 0.2838 0.1937 0.3952 1.20 0.97 1.48
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1-Specificity

Cut-off that minimizes the distance between the curve and upper left corner.

De este andlisis deducimos que la capacidad de la variable FSH para discriminar
es baja.

Ciertos rangos se asocian a una escasa reserva ovérica y por tanto cabria esperar
una baja respuesta. Sin embargo la varianza en sus niveles es muy grande, y por
tanto no seria recomendable su determinacidn seriada. Adn asi, la determinacién de

esta hormona sigue formando parte del estudio bdsico de la pareja estéril.
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3.3.2. LH vs RES1

*  Resultados descriptivos

Estadistica descriptiva

RES1 Variable n Media D.E. Var (n-1) E.E. Min Max
Alta LH 1 3.98 0.00 0.00 0.00 3.98 3.98
Normo LH 41 6.70 4.11 16.93 0.64 1.50 20.70
Baja LH 60 6.55 7.58 57.39 0.98 0.70 58.60
e Cuartiles:

$Baja min, cuartill, cuartil2=mediana, cuartil3, max.

[1] 0.70 3.30 5.38 6.75 58.60

$SNormo

[1] 1.50 4.09 5.45 8.65 20.70

Representamos graficamente los valores de LH de las pacientes con baja y

normo repuesta mediante curvas de densidad suavizadas. No hemos incluido las de

alta respuesta por disponer de un sélo valor.
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3. RESULTADOS

Debido al escaso interés de esta hormona en la alta respondedora sélo disponemos

de una observacién por ello no se ha incluido en el andlisis.

Los grupos de normo y baja respuesta tienen practicamente la misma media y

desviaciones estdndar. Aplicando un ANOVA de una via obtenemos un p-valor de

0.9035. No se detectan diferencias de nivel de LH entre la mujeres normo y baja

respondedoras.

Como en el caso de la FSH la determinacién de esta hormona carece de valor

en la practica clinica para conocer la respuesta ovdrica

3.3.3. 17— ESTRADIOL vs RES1
*  Resultados descriptivos

Estadistica descriptiva

RES1 Variablen Media D.E. Var (n-1) E.E. Min Max
Alta E2 9 33.22  11.05 122.19 3.68 15.00  46.00
Normo E2 40 51.20 32.47  1054.28 5.20  16.00 225.00
Baja E2 a4 60.98 55.82  3116.04 8.51  10.00  260.00
e Cuartiles:
$Baja  min, cuartill, cuartii2=mediana, cuartil3, max.
[1] 10.0 24.0 42.4 80.0 260.0
$Normo
[1] 16.0 37.5 48.0 56.0 225.0

Representamos graficamente los valores de Estradiol de las pacientes con baja y

normo repuesta mediante curvas de densidad suavizadas. No hemos incluido las de

alta respuesta por disponer como con la FSH de menos valores.
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Curvas de densidad suavizadas para la E2
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Al'igual que FSH, la media de E, aumenta al reducirse la respuesta. Los valores
medios y la varianza se mantienen dentro de lo considerado como normal (< 75 pg/
ml) para la alta y, casi en todos los casos, para la normo respondedora.

Como la varianza del grupo del grupo de baja respuesta es casi es 30 veces
superior a la varianza del grupo alta respuesta decidimos aplicar un ANOVA de una
via con varianzas heterogéneas.

Obtenemos :

Tests de tipo 3 de efectos fijos

Num Den
Efecto DF DF F-Valor Pr > F
RES1 2 50 6.79 0.0025
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Diferencias de medias de minimos cuadrados

Error
Efecto  RES1 _RES1 Estimador  esténdar DF  Valor t Pr > |t|
RES1 Alta Baja -27.7608 9.2760 50 -2.99 0.0043
RES1 Alta Normo -17.9775 6.3726 39 -2.82 0.0075
RES1 Baja Normo 9.7833 9.9749 68.6 0.98 0.3301

De este anilisis solo se deduce lo ya descrito igualmente en la literatura, que el
grupo de mujeres de alta respuesta tienen niveles de E2 significativamente menores
que en normo y baja respuesta. En cuanto a las medias de estos dos tltimos grupos,

no se diferencian significativamente.

En cualquier caso, hemos realizado la curva ROC para ver su capacidad de

discriminacién:

Sample size: 93
Sample prevalence: 0.5376
Population prevalence: 0.5376 - same as sample prevalence if
not informed

Informed Cost - cost (FN)/cost(FP): 1

Non-parametric AUC (trapezoidal method) and its 0.95 confidence
limits (DeLong method)
Area under ROC curve: 0.5016 [ 0.3871 - 0.6162 ]

Test summary—-———————=———=——— =" -~ - -
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max. SD
Overall summary 10 32.00 43.97 54.34 59.00 260 44.05840
Without disease 10 25.00 43.97 60.98 75.50 260 55.82152 Baja Resp.

With disease 15 33.25 43.00 48.64 55.25 225 30.02954 Normo+Alta Resp.
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Best cut-off estimations with 0.95 confidence limits -----------
test.valuesSensitivity Se.inf.cl Se.sup.cl Specificity Sp.inf.cl Sp.sup.cl PLR PILR.inf.cl PLR.sup.cl

Max. Accuracy 27.00 0.92 0.8116 0.9685 0.3023 0.1860 0.4511 1.32 1.04 1.68
Max. DOR 27.00 0.92 0.8116 0.9685 0.3023 0.1860 0.4511 1.32 1.04 1.68
Min. Error rate 27.00 0.92 0.8116 0.9685 0.3023 0.1860 0.4511 1.32 1.04 1.68
Max. Accuracy area 38.00 0.70 0.5625 0.8090 0.4419 0.3043 0.5889 1.25 0.88 1.77
Max. SenstSpec 27.00 0.92 0.8116 0.9685 0.3023 0.1860 0.4511 1.32 1.04 1.68
Max. Youden 27.00 0.92 0.8116 0.9685 0.3023 0.1860 0.4511 1.32 1.04 1.68
Se=Sp 43.97 0.50 0.3664 0.6336 0.4884 0.3462 0.6325 0.98 0.65 1.47
Min. ROC distance 38.00 0.70 0.5625 0.8090 0.4419 0.3043 0.5889 1.25 0.88 1.7
Max. Efficiency 27.00 0.92 0.8116 0.9685 0.3023 0.1860 0.4511 1.32 1.04 1.68
Min. MCT 27.00 0.92 0.8116 0.9685 0.3023 0.1860 0.4511 1.32 1.04 1.68
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1-Specificity

Cut-off that minimizes the distance between the curve and upper left corner.
Se observa una sensibilidad baja, pero aceptable, no asi la especificidad. Como
en el caso de las tres hormonas anteriores, la determinacién de ésta carece de valor

en la practica clinica para conocer la respuesta ovdrica.
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3.3.4 RELACION RFA VS RESPUESTA
Analizamos la relacién entre el RFA y la respuesta a la estimulacién ovirica.
Presentamos varios modelos de curvas ROC con el RFA como variable explicativa.

Tratamos de estimar el valor de la variable respuesta en cada caso.

Modelo 1: Variable Respuesta = Baja vs Normo+Alta
Variable Explicativa = RFA

Para este andlisis se crea una variable indicadora (factor) que toma el valor 0
para las pacientes del grupo baja respuesta y el valor 1 para el resto (alta y normo
respuesta).

Sample size: 149
Sample prevalence: 0.5168
Population prevalence: 0.5168 - same as sample prevalence if not informed

Informed Cost - cost (FN)/cost(FP): 1

Non-parametric AUC (trapezoidal method) and its 0.95 confidence limits (DeLong method)

Area under ROC curve: 0.801 [ 0.7529 - 0.849 ]

TeSt SUMMAry——————————— -

Min. 1lst Qu. Median Mean 3rd Qu. Max. SD
Overall summary 0 5 7 9.067 11.00 36 7.29185
Without disease 0 3 5 5.681 6.25 32 4.38251 bajas respondedoras
With disease 0 6 10 12.230 17.00 36 8.03593 normo+altas respondedoras

Best cut-off estimations with 0.95 confidence limits -----------
test.valuesSensitivity Se.inf.cl Se.sup.cl Specificity Sp.inf.cl Sp.sup.cl PLR PLR.inf.cl PLR.sup.cl

Max. Accuracy 7 0.7403 0.6326 0.8251 0.7500 0.6391 0.8356 2.96 1.94 4.51
Max. DOR 17 0.2727 0.1858 0.3812 0.9861 0.9254 0.9975 19.62 2.78 138.59
Min. Error rate 7 0.7403 0.6326 0.8251 0.7500 0.6391 0.8356 2.96 1.94 4.51
Max. Accuracy area 7 0.7403 0.6326 0.8251 0.7500 0.6391 0.8356 2.96 1.94 4.51
Max. SenstSpec 7 0.7403 0.6326 0.8251 0.7500 0.6391 0.8356 2.96 1.94 4.51
Max. Youden 7 0.7403 0.6326 0.8251 0.7500 0.6391 0.8356 2.96 1.94 4.51
Se=Sp 7 0.7403 0.6326 0.8251 0.7500 0.6391 0.8356 2.96 1.94 4.51
Min. ROC distance 7 0.7403 0.6326 0.8251 0.7500 0.6391 0.8356 2.96 1.94 4.51
Max. Efficiency 7 0.7403 0.6326 0.8251 0.7500 0.6391 0.8356 2.96 1.94 4.51
Min. MCT 7 0.7403 0.6326 0.8251 0.7500 0.6391 0.8356 2.96 1.94 4.51
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1-Specificity

Cut-off that minimizes the distance between the curve and upper left corner.

Un valor de 7 predice la baja respuesta con una sensibilidad del 74% y una
especificidad del 75%. O dicho de otro modo, si utilizamos un punto de corte de
7, el RFA discriminaria correctamente la baja respuesta del total de pacientes bajas
respondedoras en un 74% de ocasiones, y discrimanaria correctamente la normo
y/o alta respuesta del total de pacientes normo-altas respondedoras en un 75% de
los casos. El 4rea bajo la curva es de 0.8010, y por tanto la capacidad predictiva para

baja respuesta del RFA se debe considerar buena.
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Modelo 2:

Variable Respuesta = BajaCancelada vs Restot
Variable Explicativa = RFA

En este caso, valoramos la capacidad del RFA para discriminar entre las

pacientes con baja respuesta canceladas del resto (bajas respondedoras no canceladas,

normorespondedoras y altas respondedoras).

149
0.7987

Sample size:

Sample prevalence:
Population prevalence:
Informed Cost - cost (FN)/cost(FP): 1

0.7987 - same as sample prevalence if not informed

Non-parametric AUC (trapezoidal method) and its 0.95 confidence limits (DeLong method)

Area under ROC curve: 0.7531 [ 0.6778 - 0.8284 ]

Test summar

Min. 1lst Qu Median Mean 3rd Qu. Max. SD
Overall summary 0 5 7 9.067 11.0 36 7.29185
Without disease 0 3 4 5.000 6.0 16 3.64833
With disease 0 5 7 10.090 12.5 36 7.62577
Best cut-off estimations with 0.95 confidence limits -----------

test.valuesSensitivity Se.inf.cl Se.sup.cl Specificity Sp.inf.cl Sp.sup.cl PLR PLR.inf.cl PLR.sup.cl
Max.Accuracy 2 0.9916 0.9539 0.9985 0.0667 0.0185 0.2132 1.06 0.94 1.19
Max.DOR 2 0.9916 0.9539 0.9985 0.0667 0.0185 0.2132 1.06 0.94 1.19
Min.Error rate 2 0.9916 0.9539 0.9985 0.0667 0.0185 0.2132 1.06 0.94 1.19
Max.Accuracy area 6 0.6975 0.6098 0.7728 0.7000 0.5212 0.8334 2.32 1.33 4.06
Max.Sens+Spec 6 0.6975 0.6098 0.7728 0.7000 0.5212 0.8334 2.32 1.33 4.06
Max.Youden 6 0.6975 0.6098 0.7728 0.7000 0.5212 0.8334 2.32 1.33 4.06
Se=Sp 6 0.6975 0.6098 0.7728 0.7000 0.5212 0.8334 2.32 1.33 4.06
Min.ROC distance 6 0.6975 0.6098 0.7728 0.7000 0.5212 0.8334 2.32 1.33 4.06
Max.Efficiency 2 0.9916 0.9539 0.9985 0.0667 0.0185 0.2132 1.06 0.94 1.19
Min.MCT 3 0.9496 0.8944 0.9767 0.2333 0.1179 0.4093 1.24 1.00 1.54
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1-Specificity

Cut-off that minimizes the distance between the curve and upper left corner.

Un valor de corte de 6 se asocia con una sensibilidad del 69% y una especificidad
del 70%. El drea bajo la curva correspondiente es de 0.7531. Observamos un
drea bajo la curva menor respecto al modelo anterior, asi como la sensibilidad y

especificidad asociadas.
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Modelo 3: Variable Respuesta = Baja vs Normo+Alta
Variable Explicativa = RFA + EDAD

Asociamos al RFA la edad como variable explicativa y comparamos baja respuesta
con normo 'y alta.

En este modelo, aplicamos otra funcién de R para el cdlculo de curvas ROC.
En este caso, primero realizamos la regresion logistica y después obtenemos la ROC.

La salida de la regresién logistica es la siguiente:

Logistic regression predicting BajavsNormoAlta

crude OR(95%CI) adj. OR(95%CI) P(Wald’s test) P (LR-test)
RFA (cont. var.) 1.22 (1.12,1.34) 1.2(1.09,1.31) < 0.001 < 0.001
edad (cont. var.) 0.84 (0.77,0.92) 0.91 (0.83,1) 0.056 0.051

Log-likelihood = -81.3719
No. of observations = 147
AIC value = 168.7437

Nos indica que tanto el RFA como la EDAD son variables relacionadas
significativamente con la variable respuesta aunque la EDAD estd al limite de la
significacién al 5% (p=0.051).

La curva ROC no indica cut-off porque tenemos dos variables explicativas pero

si tenemos el valor del 4rea bajo la curva que nos permite comparar con el modelo 4:
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3. RESULTADOS

3.3.5 RELACION HAM VS RESPUESTA

Presentamos de igual manera varios modelos de curvas ROC, con HAM como

variable explicativa, para estimar el valor de la variable respuesta en cada caso.

Modelo 4: Variable Respuesta = Baja vs Normo+Alta
Variable Explicativa = HAM

Para este andlisis se crea una nueva variable indicadora (factor) que toma el
valor 0 para las pacientes del grupo baja respuesta y el valor 1 para el resto (alta y
normo respuesta).

Sample size: 153
Sample prevalence: 0.5033
Population prevalence: 0.5033 - same as sample prevalence if not informed

Informed Cost - cost(FN)/cost(FP): 1

Non-parametric AUC (trapezoidal method) and its 0.95 confidence limits (DelLong
method)

Area under ROC curve: 0.7186 [ 0.6376 - 0.7997 ]

Test summary-———=——=——=—=— = - = - -
Min. 1lst Qu. Median Mean 3rd Qu. Max. SD

Overall summary 0.3607 5.480 10.00 13.350 18.04 60.96 11.75120

Without disease 0.3607 3.598 6.57 9.763 11.68 46.70 9.44264

With disease 0.4329 7.900 12.48 16.890 20.78 60.96 12.75325

Best cut-off estimations with 0.95 confidence limits -----------
test.valuesSensitivity Se.inf.cl Se.sup.cl Specificity Sp.inf.cl Sp.sup.cl PLR PLR.inf.cl PLR.sup.cl

Max. Accuracy 7.13 0.8442 0.7471 0.9085 0.5395 0.4282 0.6469 1.83 1.40 2.40
Max. DOR 4.60 0.9481 0.8739 0.9796 0.3289 0.2338 0.4406 1.41 1.18 1.69
Min. Error rate 7.13 0.8442 0.7471 0.9085 0.5395 0.4282 0.6469 1.83 1.40 2.40
Max. Accuracy area 9.28 0.7273 0.6188 0.8142 0.6447 0.5326 0.7430 2.05 1.47 2.87
Max. SenstSpec 7.13 0.8442 0.7471 0.9085 0.5395 0.4282 0.6469 1.83 1.40 2.40
Max. Youden 7.13 0.8442 0.7471 0.9085 0.5395 0.4282 0.6469 1.83 1.40 2.40
Se=Sp 10.00 0.6623 0.5512 0.7580 0.6579 0.5460 0.7546 1.94 1.37 2.75
Min. ROC distance 9.28 0.7273 0.6188 0.8142 0.6447 0.5326 0.7430 2.05 1.47 2.87
Max. Efficiency 7.13 0.8442 0.7471 0.9085 0.5395 0.4282 0.6469 1.83 1.40 2.40
Min. MCT 7.13 0.8442 0.7471 0.9085 0.5395 0.4282 0.6469 .83 1.40 2.40
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Cut-off that minimizes the distance between the curve and upper left corner.

Un punto de corte de 9.28 pmol/l se asocia con una sensibilidad del 72% y
una especificidad del 64% para la deteccién de pacientes con baja respuesta. El drea
bajo la curva es 0.7186. Por tanto, podemos interpretar que la probabilidad de que
la HAM clasifique correctamente a dos pacientes seleccionadas al alzar, una con
baja respuesta y otra con respuesta normal o alta, seria casi del 72%. En términos

estadisticos, esta drea bajo la curva se considera aceptable.
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3. RESULTADOS

Modelo 5: Variable Respuesta = BajaCancelada vs Resto
Variable Explicativa = HAM

Analizamos la capacidad de la HAM para discriminar entre las pacientes

con baja respuesta cancelada del resto (baja respuesta no cancelada, normo y alta

respuesta).
Sample size: 153
Sample prevalence: 0.7974
Population prevalence: 0.7974 - same as sample prevalence if not informed

Informed Cost - cost(FN)/cost(FP): 1

Non-parametric AUC (trapezoidal method) and its 0.95 confidence limits (DeLong method)
Area under ROC curve: 0.638 [ 0.5261 - 0.7499 ]

Test summar:
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max. SD

Overall summary 0.3607 5.480 10.0 13.350 18.04 60.96 11.75120
Without disease 0.3607 3.724 6.4 9.674 12.12 38.80 9.02205
With disease 0.4329 6.131 10.9 14.280 19.15 60.96 12.20445

Best cut-off estimationswith 0.95 confidence limits -----------
test.values Sensitivity Se.inf.cl Se.sup.cl Specificity Sp.inf.cl Sp.sup.cl PLR PLR.inf.cl PLR.sup.cl

Max. Accuracy 0.4328571 1.0000 0.9695 1.0000 0.0323 0.0057 0.1619 1.03 0.97 1.10
Max. DOR 0.7214286 0.9918 0.9550 0.9986 0.0645 0.0179 0.2072 1.06 0.95 1.19
Min. Error rate 0.4328571 1.0000 0.9695 1.0000 0.0323 0.0057 0.1619 1.03 0.97 1.10
Max. Accuracy area 8.7600000 0.6148 0.5262 0.6964 0.6774 0.5014 0.8143 1.91 1.13 3.24
Max. Sens+Spec 7.1300000 0.7131 0.6273 0.7859 0.5806 0.4077 0.7358 1.70 1.10 2.62
Max. Youden 7.1300000 0.7131 0.6273 0.7859 0.5806 0.4077 0.7358 1.70 1.10 2.62
Se=Sp 8.4000000 0.6148 0.5262 0.6964 0.6129 0.4382 0.7627 1.59 1.00 2.53
Min. ROC distance 8.7600000 0.6148 0.5262 0.6964 0.6774 0.5014 0.8143 1.91 1.13 3.24
Max. Efficiency 0.4328571 1.0000 0.9695 1.0000 0.0323 0.0057 0.1619 1.03 0.97 1.10
Min. MCT 0.4328571 1.0000 0.9695 1.0000 0.0323 0.0057 0.1619 1.03 0.97 1.10
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Un valor de corte de 8.76 pmol/l se asocia con una sensibilidad del 61% y
una especificidad del 67%. El drea bajo la curva correspondiente es de 0.6380.
Observamos un drea bajo la curva menor respecto al modelo anterior, asi como la

sensibilidad y especificidad asociadas.
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3. RESULTADOS

MoODELO 6:  VARIABLE RESPUESTA = BajA vs NORMO+ALTA
VARIABLE Expricativa = HAM + EDAD

Asociamos a la HAM la edad como variable explicativa y comparamos baja
respuesta con normo y alta.

En este modelo, aplicamos otra funcién de R para el cilculo de curvas ROC.
En este caso, primero realizamos la regresién logistica y después obtenemos la ROC.

La salida de la regresién logistica es la siguiente:

Logistic regression predicting BajavsNormoAlta

crude OR(95%CI) adj. OR(95%CI) P(Wald’s test) P (LR-test)
HAM (cont. var.) 1.08 (1.04,1.13) 1.08 (1.04,1.13) < 0.001 < 0.001
edad (cont. var.) 0.84 (0.77,0.92) 0.85 (0.77,0.93) < 0.001 < 0.001

Log-likelihood = -86.9472
No. of observations = 151
AIC value = 179.8943

Nos indica que tanto la HAM como la EDAD son variables relacionadas
significativamente con la variable respuesta.
La curva ROC no indica cut-off porque tenemos dos variables explicativas pero

si tenemos el valor del drea bajo la curva que nos permite comparar con el modelo 4:
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BajavsNormoAlta ~ HAM + edad
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3. RESULTADOS

3.3.6 RECUENTO FOLICULOS ANTRALES VERSUS HAM

Aplicando una regresién lineal simple tratando de explicar el RFA a partir de

los valores de HAM observamos:
Andlisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP AIC BIC

RFA 148 0.12 0.11 49.28 995.66 1004.65

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI (95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 6.25 0.86 4.55 7.957.26 <0.0001
HAM 0.21 0.05 0.12 0.314.38 <0.0001 20.03

Al realizar la regresién lineal obtenemos una relacién significativa entre HAM y
RFA, p<0.0001, con un R?=0.12, es decir, la varianza de HAM explicada por RFA

es del 12% (es un buen ajuste).
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Grificamente:

Regresion Lineal HAM vs RFA
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Se evidencia que existe una relacién directa y lineal entre los valores de
HAM y el recuento de foliculos antrales. A mayores valores de HAM mayor RFA
viceversa. Ambas coordenadas sirven, claramente, para conocer la respuesta vy,
y p p Y

por tanto, la reserva.
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3. RESULTADOS

3.3.7 RELACION RFA+HAM VERSUS RESPUESTA

Modelo 9: Variable Respuesta = Baja vs Normo+Alta
Variable Explicativa = RFA + HAM

Como hemos visto anteriormente, existe una relacion lineal directa positiva
entre la variable HAM y el RFA. Nos planteamos entonces si su asociacién puede
mejorar la capacidad predictiva de cada una por separado.

En este modelo, aplicamos otra funcién de R para el cdlculo de curvas ROC.
En este caso, primero realizamos la regresion logistica y después obtenemos la ROC.

La salida de la regresién logistica es la siguiente:

Logistic regression predicting BajavsNormoAlta

crude OR(95%CI) adj. OR(95%CI) P(Wald’s test) P(LR-test)
RFA (cont. var.) 1.24 (1.13,1.36) 1.21 (1.1,1.32) < 0.001 < 0.001
HAM (cont. var.) 1.08 (1.04,1.13) 1.05 (1.01,1.1) 0.019 0.011

Log-likelihood = -79.3298
No. of observations = 148

AIC value = 164.6597

Nos indica que tanto el RFA como la HAM son variables relacionadas
significativamente con la variable respuesta, es decir, HAM est4 explicando una
parte de la variabilidad que no explica RFA sobre el nivel de respuesta.

La curva ROC no indica cut-off porque tenemos dos variables explicativas pero
si tenemos el valor del drea bajo la curva que nos permite comparar con los modelos

anteriores.
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BajavsNormoAita~ HAM + RFA
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Observamos un drea bajo la curva mayor que para el RFA y la HAM por

separado. Nos indica que ambas variables predicen mejor la baja respuesta si las

utilizamos conjuntamente.
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3. RESULTADOS

3.4 RELACION ENTRE LOS MARCADORES RFA Y HAM CON LOS
OVOCITOS EN METAFASE 2

3.4.1. RECUENTO FOLICULOS ANTRALES VERSUS OVOCITOS EN
METAFASE 2 OBTENIDOS

En este caso queremos comparar dos variables categéricas.

El RFA toma valores en el intervalo [0,36] con la mediana (segundo cuartil) en

7, es decir, el 50% de los datos de esta variable son menores o iguales a 7. El primer

y el tercer cuartil son 5y 11 (25% y 75%).

Frequency

20

15

10

Histogram of RFA

Densidad RFA

Density
0.06 0.08 0.10
I I I

0.04
1

0.02
1

Hmm

0.00
1

Histogram of OvocitM2

T
25

T 1 T T T T
30 35 0 10 20 30

N =149 Bandwidth = 1481

40

OvocitM2 toma valores en el intervalo [0,24]

con la mediana (segundo cuartil) en 2, es decir, el 50%

de los datos de esta variable son menores o iguales a 2.

El primer cuartil y el tercero son 1y 6 (25% y 75%).

g OvocitM2
Embriones
) o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13
. — 14 15 23 24
0 10 ) » 2 N° Pacientes
37 18 24 16 9 9 6 8 8 3 4 5 1

1 1 1 1
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Hemos aplicado una regresién lineal para ver si existe una relacién de este tipo

entre las dos variables.

Obtenemos:
Analisis de regresién lineal

Variable N R2 Rz Aj ECMP AIC BIC

OvocitM2 145 0.38 0.38 11.56 763.16 772.09

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI (95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 0.52 0.44 -0.35 1.391.18 0.2395
RFA 0.35 0.04 0.28 0.439.44 <0.0001 89.46

Del anélisi deducimos que si existe relacién lineal positiva entre estas variables,

que dicha relacién es significativa (p<0.0001) y que existe un buen ajuste (R2=0.38).

OvocitM2

Regresion Lineal OvocitM2 vs RFA

T
40.00
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3. RESULTADOS

3.4.2. HAM VERSUS OVOCITOS EN METAFASE 2 OBTENIDOS

Aplicando una regresion lineal simple tratando de explicar los ovocitos metafase
2 obtenidos a partir de los valores de HAM que disponiamos, obtenemos:
Andlisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP AIC BIC

OvocitM2 149 0.17 0.16 15.62 827.30 836.31

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI (95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 1.74 0.48 0.79 2.693.64 0.0004
HAM 0.15 0.03 0.09 0.205.47 <0.0001 30.71

Del anilisis se deduce que existe relacién lineal positiva entre estas
variables, p<0.0001.

Grificamente:

Regresion Lineal OvocitM2 vs HAM
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3.4.3 ANALISIS DE LA RELACION ENTRE HAM, RFA Y EDAD CON LOS
OVOCITOS EN METAFASE 2 MEDIANTE REGRESION DE POISSON

En este apartado vamos a estimar los valores de ovocitos en metafase 2 u
ovocitos maduros (OVOMAD), a partir de los valores de HAM, RFA y Edad, pero
aplicando en este caso regresiones de Poisson.

Comenzamos ajustando regresiones individuales para ver el efecto de cada

variable de forma independiente sobre OVOMAD vy acabaremos con una
regresién multiple de Poisson para ver la influencia de cada una ajustada por las

demis.

NOTA: En el modelo Poisson Log-Lineal ajustamos log w=0+f x

y por tanto, una vez estimados los pardmetros, W = exp (0+f x)

REGRESION POISSON SIMPLE: OVOMAD vs HAM

Realizamos una regresién de poisson considerando HAM como variable

independiente y OVOMAD como variable dependiente (de interés). Obtenemos:

Coefficients:
Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) 0.886580 0.074434 11.911 < 2e-16
HAM 0.017579 0.003773 4.659 3.18e-06
Analysis of Deviance Table (Type III tests)
Response: OVOMAD

LR Chisqg Df Pr (>Chisq)
HAM 19.279 1 1.129e-05

Comprobamos que existe una relacion estadisticamente significativa entre los
valores de HAM y el niimero de ovocitos maduros obtenidos.

En este caso, los valores de OVOMAD se estiman por:

OVOMAD = exp(0.886580 + 0.017579 -HAM)
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3. RESULTADOS

En la siguiente grafica mostramos los datos originales, medias y ajuste:
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REGRESION POISSON SIMPLE: OVOMAD vs RFA

Realizamos una regresién de poisson considerando RFA como variable

independiente y OVOMAD como variable dependiente (de interés). Obtenemos:

Coefficients:
Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) 0.543831 0.081426 6.679 2.41le-11
RFA 0.060800 0.005567 10.922 < 2e-16
Analysis of Deviance Table (Type III tests)
Response: OVOMAD

LR Chisg Df Pr (>Chisq)
RFA 96.38 1 < 2.2e-16

Comprobamos que existe una relacion estadisticamente significativa entre los

valores de RFA y el niimero de ovocitos maduros obtenidos.
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En la siguiente grafica mostramos los datos originales, medias y ajuste:
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REGRESION POISSON SIMPLE: OVOMAD vs EDAD

Realizamos una regresiéon de poisson considerando HAM como variable

independiente y OVOMAD como variable dependiente (de interés). Obtenemos:

Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)
(Intercept) 3.48684 0.37256 9.359 < 2e-16
EDAD -0.06793 0.01084 -6.266 3.72e-10

Analysis of Deviance Table (Type III tests)
Response: OVOMAD

LR Chisqg Df Pr(>Chisq)
EDAD 37.533 1 8.987e-10

Como las variables anteriores, también existe una relacién estadisticamente

significativa entre la EDAD de las pacientes y el nimero de ovocitos maduros

obtenidos.
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3. RESULTADOS

En la siguiente grafica mostramos los datos originales, medias y ajuste:

0 _|
o datos
" medias
® ajuste o
»a o
9 — o o o
o o
[m)
g . o ) o o o
o) m
= o o 0o o o o
o .
® o o o
u
0 - * 3 o om oo
® ]
] LI g o o
m N
u o ! & e o o o
* .
o o ooom®b fa,,
- .
o o o o o o o
= o o o 0O 00O 0O OO0 O OO0 m »
I I I I I
25 30 35 40 45
EDAD

REGRESION POISSON MULTIPLE: OVOMAD vs HAM+RFA+EDAD
Realizamos una regresién multiple de poisson considerando HAM, RFA vy
EDAD como variables independientes y OVOMAD como variable dependiente.

Obtenemos:

Coefficients:

Estimate Std. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) 1.418287 0.475136 2.

HAM 0.017043 0.004100 4.
RFA 0.052809 0.006531 8.
EDAD -0.030031 0.012602 -2

Analysis of Deviance Table (Type III
Response: OVOMAD
LR Chisg Df Pr (>Chisq)
HAM 15.447 1 8.486e-05
RFA 57.959 1 2.676e-14
EDAD 5.583 1 0.01813

985 0.00284
157 3.22e-05
086 6.15e-16
.383 0.01717

tests)
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De este andlisis se deduce que las 3 variables estdn relacionadas significativamente
con los valoresde OVOMAD y que las 3 siguen estando relacionadas con OVOMAD
incluso estando las otras en el modelo. Es decir, si un p-valor es <0.05 indica que esa
variable estd explicando una parte significativa de la variable de interés que no estdn
contando las otras y, por tanto, el ajuste serd significativamente mejor. En este caso,

no podemos presentar grafica de ajuste porque tenemos 4 dimensiones.
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Frequency

3. RESULTADOS

3.5 RELACION ENTRE LOS MARCADORES RFA Y HAM CON LA

CALIDAD EMBRIONARIA

3.5.1. RFA VERSUS CALIDAD EMBRIONARIA OBTENIDA (EMBRIONES

GRADO 1Y GRADO 2)

En este «caso hemos
comparado, igualmente, dos
variables categéricas.

RFA toma valores en el
intervalo [0,36] con la mediana
(segundo cuartil) en 7, es decir,
el 50% de los datos de esta
variable son menores o iguales a

7. El primer y el tercer cuartil

20

Histogram of RFA Densidad RFA
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L

0.06
L

——
=
=)

15 20 25 30 35 0 10 20 30 40

RFA N=149 Bandwidth = 1.481

40

20

Histogram of EmbrG1G2

EmbrG1G2

son 5y 11 (25% y 75%).

EmbrG1G2 toma valores en el intervalo [0,10]
con la mediana (segundo cuartil) en 2, es decir, el
50% de los datos de esta variable son menores o

iguales a 2. El primer cuartil y el tercero son 0y 3

(25% y 75%).

EmbrG1G2

Emrbiones 0 1 2 3 4 5 6 7 8

9 10

N° pacientes 49 24 24 18 13 8 3 4 3
3

Al aplicar una regresion lineal para ver si existe una relacion de este tipo entre

las dos variables, obtenemos:

Analisis de regresién lineal

Variable N R2 R? Aj

AIC BIC

EmbrG1lG2 144 0.34 0.

608.00 616.91

- 151 -



Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI (95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 0.51 0.26 1.6E-03 1.031.98 0.0493
RFA 0.19 0.02 0.15 0.248.59 <0.0001 74.29

Del andlisis deducimos que si existe relacién lineal positiva entre estas

variables. Grificamente:

Regresion Lineal RFA vs EmbrG1G2
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También hemos aplicado un test de correlacién de Kendall que mide la
asociacién entre variables que no deben ser normalmente distribuidas. Estd basado
en rangos.

Obtenemos:

Kendall’s rank correlation tau

data: RFA and EmbrGlG2

z = 6.6351, p-value = 3.243e-11

alternative hypothesis: true tau is not equal to 0

sample estimates:

tau
0.4122623
Este test también nos sefiala una correlacién positiva y significativa entre

las dos variables.
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3. RESULTADOS

3.5.2. HAM VERSUS CALIDAD EMBRIONARIA OBTENIDA (EMBRIONES
GRADO 1Y GRADO 2)

Aplicando una regresién lineal simple tratando de explicar calidad embrionaria
obtenida (EmbrG1G2) a partir de los valores de HAM, observamos:
Andlisis de regresién lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP AIC BIC

EmbrG1lG2 148 0.08 0.07 5.54 672.42 681.42

Coeficientes de regresién y estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI (95%) LS(95%) T p-valor CpMallows
const 1.44 0.29 0.87 2.015.02 <0.0001
HAM 0.06 0.02 0.02 0.093.45 0.0007 12.83

Del anilisis se deduce que también existe relacién lineal positiva entre

estas variables. Grificamente:

Regresion Lineal HAM vs EmbrG1G2

EmbrG1G2

O N A O ® O

.00 15.50 31.00 46.50 62.00

Hemos observado para la HAM que existe una relacién lineal positiva y
significativa los ovocitos maduros y con la calidad embrionaria. Este resultado
es légico si tenemos en cuenta que valores de HAM mayores estan presentes en
mujeres mas jovenes, que presentan mejor reserva ovarica y por tanto mayor nimero
de ovocitos disponibles para ser recuperado, y de mayor calidad.

Hemos de tener en cuenta que el andlisis mediante regresiones lineales

Unicamente nos indica si existe relacion lineal y si ésta es significativa. No podemos
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concluir mediante este andlisis si los valores de HAM predicen el ntimero de
ovocitos maduros que se obtendran o la calidad de los embriones obtenidos. Como
discutiremos mds adelante, la mayoria de autores han determinado que la HAM no es
util para conocer los ovocitos maduros y/o la calidad embrionaria que obtendremos

en una paciente que se somete a un tratamiento de reproduccién asistida.
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3. RESULTADOS

3.6. RESULTADOS GESTACIONALES Y OBSTETRICOS FINALES

VARIABLE RESULTADOS (%) COMENTARIOS
Embarazos ectépicos 2/23 (8,69%) En Espana 1/120 = 0,8%
Abortos 4 /23 (17,3%) Medial en Espafa 11%
23 /153 (15%) . .
TOTAL Tasa muy baja en relacién tasas
NORMO 13 (56,5%)
GESTACIONES FIV/ICSI del HC en general (42%)
BAJA 10 (43,4%)

En total hubo 23 gestaciones en curso, lo que significa una tasa del 15%,
realmente muy baja que hace pensar dos situaciones:

* Las parejas deben conocer, perfectamente, que los resultados son muy
mediocres especialmente si se comparan con otras técnicas de Reproduccién
Asistida (ovodonacién)

* Que, incluso ante circunstancias tan adversas hemos tenido gestaciones
con evolucién normal (solo 17, equivalente al 11,1%). Por tanto no estamos
capacitados, como hubiéramos deseado y era nuestra intencién al iniciar
esta tesis, a negar las técnicas de Reproduccién Asistida a pacientes con altas
probabilidades de tener una baja respuesta.

Curiosamente un 43% de ellos se logré en pacientes consideradas bajas
respondedoras

* El hecho de lograr una gestacién no significa una evolucién normal. El
26% de las que quedaron gestantes sufrieron un aborto (4 casos, 17,3%) o un
embarazo ectépico (2 casos, 8,69%). Ambos indices son muy superiores a los

que acontecen en gestaciones espontineas

cExisten diferencias significativas en los valores de HAM entre gestacién y
no gestacion?

En este caso, incluimos un conjunto de 76 pacientes del total de 153. La edad
media de este grupo es 35 afos, con una edad minima de 29 y mdxima de 45. La
divisién por grupos respuesta es la siguiente:

- Baja respuesta: 53 pacientes.
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- Normorespuesta: 22 pacientes.

- Alta respuesta: 1.

Realizamos un anilisis de la varianza:

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj Cv

HAM 76 4.48-04 0.00 92.51

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3.43 1 3.43 0.02 0.8861
Gest 3.43 1 3.43 0.02 0.8861
Error 7773.25 47 165.39
Total 7776.69 48

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=7.52802

Error: 165.3884 gl: 47
Gest Medias n

NO 14.00 59 A
ST 14.55 17 A

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

No detectamos diferencias significativas entre el valor de HAM en las mujeres

con Gest=Si y las mujeres con Gest=No.

Hemos visto que no detectamos diferencias en los valores de HAM entre los
dos niveles de Gest, pero ;puede que existan diferencias en algin grupo de edad?
Para ello aplicamos un andlisis de la varianza con dos factores (Gesty GrupEdad)

junto a su interaccion. La significacién de este componente nos contestard la

pregunta.
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Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj Cv

HAMok 76 0.02 0.00 87.65

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicién de la SC

especifique los contrastes apropiados.. !!

Variable N R? R? Aj Cv

HAMok 76 0.05 0.00 94.16

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 408.00 5 81.60 0.48 0.7920
GrupEdad 13.57 2 6.78 0.04 0.9612
Gest 69.07 1 69.07 0.40 0.5289
GrupEdad*Gest 363.73 2 181.86 1.06 0.3549
Error 7368.68 43 171.36
Total 7776.69 48

3. RESULTADOS

La significacion de la interaccién es p=0.3549 (>0.05), por tanto no hallamos

diferencias en los niveles de HAM entre pacientes con gestacién y no gestacién

aunque incluyamos la edad en la interaccidn.
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4. DISCUSION

4, DISCUSION

Con el incremento de la edad de la mujer se produce la disminucién de su
capacidad reproductiva debido a la reduccién del pool de foliculos ovéricos y de
la calidad de los ovocitos (La Marca y Volpe, 2006). En las dltimas décadas se han
propuesto numerosos pardmetros con la finalidad de conocer la Reserva Ovirica
(RO), pardmetros conocidos como test de Reserva Ovdrica (TRO).

En el campo de la Reproduccién humana, para la obtencién de resultados
satisfactorios, es necesaria la valoracién de la RO previamente a planificar el
tratamiento adecuado. El TRO ideal deberia permitirnos identificar mujeres que
tienen una probabilidad de embarazo después de un ciclo FIV cercana a zero como
consecuencia de su reducida RO. La exclusién de estas parejas de las TRA podria
reducir costes al sistema sanitario. Ademds se podrian evitar tratamientos inutiles,
riesgos quirdrgicos, stress y la decepcion de las parejas (La Marca ez al., 2010b).
Por otro lado, el valor predictivo de los TRO no es absoluto, y en consecuencia
presentan resultados falsos positivos y falsos negativos. Especialmente los resultados
falsos positivos pueden tener consecuencias negativas en la vida de las parejas, ya
que estarfamos negando un tratamiento FIV a una mujer que no presenta baja RO.
Es mds, ha sido ampliamente demostrado que muchas mujeres bajas respondedoras
consiguen embarazarse y tener un hijo sano (Klinkert ez 2/, ,2004; Van der Gaast ez
al., 2006). En particular, aquellas bajas respondedoras de edad mds joven tienen un
prondstico diferente comparadas con aquellas de mayor edad (Lashen ez al., 1999;
Ulug ez al., 2003). Por el contrario, la identificacidon de altas respondedoras antes del
inicio del tratamiento, permitird elegir el protocolo mds apropiado y reducir efectos
secundarios ligados a éste, como el sindrome de hiperestimulacién ovarica. Con todo
ello, debemos definir los objetivos que con estos TRO perseguimos: (i) aconsejar
a las pacientes sobre los riesgos y beneficios del tratamiento; (ii) reducir el coste
sanitario denegando el tratamiento a parejas de mal prondstico; (iii) individualizar
las estrategias terapéuticas a seguir.

Durante anos, la edad y los niveles en dia +3 de FSH y LH han sido usadas
como indicadores de la respuesta ovdrica a TRA (Patrelli ez a/. , 2012). Cémo factor

prondstico del potencial ovérico, la edad cronoldgica tiene un valor limitado, pues
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mujeres de la misma edad pueden encontrarse en diferentes estadios en el proceso
de deplecidn folicular. Como sabemos, existe un amplio rango de edad a la cual
se produce el inicio de la menopausia, que representa la deplecién folicular total
(Ruma Satwik ez al. , 2012). La FSH basal es el test mds usado como screening
de RO (Loverro ez al., 2003), sin embargo, se ha comprobado que un incremento
en los niveles de FSH ocurre tardiamente en la secuencia de eventos asociados al
envejecimiento ovdrico (Klein ez al., 1996). Asi este incremento tendrd un limitado
uso clinico como marcador de RO (Bancsi ez al. , 2000). Predicciones para baja
respuesta son sdlo obtenidas con valores extremos de FSH (Bancsi ez 4/. , 2003). En
el estudio que hemos realizado sobre el valor predictivo de la FSH para la respuesta
ovdrica, obtuvimos valores de sensibilidad y especificidad bajos, y un amplia
varianza de los datos, lo que nos permite concluir que no debemos recomendar su
determinacién seriada.

Recientemente, varios investigadores reportaron la efectividad del RFA y el
volumen ovdrico en la prediccidn de la respuesta ovdrica a la estimulacién hormonal
(Bancsi et al.,

2002; Chang ez al., 1998). Ellos manifestaron que el RFA proporciona mejor
informacién prondstica acerca de la aparicién de baja respuesta tras estimulacién
ovdrica, que la edad o la FSH. No obstante, la interpretacion ecografica es subjetiva y
puede no ser consistente (Muttukrishna ez 2/, 2004). Ademds requiere de ecégrafos
de alta resolucién y la valoracién por el mismo observador para ser mds preciso
como TRO.

Los test dindmicos consumen tiempo, precisan de un intenso trabajo, son
mds caros, y no existe un acuerdo sobre sus criterios de valoracién. No afiaden
informacién a la obtenida por los test estdticos (Satwik ez al., 2012). Por tanto,
persiste la necesidad de establecer un adecuado test para la prediccién del
potencial reproductivo individual, un marcador endocrino que pueda ser usado
sin sesgos.

Recientemente, un nuevo marcador endocrino, la hormona antimiilleriana
(HAM)), ha sido evaluado por varios grupos de trabajo. Los niveles de HAM tienen
una buena correlacién con la medida del nimero de foliculos antrales por ecografia
(De Vet ez al. , 2002; Van Rooij e al., 2002; Fanchin ez al., 2003b) y se cree que

pueden ser la mejor representacion del declive gradual de la capacidad reproductiva
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4. DISCUSION
de mujeres fértiles (Van Rooij ez al., 2004; Van Rooij e al., 2005). La HAM se ha
posicionado como un marcador preciso de baja respuesta a la hiperestimulacién
ovdrica con gonadotrofinas en un ciclo FIV (Van Rooij ez al., 2002; Hazout ez al.,
2004; Fanchin ez a/., 2005). Basindonos en estos hallazgos, podemos afirmar que la
HAM puede llegar a ser un marcador frecuentemente aplicado en el campo de la
medicina reproductiva.

Una de las ventajas mds resaltadas de la HAM es el hecho de que sus
niveles se muestran estables ante la influencia de distintos factores como el uso
de anticonceptivos hormonales, el ciclo menstrual, y el embarazo (Streuli ez 4/,
2009), y por tanto su medicién se puede realizar en cualquier momento del ciclo.
En mujeres diagnosticadas de sindrome de ovario poliquistico que han utilizado
durante largo tiempo anticonceptivos orales y en las que se produce una significativa
reduccién del volumen ovdrico, no aparece modificacién de los niveles de HAM
(Streuli et al., 2007).

En los dltimos afos se han publicado trabajos que ponen en duda que los niveles
de HAM sean estables durante el ciclo. Ya en el afio 2000 se publicé un trabajo
realizado en mujeres entre 22 y 35 afos, que encontrd variaciones signiﬁcativas en
los valores de HAM a lo largo del ciclo, siendo mds bajos en la fase litea (Cook
et al., 2000). En 2006 y 2008 dos articulos describieron que los niveles de HAM
fluctuaban durante el ciclo menstrual, encontrando niveles significativamente més
bajos en la fase ldtea temprana, y mds altos en la fase folicular temprana (Lahlou
et al.,, 2006; Wunder et al., 2008a). Ambos estudios utilizaron como técnica de
medicién el “Diagnostic Systems Laboratories (DSL) (Webster, TX) Kit”, mientras
que la mayorifa de las publicaciones que no mostraban cambios durante el ciclo
en los niveles de HAM usaron el otro Kit comercializado, el “Beckman-Coulter
Immunotech (BC) (Fullerton Tx) (Streuli ez al. , 2007; Hekenkamp ez al., 2006; La
Marca et al., 2006ay 2007), a excepcién de Tsepelidis et al., que realizaron un estudio
prospectivo en mujeres normoovuladoras, y no hallaron variaciones significativas
en los niveles de HAM durante el ciclo, realizando mediciones mediante el DSL
(Tsepelidis ez al., 2007). Un estudio posterior determiné que las diferencias entre los
estudios que mostraban (Lahlou ez /., 2006; Wunder ez 4/., 2008a) o no mostraban
(Streuli ez al., 2007; Hekenkamp ez al., 2006) fluctuaciones de la HAM, no se debian

al tipo de ensayo utilizado. También hallaron en dicho estudio una disminucién en
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los valores de HAM inmediatamente después de la ovulacién, aunque concluyeron
que ésta fue despreciable y clinicamente no significativa (Streuli ez /., 2009). El
mecanismo por el que se produce este descenso no ha sido elucidado. En este trabajo
proponen como hipétesis la presencia de un mecanismo oculto que interfiera en
el reconocimiento de los valores séricos de la HAM después de la ovulacién. Este
mecanismo podria tratarse de la liberacién de receptores solubles de HAM en sangre,
que producirian un falso descenso de ésta. Sin embargo, en los dos tltimos estudios
que observaron un descenso periovulatorio en los niveles de HAM, las mdximas
fluctuaciones fueron menores o iguales a las observadas entre ciclos menstruales
distintos (Streuli ez al., 2007). Es decir que la fluctuacién de los niveles de HAM
encontrada en la fase litea temprana, no era mayor que las diferencias encontradas
entres niveles de HAM medidos en fases foliculares de dos ciclos distintos. Minimas
fluctuaciones en los niveles séricos de HAM pueden estar relacionados con un
crecimiento continuo no ciclico de los foliculos de pequeno tamano (La Marca,
2006a). Los resultados del tltimo trabajo de Streuli ez /. confirmaban que tanto el
método DSL como el BC podian ser utilizados para la medicién de la HAM, y que
ésta se podia realizar en cualquier momento del ciclo, atin en pacientes que tomaran
anticonceptivos hormonales. Sin embargo, con la reciente compra por parte de
Beckman Coulter de todas las patentes y el establecimiento de un tnico ensayo,
el AMH Generation II, cabria esperar mayor homogeneidad en los resultados
(Nelson ez al., 2012). La precisién de dicho ensayo fue demostrada por Wallace
et al. (Wallace ez al., 2011). Dos recientes articulos vuelven a poner en discusién
la estabilidad de la HAM durante el ciclo. En 2010 Sowers ez al. documentaron
un significativo incremento en los niveles de HAM entre los dias 2 a 7 del ciclo ,
y ofrecian una nueva explicacidn acerca de las discrepancias alrededor de la HAM
durante el ciclo menstrual. En el estudio de Sowers, observaron la existencia de dos
patrones menstruales para la HAM, los cuales fueron denominados por el autor
como “aging ovary” y “younger ovary”. El patrén de “ovario en envejecimiento”
inclufa pacientes con ciclos mds cortos, valores de inhibina B menores y niveles
de HAM mis bajos y con escasa variacién durante el ciclo. En contraste, el patrén
de “ovario mds joven” presentaba niveles mds altos de HAM con una significativa
variacién los dias 2 a 7 del ciclo, sugiriendo que para mujeres con HAM > 1 ng/ml,

la interpretacién de los niveles de esta hormona estaba supeditada al dia del ciclo
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4. DISCUSION
menstrual en que se obtenia la muestra. El comportamiento del ovario no estaba
relacionado con la edad cronoldgica pero si con la edad ovérica, cémo indicaban los
niveles més altos de HAM e inhibina B en el segundo patrén (Sowers ez 4/., 2010).
El dltimo estudio publicado ha sido este afio, y describe cambios significativos en
los niveles de HAM por dia de ciclo, fase del ciclo, y entre las fases folicular y lttea,
en mujeres con ciclos menstruales normales y que presentaban al menos un valor de
HAM indicativo de reserva ovdrica adecuada. El nivel de HAM era mds alto en la fase
folicular temprana comparado con la fase ldtea tardia y era mds alto en las muestras
obtenidas previas a la ovulacién que posteriores. Estas variaciones modificaban la
clasificaciéon clinica de respuesta ovdrica de estas pacientes en mds de la mitad de
los casos (Hadlow ez al., 2013). Sin embargo, el estudio sélo incluye 12 pacientes,
lo que sugiere que estos hallazgos deben ser interpretados con cautela, a falta de
realizar estudios con mayor tamano muestral. Hadlow ¢z a/. proponen una tercera
explicacién para las discrepancias entre los estudios, el manejo de las muestras de
sangre. Los niveles de HAM han sido considerados relativamente estables a lo largo
del ciclo menstrual, incluyendo estudios con muestras congeladas (La Marca et al.,
2006a), pero un reciente articulo (Rustamov ez a/., 2012) aumentd la preocupacién
sobre la estabilidad de la HAM al reportar un incremento alrededor del 20% en
muestras congeladas después de 5 dias. Otros (Kumar ez 4/, 2010) publicaron que
existia una minima variacién en las muestras congeladas a - 20°C durante 7 dias. La
variacién mds significativa parece ocurrir cuando todas las muestras de sangre son
dejadas a temperatura ambiente (Rustamov ez 4/., 2012; Fleming ez al., 2012). El
uso de tubos de suero con gel separador, la rdpida separacién del suero de las células
y su posterior almacenamiento a 4°C proporciona una fiable estabilidad durante
mids de 5 dias (Fleming ez al., 2012).

De confirmarse la no estabilidad de los valores de la HAM a lo largo del ciclo
menstrual, ésta perderia una de sus principales ventajas con respecto al resto de
marcadores de reserva ovdrica. De momento, la solidez de esta afirmacién puede
ponerse en duda. Segtin el trabajo de Streuli en 2007, las fluctuaciones observadas
durante el ciclo no eran mayores que las observadas entre ciclos distintos. La
mayoria de los estudios citados presentan un discreto tamano muestral, incluyen
pacientes menores de 35 afios con ciclos normales y con alguna evidencia para tener

una reserva ovdrica adecuada. Por ello, estos hallazgos pueden no ser aplicables en
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otros grupos de pacientes. Precisamos de estudios que incluyan grupos de mayor
tamafio y mujeres con ciclos irregulares, oligomenorrea o amenorrea, que nos
ayuden a clarificar y cuantificar los cambios en los niveles de HAM a lo largo del
ciclo. Asimismo, requerimos una mayor homogeneidad en los materiales y métodos
utilizados, que evitaria las discrepancias entre estudios que hemos observado.
Algunos estudios encontraron que los niveles de HAM descendian durante la
estimulacién ovdrica mediante FSH (La Marca ez al., 2010b; Patrelli ez al., 2012).
La reduccién de los niveles de la HAM durante la estimulacién ovidrica controlada
puede ser debida al efecto negativo, directo o indirecto, de la FSH sobre la secrecién
ovirica de la HAM (La Marca ez al., 2010b). Ademds, durante la administracién de
FSH exégena se produce un incremento de los niveles de estradiol, el cual ha sido
implicado en un mecanismo de regulacién a la baja de la HAM y de los receptores
tipo II de la hormona, AMHRII mRNA (La Marca ez al., 2006; Patrelli ez al.,
2012). La estimulacién con FSH induce el crecimiento folicular y por lo tanto la
pérdida de su produccién de HAM, y ésta es probablemente la principal razén para
la reduccién de sus niveles. Asi, concluimos que su medida para predecir la respuesta
ovidrica debe ser realizada previamente al tratamiento con FSH, como realizamos
en nuestro trabajo. Actualmente, Patrelli y cols. estdn llevando a cabo un estudio
prospectivo que pretende analizar la conveniencia de revalorar la HAM a los sesenta
dias de la estimulacién ovdrica, para determinar si el descenso en sus niveles es
transitorio o no. En el caso de que no lo fuera, con cada ciclo de FIV observariamos
una reducciéon de la RO vy ello nos deberia hacer reconsiderar el mdximo nimero
de estimulaciones que podriamos realizar sin provocar una menopausia temprana.
En un interesante estudio llevado a cabo en 2005, se evaluaron y compararon
los distintos TRO en una poblacién de mujeres con capacidad reproductiva normal
en el transcurso de cuatro afos (van Rooij ez al., 2005). Los autores definfan cuatro
requerimientos que debia cumplir el marcador ideal del descenso de la funcién
reproductiva. Primero, debia estar bioldgicamente relacionado con el pool de
foliculos/oocitos. En segundo lugar, el marcador debia estar claramente asociado
con la edad. Tercero, debia mostrar un cambio con el tiempo, preferiblemente desde
los treinta afios hasta los cincuenta, y no sélo durante el periodo de transicién a la
menopausia. Por tltimo, la variacién individual de la media debia ser consistente,

es decir que el nivel por encima o por debajo de la media para cada edad, debia
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4. DISCUSION
permanecer igual en el tiempo. Se hallé que el RFA no cambié con respecto al
tiempo, mientras que la HAM, FSH e inhibina B variaron significativamente. Sin
embargo, sélo la HAM mostré un declive longuitudinal en su media, tanto en
mujeres menores de 35 afos, como en mayores de 40. La HAM fue el marcador que
mejor cumplia los criterios descritos, por ello concluian que la HAM es quien mejor
reflejaba el declive del pool folicular con la edad. El RFA cumplia las caracteristicas
de marcador ideal de RO, excepto la presencia de un descenso con el tiempo, lo cual
pudo ser debido a la variabilidad interobservador. La FSH, estradiol e inhibina B, en
cambio no se mostraban tan eficaces en los distintos pardmetros estudiados.

Ya en 2002, otro grupo de trabajo estudié un conjunto de mujeres en dos
periodos distintos y el intervalo entres las dos visitas varié desde 1.1 a 7.3 afios. Se
observé una reduccién en los valores medios de HAM alrededor del 38%, mientras
el nimero de foliculos antrales y los niveles de FSH e inhibina B no cambiaron (de
Vet et al., 2002).

Los niveles séricos de HAM muestran una reduccién durante la vida reproductiva
de la mujer (de Vet ez al., 2002). Valores indetectables después de la menopausia
espontdnea han sido reportados. La ovariectomia bilateral en mujeres con ciclos
regulares se asocia con la desaparicién de los niveles de HAM en 3-5 dias, lo cual
demuestra que sus niveles séricos son exclusivamente de origen ovérico (Patrelli
et al., 2012). La HAM es un marcador endocrino que refleja la transicién de los
foliculos primordiales restantes a foliculos en crecimiento. Disminuye gradualmente
en los cincos afios previos al final del periodo menstrual, quizds representando un
factor bioldgico clave durante la transicién a la menopausia (Patrelli ez al., 2012;
Sowers et al., 2008). Los niveles de HAM en la fase folicular temprana resultan
del pool de foliculos que empezaron a producirla ya intratitero y esta producciéon
es independiente de las gonadotropinas. Esto la convierte en un marcador tnico,
que proporciona una perspectiva no disponible con los actuales marcadores séricos
y ecogréficos (Seifer ez al., 2002). Se postula como el mejor indicador de la salud
ovdrica, y asi se convierte en un pardmetro crucial para valorar la respuesta a los
tratamientos de fecundacién in vitro.

Este estudio prospectivo fue realizado con la finalidad de evaluar la eficacia de
la HAM como marcador predictivo de RO y respuesta a Técnicas de Reproduccién

asistida. Para ello, 153 pacientes con antecendentes de dos o més fallos a TRA fueron
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incluidas. Analizamos la relacién entre edad, FSH, LH, 17-b estradiol, RFA y HAM
con la variable respuesta ovérica, definida por el nimero de ovocitos recuperados
tras la estimulacién ovidrica. A su vez, analizamos la relacién entre el RFA y la HAM,
y entre cada uno de ellos con la calidad de los ovocitos, la calidad embrionaria y los
resultados reproductivos.

Realizamos un primer andlisis con la intencién de demostrar que la HAM y el
recuento de ovocitos recuperados se comportaban de igual manera en los distintos
grupos de edad. Encontramos que a menor edad y mayor concentracién de HAM,
mayor era la respuesta, es decir, el nimero de ovocitos recuperados. Al comparar
ovocitos recuperados y HAM por grupos de edad la dispersién no mostraba
significacidn estadistica, lo cual nos permitia comparar ambas variables. El mismo
andlisis realizamos con el RFA, obteniendo igual resultado.

Encontramos que la edad media de las mujeres del grupo bajas respodendoras
era significativamente mayor que los grupos normo y alta, como tantos otros
autores (Nardo ez 2/, 2009; Nelson ez al., 2007; Satwik et al., 2012). No hallamos
diferencias de edad entres las bajas respondedoras no canceladas y las canceladas,
por ello podemos afirmar que la edad es un pardmetro clinico de interés en reserva
ovdrica sélo para bajas respondedoras con/sin cancelacién. Existe una relacion lineal
negativa entre HAM y edad.

Por otro lado detectamos diferencias en los niveles de HAM entre los grupos
respuesta, excepto entre bajas canceladas y no canceladas. Por ello nos preguntamos
si estas diferencias se debian s6lo a la edad, o realmente la variable respuesta estd
relacionada con la HAM. Para ello estudiamos diferencias entre niveles de respuesta
ajustados por la edad. Como ya vimos el nivel alta se comportaba de distinta manera.
Explicamos este resultado debido a un valor de HAM excesivamente alto en una de
las diez pacientes altas respondedoras, probablemente consecuencia de un error de
laboratorio. Si eliminabamos el nivel alta, la relacién entre la HAM y la edad era la
misma para las mujeres normo y bajas respondedoras (incluidas bajas no canceladas
y canceladas). Eliminando la edad econtrdbamos diferencias entre normo y bajas
respondedoras (p=0.0023), confirmando los resultados que otros autores hallaron
previamente (La Marca y Volpe, 2006b; Figicioglu ez a/., 2006; Patrelli ez al., 2012).
La HAM se comporta como un predictor de respuesta independiente de la edad

(Nelson ez al., 2007). Sin embargo no hallamos diferencias entre bajas no canceladas
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4. DISCUSION
y canceladas (p=0.8824). Nelson y cols. en un estudio en el que incluyeron 340
pacientes sometidas a su primer ciclo FIV si encontraron que los valores de HAM
en las pacientes canceladas eran significativamente mds bajos que en el resto de
categorias. No obstante, demostraron que la HAM se mostraba pobremente eficaz
como test de screening para ciclos cancelados e incluso para baja respuesta, debido
a una superposicién en la distribucién de los valores de HAM en mujeres con
respuesta normal (Nelson ez /., 2007). En nuestro estudio incluimos pacientes con
antecedentes de fallos a TRA, con el objetivo de identificar aquellas que realmente
tenfan muy bajas probabilidades de éxito. De haberlo hecho, la HAM nos permitiria
rechazar un nuevo tratamiento a estas pacientes.

Realizando el mismo andlisis con el RFA los resultados fueron similares: la
relacién entre RFA y la edad es la misma en los distintos niveles de respuesta y
existen diferencias significativas entre cada grupo, excepto entre bajas canceladas y
no canceladas.

Una proporcién de mujeres (2-30%) que van a ser sometidas a una estimulacién
ovdrica controlada, experimentan baja respuesta (Hendriks ez a/., 2005), para lo
cual no existe una definicién universal. Varios criterios han sido utilizados para
caracterizar la baja respuesta. El nimero de foliculos desarrollados y el nimero de
ovocitos recuperados son dos de los mds importantes. El nimero propuesto varia
entre los diferentes autores, que han propuesto rangos entre 3 a menos de 5 foliculos
el dia de la administracién de la HCG y desde 3 a menos de 5 ovocitos recuperados
tras la puncién ovdrica (Tarlatzis ez al., 2003). Mds logicamente, baja respuesta se ha
considerado si el ciclo es cancelado debido a una inadecuada respuesta ovdrica a la
estimulacién. De cualquier manera, independientemente de la definicién utilizada,
las pacientes con baja respuesta presentan resultados gestacionales peores que
pacientes de la misma edad pero respuesta normal (La Marca ez 4/., 2010b).

Van Rooij (Van Rooij ez al., 2002) fue uno de los primeros en describir un
alto grado de correlacién entre la HAM y el nimero de ovocitos recuperados. Los
valores cut-off para baja respuesta reportados por distintos estudios varfan desde 0.1
a 2 ng/ml, como también varia su valor predictivo para baja respuesta, presentando
rangos de sensibilidad y especificidad entre 44-97% y 41-100%, respectivamente
(La Marca et al., 2010b). Esta variabilidad se explica por las diferencias en el diseno

de los estudios: tamano muestral, criterios de baja respuesta, prevalencia de bajas
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respondedoras en la muestra, lo cual tiene una clara relacién con el nimero de
pacientes mayores, y segin algunos autores por el uso de diferentes variantes de
ensayo de laboratorio para medir la HAM (Nakhuda, 2008; Seifer and Maclauglhin,
2007). No todos los estudios han obtenido una sensibilidad (>75%) y especificidad
6ptimas (>85%) (La Marca er al., 2010b). Un valor cut-off mds definitivo para
determinar una respuesta baja, seria lo deseable. Lo que se espera de este valor cut-
off es que distinga con una precisién cercana al 100% una baja respondedora de
una que no lo es. Mds precisamente, ninguna mujer con potencial para una buena
respuesta deberia ser clasificada como baja respondedora si tal categorizacién la
privara de ser incluida en un ciclo FIV. ;Por qué rechazar a una mujer que tiene
buenas posibilidades de gestacién? Esta es la premisa en la cual los valores cut-off de
HAM son estudiados.

Si consideramos baja respuesta como enfermedad positiva, un verdadero
positivo serfa una baja respondedora correctamente clasificada y un verdadero
negativo una normorespondedora correctamente clasificada. Un falso negativo
serfa una paciente baja respondedora erréneamente clasificada como normal
y un falso positivo una paciente normorespondedora erréneamente clasificada
como baja respuesta. Estadisticamente interesarfa que un test tuviera un nimero
de falsos positivos cercano a cero, lo que equivaldria a tener una especificidad
cercana al 100%. Sin embargo, una alta especificidad compromete la sensibilidad
e incrementa el ndmero de individuos con potencial para baja respuesta reclutados
“erréneamente” para un FIV, incrementando asi los ciclos cancelados o con escasos
ovocitos recuperados. Por tanto, nuestro test deberia compensarse con un buen
valor de sensibilidad que permita tener un aceptable nimero de falsos negativos.
Obtuvimos un valor cut-off de 9.28 pmol/l (=1.29 ng/ml) y un drea bajo la curva
de 0.7186, que se corresponden con un valor moderado de especificidad (64%) y a
su vez con una aceptable sensibilidad (72%). Nuestros valores se encuentran dentro
del rango con los de la mayoria de autores revisados, aunque la mayoria de ellos
presenta mejor sensibilidad y/o especificidad (La Marca ez al., 2010b; Nardo ez al.,
2009; Satwik ez al., 2012; Gnoth ez al., 2008; Kwee ez al., 2008; Ficiciouglu ez al.,
2006). Nuestros resultados demostraron una asociacién entre HAM y el RFA, algo
légico si recordamos que la HAM refleja el pool de foliculos oviricos (de Vet ez al.,

2002; Ficicioglu e al., 2006). Ambas coordenadas sirven claramente para conocer
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la respuesta y por tanto la reserva ovdrica. La mayoria de autores han reportado
similar valor predictivo para baja respuesta para ambos (van Disseldorp ez al., 2010;
Broer ez al., 2009; Panchal and Nagori, 2012). La Marca y cols publicaron en 2010
una revisién de estudios (La Marca ez al., 2010b). Sélo Figicioglu er al. (2006) y
Mcllveen ez al. (2007) concluyeron que HAM era mejor que el RFA, mientras que
otros dos estudios econtraron al RFA superior (Eldar-Geva ez al., 2005; Kwee ez
al., 2007). Del mismo modo, un estudio reciente hallé que el RFA era el mejor y
el Gnico pardmetro independiente entre otros marcadores, incluida la HAM, para
predecir baja respuesta ovédrica (Mutlu ez a/., 2013). En nuestro estudio el RFA
parece tener mejor capacidad predictiva para baja respuesta que la HAM, aunque
no estudiamos diferencias significativas entre ambas curvas ROC. Un valor cut-
off de 7 se asocia con un drea bajo la curva de 0.8010, una sensiblidad del 74%
y una especificidad del 75%. Sin embargo, cabe decir que el RFA estd sujeto a
una variabilidad interobservador, debido a la duracién del examen ecogréfico, la
experiencia del ecografista, el equipo utilizado y la RO esperada en funcién de la
edad de la paciente.

Ningtin estudio previo ha analizado el valor predictivo de la HAM junto
al RFA. Sélo Muttukrishna y cols observaron que el valor acumulado usando la
determinacién de FSH, Estradiol, inhibina B, HAM, el RFA y la edad daba el mejor
valor predictivo para identificar bajas respondedoras (Mutturkrishna ez /., 2005).
Nosotros calculamos una nueva curva ROC para la unién de ambos marcadores
y obtuvimos una mayor 4rea bajo la curva (0.832). La unién de ambos mejora
por tanto la precisién de cada uno por separado. Ambas son variables relacionadas
significativamente con la respuesta, y por tanto HAM estd explicando una parte de
la variabilidad sobre el nivel de respueta que no explica el RFA, y viceversa. De igual
manera, la edad parece mejorar la capacidad predictiva para baja respuesta tanto de
la HAM (drea bajo la curva: 0.772) como del RFA (drea bajo la curva: 0.81), aunque
en este caso tampoco estudiamos diferencias significativas entres curvas ROC. Lo
que también queda claro tras nuestro estudio, es que HAM y RFA presentan mejor
valor predictivo para respuesta ovdrica que el Estradiol, la FSH vy la prolactina, que
cémo vimos carecen de valor en la practica clinica para conocer la respuesta ovérica.

Nuestro estudio trataba de encontrar si la HAM podia discernir entre las

pacientes con baja respuesta canceladas del resto. Hemos visto que no hallamos
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diferencias significativas entre los valores de HAM entre bajas respondedoras
y bajas respondedoras canceladas. Tratamos de calcular una nueva curva ROC
que nos mostrara el valor predictivo de la HAM en este punto. Obtuvimos un
drea bajo la curva y unos valores de sensibilidad y especificidad bajos (drea bajo
la curva: 0.638; cut off: 8.76 pmol/l; sensibilidad: 61%; especificadad: 67%).
Por tanto, no parece que nuestra hormona distinga con la precisién idénea
entre las pacientes con baja respuesta canceladas, del resto. Tampoco con el RFA
obtuvimos resultados satisfactorios en este sentido. Un estudio realizado por el
Hospital Clinic de Barcelona en 2005 hallé que un valor umbral de 4.9 pmol/l
discriminaba entre pacientes canceladas y las que continuaban el tratamiento
de fertilidad (drea bajo la curva: 0.81; sensibilidad: 53%; especificidad: 96%).
Ademds observé que los niveles de HAM obtenidos el dia 5 del ciclo durante
la estimulacién ovdrica con gonadotrofinas eran mejor predictores de ciclo
cancelado que los niveles basales de HAM. Sin embargo, la capacidad predictiva
de la HAM el dia 5 no era mejor que la proporcionada por el estradiol obtenido
el mismo dia (Pefarrubia ez 4/., 2005). Y cémo podemos comprobar, obtuvieron
un alto valor de especificidad, a expensas de un muy bajo valor de sensibilidad
y un bajo valor umbral.

El estatus de la reserva ovdrica incluye tanto la cantidad como la calidad del
pool de foliculos ovdricos. Por tanto, la HAM podria no sélo reflejar el aspecto
cuantitativo de la respuesta ovdrica, si no también el cualitativo. Algunos autores
han encontrado una correlacién positiva significativa entre los niveles de HAM y la
calidad ovocitaria (Ebner ez al., 2006; Lekamge ez al., 2007; Irez ez al., 2011), aunque
algunos de ellos realizando mediciones de HAM en liquido folicular (Cupisti ez 4.,
2007; Fanchin ez al., 2007). Otros sin embargo no confirmaron dicha relacién (Lie
Fong et al., 2008). Del andlisis realizado en este trabajo, deducimos que existe una
relacién lineal significativa entre la HAM vy los ovocitos en metafase II. Hemos
realizado el mismo andlisis pero mediante una regresién de Poisson, obteniendo
de igual manera que existe una relacién significativa entre los valores de HAM vy el
nimero de ovocitos maduros. El mismo resultado hemos encontrado para el RFA 'y
la edad. Es légico pensar que pacientes de menor edad presentardn mayor ndmero
de foliculos ovdricos y de mejor calidad, y como vimos estas pacientes presentan

mayores valores de HAM y de RFA.
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Aunque los estudios en liquido folicular parecen indicar que la HAM puede
ser util en la prediccién de la calidad de los ovocitos y embriones y en los resultados
gestacionales, no podemos afirmar lo mismo para los niveles séricos de HAM.
Hasta el momento son pocos los estudios que concluyen que los niveles de HAM
en sangre puedan dar una informacién relevante acerca de los ovocitos, la calidad
embrionaria y los resulados gestacionales (La Marca er al., 2010b). Silberstein y
cols (2006) encontraron que la HAM medida el dia de la administracién de la
HCG se correlacionaba significativamente con la calidad embrionaria, permitiendo
distinguir entre los embriones de alta y baja calidad. En consecuencia niveles més
altos de HAM se relacionaban con una mayor tasa de implantacién, pero no con
una mejor tasa de embarazos (Silberstein ez 4/, 2006). Un estudio mds reciente
concluia que tanto la HAM como el RFA eran buenos predictores del nimero de
embriones de buena calidad disponibles para transfer y/o congelacién (Majumder ez
al., 2010). Otros estudios sin embargo no han hallado una correlacién significativa
entre los embriones obtenidos y/o transferidos y los valores basales de HAM (Lie
Fong et al., 2008; Riggs et al., 2011; Patrelli ez al., 2012). Asi los valores de HAM
parecen no ser un buen marcador de calidad embrionaria (La Marca ez al., 2010b).
Nosotros encontramos una relacién lineal positiva y significativa entre la HAM, y el
RFA , con la calidad embrionaria. Sin embargo, mediante este andlisis de regresién
lineal no podemos concluir que la HAM sea un marcador predictivo de calidad
embrionaria, ya que no hemos analizado si los valores de HAM se correlacionan
significativamente con los embriones de mejor calidad. Simplemente hemos
observado una tendencia positiva que nos muestra que a mayores niveles de HAM,
mayor es el nimero de embriones G1G2, aunque observamos que esta linea se
aproxima a cero y existe un amplia variabilidad en los datos obtenidos, por lo que el
modelo es incapaz de detectar una relacién entre estas variables.

La gran mayoria de los estudios que investigaron el valor de la HAM en la
prediccién de la gestacién tras un tratamiento de FIV, reportaron que la medida de
dicha hormona no es il en la prediccion del éxito gestacional (Gnoth ez a/., 2008;
Ficicioglu ez al., 2006; La Marca ez al., 2010b; Patrelli ez al., 2012). S6lo pocos estudios
aportaron un valor de cut-off significativo que fuera capaz de distinguir entre embarazo
y no embarazo. Cabe recalcar que sélo dos de estos estudios fueron prospectivos

(Eldar-Geva er al., 2005; Elgindy ez al., 2008), pero limitados por un pequeno
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numero de sujetos (n=56y 33, respectivamente). Contrariamente el estudio mds largo
(n=109) que concluyé que la HAM podia ser predictiva de gestacién presentaba un
disefio retrospectivo (Lekamge e# 2/, 2007). Sin embargo como consecuencia de la
relacién entre los valores séricos de HAM y la respuesta cuantitativa a la estimulacién
ovdrica, mujeres con bajos niveles de HAM presentaban menos ovocitos recuperados
y generaban por tanto menor nimero de embriones, culminando en una tasa de
gestacion que resultaba la mitad que la tasa hallada para las pacientes con niveles altos
de HAM (Lekmage ez al., 2007). Asi el indice mds alto de embarazos observado en el
grupo de pacientes con niveles altos de HAM, cuando comparabas con aquellos con
niveles bajos, podia ser explicado en base a un incremento de los ovocitos disponibles
(La Marca ez al., 2010b). Otro estudio encontré mejor poder discriminatorio para
la prediccién de no embarazo para los test dindmicos del citrato de clominfeno y el
EFFORT respecto a la HAM (Kwee et al., 2008).

Encontramos un estudio que muestra relacién entre los niveles de HAM y
el indice de nacimientos tras un tratamiento FIV (Nelson et al, 2007). En este
amplio estudio prospectivo que incluia 340 pacientes se demostré que la tasa de
nacimientos se incrementaba con el aumento de los niveles basales de HAM. Sin
embargo, esto fue valido sélo para mujeres con niveles de HAM <7.8 pmol/l. Por
encima de este valor la HAM no discriminaba entre nacimientos o no. Segtn los
autores la relacién entre el incremento de la HAM y los nacimientos probablemente
refleja la fuerte correlacién entre la HAM y los ovocitos recuperados, como se
observa en dicho estudio, la HAM no es un predictor independiente de nacimiento
tras la incorporacién de los ovocitos recuperados en el modelo (Nelson ez al., 2007).
Altos niveles de HAM han sido asociados con mejores indices de gestacién por
algunos (Eldar-Geva et 4l., 2005), congruente con una correlacién con el nimero
de ovocitos maduros y subsecuentemente con el de embriones disponibles para
transferir (Hazou er al., 2004). La observacién de que la HAM no predice los
nacimientos independientemente de los ovocitos recuperados indica que la HAM
no predice la calidad de los ovocitos o embriones (Nelson ez a/., 2007). Nosotros no
encontramos diferencias en los niveles de HAM entre pacientes con gestacién y no
gestacién, aunque incluyeramos la edad en la interaccién.

El valor predictivo de la respuesta ovdrica cualitativa en TRA permance

controvertido respecto a la HAM. Como hemos visto, la evidencias sugieren que
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su relacién puede ser inicamente indirecta y relacionada con una fuerte correlacién
entre los valores de HAM vy la respuesta ovdrica cuantitativa a la estimulacién
controlada. Ademds los malos resultados en cuanto a su poder discriminatorio de
gestacién y/o nacimientos pueden ser atribuidos a otros factores que influyen en la
fertilidad humana tales con el factor masculino y factores endometriales.

En conclusién, en base a los resultados obtenidos en este estudio podemos
afirmar que la HAM es un marcador predictivo eficaz de reserva ovdrica y de respuesta
a técnicas de reproduccién asistida. La HAM ha demostrado mejor valor predictivo
para baja respuesta que la FSH, el estradiol y la Prolactina. El RFA determina la baja
respuesta mejor que la HAM, pero la unién de ambos mejora el potencial predictivo
de cadauno por separado, por lo tanto, la utilizacién conjunta de ambos marcadores
parece ser la mejor herramienta en el dmbito de la reproduccién asistida para la
prediccién de la respuesta que cabe esperar en una paciente sometida a TRA, y que
por tanto nos permitird programar e individualizar el tratamiento mds adecuado.
La HAM no permite distinguir con exactitud las pacientes con mds probabilidades
de tener un ciclo cancelado, y por tanto no podemos denegar un tratamiento de
fertilidad a ninguna paciente en funcién de sus valores. La unificacién de valores de
referencia para identificar las bajas respondedoras seria lo deseable. De momento,
seguiremos utilizando la HAM como informacién util previa a un tratamiento de
fertilidad, que nos acercard a la reserva ovdrica de cada paciente, y nos permitird

aconsejar sobre las posibilidades de éxito tras FIV.
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5. CONCLUSIONES

1. Las diferencias en la HAM entre los niveles de respuesta han
sido claramente significativas.

2. Las diferencias entre baja y normo respondedoras evidencian
una correlacién estadisticamente significativa de extraordinario
interés clinico.

3. La HAM en altas respondedoras muestra valores mucho
mids elevados, por lo que puede emplearse como predicitva.
No hemos hallado diferencias de HAM entre pacientes con
baja respuesta canceladas y pacientes con baja respuesta no
canceladas.

4. La variable edad no influye en la relacién entre HAM y
respuesta si excluimos el nivel Alta, por tanto la variable
respuesta si estd relacionada con la HAM.

5. Detectamos también diferencias significativas de RFA entre
los niveles de respuesta. No detectamos diferencias entre
pacientes con baja respuesta canceladas y pacientes con baja
respuesta no canceladas. La variable edad no influye en la
relacién entre RFA y respuesta.

6. Larelacién de la HAM con el RFA muestra una significacién
estadistica clara. A valores mds bajos de HAM menor el
numero de foliculos antrales observados con modo sonoAVC.
Esta relacién sefiala que ambos pardmetros son reflejo de la
“reserva ovdrica existente”.

7. Podemos considerar hoy, de acuerdo a nuestros resultados,
valores de referencia para HAM <1,3 ng equivalentes a
10 pmol/l. La sensibilidad y especificidad obtenidas son
moderadamente buenas.

8. El valor predictivo de la HAM para la deteccién de ciclos

cancelados es bajo.
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10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

El RFA presenta mejor valor predictivo que la HAM para la
deteccién de baja respuesta. Pero también presenta bajo valor
para la deteccién de ciclos cancelados.

Eluso conjunto dela HAM y el RFA mejora su valor predictivo.

. La edad mejora el valor predictivo tanto de la HAM como del

RFA para baja respuesta.

LarelaciéndelaHAM yRFA conlaProlactinay 17B-Estradiol
ha mostrado que estas carecen de significacién. Deben ser
eliminadas de los protocolos de induccién permaneciendo
solo como parte integrante del estudio basal de la esterilidad.
La capacidad de la FSH para discriminar entre normo y baja
respuesta es reducida, si la comparamos con la HAM y el RFA.
Mis atn, si bien por encima de un valor limite de 10 UI ha
habido 2 falsos positivos, el niimero de mujeres no embarazadas
con valores de normalidad es alto.La FSH (excepcién hecha de los
estudios basales de la esterilidad) carece de valor, para la reserva.
Existe una relacién estadisticamente significativa entre los
valores de HAM y RFA y el ntimero de ovocitos maduros
obtenidos. Se aprecia que son predictivas de madurez
ovocitaria.

La salida de la regresion lineal con la calidad de los embriones
G1 G2 muestra que la recta para la relacion entre la HAM
y la calidad embrionaria G1 G2, es ajustada, casi horizontal.
Con tanta variabilidad, el modelo es incapaz de detectar una
relacién entre estas variables.

El andlisis estadistico de la relacion entre el RFA y la calidad
embrionaria GI G2 no muestra diferencias significativas, ya
que existe gran variabilidad en los datos obtenidos. Por tanto
carece de valor predictivo.

No hemos detectado diferencias significativas entre mujeres
que quedan y no quedan gestantes en la relacién entre la HAM,

RFA y prondstico reproductivo. No son predictivos.
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18.

19.

5. CONCLUSIONES

Proponemos a la HAM y el RFA como unicos pardmetros a
determinar para el estudio de la reserva ovdrica. Valores muy
bajos (1,15 ng/ml = 10 pmol/l) podrian emplearse como
predictivos, e informar de las minimas posibilidades de éxito
del tratamiento. Con valores inferiores a 1 ng/ml cabria
recomendar directamente otras alternativas reproductivas
(ovorrecepcién).

El hecho de que con valores muy bajos de HAM y RFA
hayamos tenido embarazos no permite como hubiéramos
deseado, negar la FIV a quien la solicite, atin a sabiendas de
lo que presumiblemente acontecerd. La pareja deberd estar

perfectamente informada.
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