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Resumen

La reserva ovdrica se refiere al repertorio de foliculos restantes en la mujer a una
edad determinada y disponible para la procreacion. Este tema ha tenido mucho auge desde
que las mujeres han decidido posponer la maternidad bien sea por intereses personales,
razones economicas, enfermedad, entre otras. El objetivo de este trabajo de investigacion
fue determinar los valores séricos de las hormonas Anti-Miilleriana (AMH) e Inhibina B
en mujeres con tratamiento de estimulacién ovarica controlada, como potenciales
marcadores de reserva ovarica y evaluar su relacion con las concentraciones séricas de
las hormonas foliculo-estimulante (FSH), Luteinizante (LH), estradiol (Ez) y con el
nimero de ovocitos recuperados. Se colecté una muestra de suero en el dia 3 del ciclo
menstrual de 33 pacientes, asistentes a consulta de fertilidad al Instituto Venezolano
de Fertilidad (IVF) de Caracas y Valencia, se determinaron los niveles de FSH, LH y
estradiol mediante quimioluminiscencia y de AMH e Inhibina B mediante ELISA. Se
observé que los niveles de FSH y la edad presentaban una correlaciéon negativa con el
nimero de foliculos antrales y de ovocitos obtenidos, mientras que la AMH present6
una correlacion positiva con el nimero de foliculos antrales y ovocitos obtenidos. La
inhibina B y el estradiol sdlo presentaron correlacidn positiva entre si, lo cual indica su
vinculaciéon con el proceso de reclutamiento folicular. Estos resultados indican que la
determinaciéon de AMH conjuntamente con el numero de foliculos antrales y la edad de

la mujer, pueden ser buenos indicadores de la reserva folicular ovarica.

Palabras Clave: Reserva ovarica, Foliculos Antrales, ovocitos recuperados, AMH, Inhibina
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Capitulo I: Introduccion

I. INTRODUCCION

En la actualidad, la mujer de clase media y alta prefiere desarrollarse
profesionalmente, y llevar a cabo diversos roles en la sociedad antes del rol de madre,
debido a diversos factores como por ejemplo inestabilidad econémica o social (no haber
conseguido pareja), no considerarlo como un rol importante, entre otras causas, retrasando
asi el momento de la maternidad a la tercera o hasta la cuarta década de su vida.
Generalmente, hay inconvenientes en todos estos casos puesto que se disminuyen las
probabilidades de quedar embarazada, teniendo que acudir a consultas de infertilidad y
recurrir a las técnicas de Reproduccion Asistida (ART’s en inglés), teniendo en cuenta que a

mayor edad de la madre aumentan los riesgos de salud para ella y el hijo.

Durante la vida pre-natal de la mujer comienza el proceso de meiosis de las células
germinales sexuales y al nacer tiene una cantidad limitada de foliculos (aproximadamente
del a 2 x 106 células germinales), que al agotarse dan origen a la menopausia (Yen et al,
2001 y Purves et al., 1999). Se ha observado que a mayor edad disminuye esta reserva, sin
embargo hay otros factores que favorecen esa disminuciéon entre los que se cuentan: los
factores genéticos (predisposiciéon familiar a una menopausia precoz), la raza, habitos de

tabaquismo, quimioterapia, indice de masa corporal elevado, entre los mas comunes.

A raiz de este hecho entonces, se hace necesario el estudio de potenciales
marcadores bioldgicos que puedan indicar la capacidad reproductiva en las mujeres y que
ademas sean de facil y rapida determinacién que den idea al médico si una paciente es
buena candidata a los tratamientos de fertilidad y las probabilidades de obtener resultados
positivos en los ciclos de reproduccién asistida, cuyo fin dltimo es la concepciéon del
embarazo. Por este hecho, el presente trabajo esta dedicado a la evaluacién de valores
séricos principalmente de dos hormonas que han sido reportadas en la bibliografia como
potenciales indicadores de la reserva folicular ovarica, la Inhibina B y la hormona Anti
Miilleriana (AMH), asi como evaluar su correlacién con otras hormonas implicadas en el
ciclo menstrual, foliculos antrales (AFC), dimensiones del ovario y con la cantidad de

ovocitos obtenidos en cada ciclo de estimulacion ovarica.
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II. MARco TEORICO

.1 Reproduccion Femenina

I1.1.1 Foliculogénesis:
Durante el desarrollo intrauterino se inicia el proceso de meiosis para obtencion de

los gametos femeninos. Hacia la tercera semana de gestacién los gonocitos se transforman
en ovogonias, células germinales permeiodticas (una vez que los primeros colonizan las
crestas sexuales-gonadales) y comienza el proceso de mitosis a partir de la quinta semana;
ya para la sexta o séptima semana de gestacidn existen cerca de 10.000 ovogonios. En la
octava semana las ovogonias comienzan a entrar en el proceso de meiosis conjuntamente
con la formacién de los foliculos. Progresivamente todas las ovogonias entran en meiosis
alcanzdndose, a la semana 20, un ndmero de 6-7 millones de células germinales, sin
embargo muchas de ellas degeneran (proceso de atresia), lo cual se atribuye a la alta tasa de

divisién mitética de los ovogonios (Yen et al.,, 2001).

Al momento de nacer, en el ovario existe una poblacién aproximada de un millén de
foliculos, los cuales atraviesan por diferentes etapas a lo largo de la vida de la mujer y
durante cada ciclo menstrual después de la pubertad (Fig. 1 y 2.: etapas del desarrollo
folicular en el ovario). El ovario contiene en su interior un ovocito en profase I de la meiosis
(dictioteno). Esta poblacién de foliculos-ovocitos sigue disminuyendo por procesos de
atresia luego del nacimiento, teniendo al comienzo de la pubertad de la mujer, un pool de

foliculos-ovocitos de aproximadamente 200.000. (Yen etal, 2001 y Purves et al., 2003).

Durante la pubertad, un grupo de foliculos entraran en cada ciclo menstrual en el
proceso de reclutamiento y seleccidn, sin embargo, uno solo de estos foliculos llegara a ser

ovulatorio (Fig. 3).
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Figura 1: Corte transversal del ovario en el
cual se muestra el espesor de la corteza del
tejido, el cual esta constituido por pequefias
células ahusadas, con escaso citoplasma que
forman el estroma ovarico, en el que se hallan
inmersos los foliculos ovaricos en distintos
estadios de maduracidn: foliculos
primordiales que consisten en pequefias
estructuras redondeadas con wuna célula
central correspondiendo al ovocito rodeada
por una capa simple de células foliculares
aplanadas. . Igualmente se muestran foliculos
en crecimiento, asi como también un foliculo
ovulatorio, cubierto por la zona peldcida.
(Aimale et al, sin ario en
http://www.anatomohistologia.uns.edu.ar/pla

ntilla.asp?zona=modrepro)

Figura 2 Corte transversal de un foliculo
preantral en el cual se observan los diferentes
componentes celulares del foliculo
preovulatorio. En la parte inferior se
encuentran las células de la Teca, las cuales
envuelven al foliculo y producen andrégenos,
los cuales son convertidos a estrégenos por
las células de la granulosa. Hacia arriba,
dentro del foliculo se encuentran las células
que forman el epitelio folicular interno y
recubren el ovocito en formacidon, rodeado
por proteinas de la zona peltcida y el ntcleo
(Aimale et al., sin afio en
http://www.anatomohistologia.uns.edu.ar/pl
antilla.asp?zona=modrepro).

En el momento de la ovulacién, que es debida a la liberaciéon abundante de LH (pico
de LH) por la glandula hipéfisis, el ovocito sera liberado del foliculo reanudando la meiosis,
con la liberacion del primer cuerpo polar, deteniéndose esta vez en metafase IlI. El proceso
de meiosis s6lo culminard al ocurrir la fecundacién, cuando por diferentes factores,

incluyendo la generacion de ondas de calcio intraovocitarias, se reiniciara la meiosis para
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formar el pronudcleo femenino el cual al unirse al prondcleo masculino completara el

proceso de fecundacion (Hill et al, 2006).

Como se comentd anteriormente, el ovario de la recién nacida contiene un nimero
determinado de foliculos. Una vez llegada la pubertad, mensualmente un numero de
foliculos sera seleccionado para empezar un proceso de crecimiento. Segun el estadio de
crecimiento folicular los foliculos han sido clasificados de varias formas. En la Tabla I se
enumeran las caracteristicas principales de cada uno de ellos. El foliculo es la unidad funcional
del ovario y el modelo de las “dos células dos gonadotropinas” ayuda a entender su
fisiologia; de acuerdo a este modelo, el cual ha sido bastante aceptado por las personas
dedicadas a campos de la endocrinologia, fisiologia humana, embriologia, biologia de
fertilidad, etc., las dos células involucradas son las células de la teca y las células de la
granulosa; las dos gonadotropinas son la LH, la cual se une inicialmente sélo a las células de
la teca y la FSH que tiene sus receptores en las células de la granulosa. Las células de la teca
por accién de la LH producen androgenos, los cuales al pasar a las células de la granulosa
son aromatizados (por la enzima aromatasa alli presente) a estrogenos, gracias a el

estimulo por FSH. (Fig. 4y 5) (Yen et al, 2001).

o 1 P i i, B R AR |k it e | )

Thecal cells

Mature Figura 3 Componentes de un foliculo maduro. En el
Follicle esquema, se observan diferencialmente las células de
la teca y las células de la granulosa y su cercania unas
con otras, gracias a lo cual se sefiala que existe el
mecanismo de la aromatizacién de andrdégenos
provenientes de las células de la Teca en las células de
la granulosa, el atrio del foliculo; dentro del foliculo se
observa un ovocito antes de eclosionar junto con su

pellucida  nucleo, envuelto por la zona peltcida (Southwest Tenessee

Community College en
Oocyte http://faculty.southwest.tn.edu/rburkett/A&P2_reproductive_syste
m_lab.htm).

Granulosa cells

First polar body 4
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Tabla I. Clasificacién folicular en las bases del plano 6ptico a través del cual se divisa el
nucleolo del ovocitos, de acuerdo a la clasificacion (Jori et al, 2001).

Tipo de Foliculo Caracteristica

Foliculos Primordiales. TIPO 1 El ovocito estd rodeado por una capa de
células planas de granulosa

Foliculos Primarios:TIPO 2 El ovocito estd rodeado por una capa
simple de células de la granulosa
cuboidales

Foliculos Preantrales pequeios TIPO 3 El ovocito es rodeado por dos a cuatro
capas de células cubicas de la granulosa

Foliculos Preantrales grandes TIPO 4 Estdn presentes 5 o mdas capas de células
cubicas de la granulosa.

Foliculos Antrales pequefios TIPO 5 Comienzan a mostrar una formacién
astral entre las células de la granulosa.

Foliculos Antrales grandes TIPO 6 Contienen una gran formacién astral, un
ovocito rodeado por células del cimulo y
una capa bien definida de células de la
Teca.

I1.1.2 Eje Hipotalamo-Hipofisis-Ovario
El ciclo menstrual estd controlado por el eje hipotalamo hipéfisis gonada. A nivel

del hipotdlamo se produce la liberacion pulsatil de la hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH), la cual tiene su blanco en la hipéfisis provocando la liberaciéon
de LH y FSH. A su vez la FSH y la LH tienen su blanco en el ovario, promoviendo la
produccion de estrégenos y progesterona en diferentes fases del ciclo. El ovario regula
por retroalimentaciéon negativa y positiva la liberacion de hormonas hipotaldmicas e
hipofisiarias mediante la liberaciéon ovarica de estrdgenos, progesterona, inhibina B,
inhibina A y activina, las cuales presentan variaciones en las diferentes fases del ciclo
menstrual denominadas fase folicular, ovulatoria y latea. En la Figura 3 se pueden
apreciar los cambios séricos de las concentraciones de LH, FSH, estrégenos y

progesterona. Adicionalmente se presentan los cambios a nivel del ovario y del
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endometrio uterino a lo largo del ciclo menstrual, asi como es posible apreciar la

sincronizacién entre los picos de LH y FSH justo antes de la ovulacion (foliculo antral).

Fasa | [T | Tk hotsad
—= LH
Mrwirbess. e
ginadofopras
= F5H
Hisiok=ga
OAiiCe Foliculo preantral antral cuerpo luteo
lorimario
Progesismna
Fitwibrs ﬂ + Estadicd
i TR TSNS
LS TH =

1 £ 4 5 8 W 1E2 14 16 18 -2 22 24 25 IR

Figura 4 Fases del ciclo menstrual. Representacion de las variaciones en los valores de las hormonas secretadas
por la hipofisis anterior (LH y FSH) y por los ovarios (Progesterona, Estrogeno e Inhibina B que no se
representa). Se ilustran las fases ovaricas y uterinas en un ciclo de 28 dias (Pérez, 2006).

La retroalimentacién negativa en el control de la funcién de la hipéfisis, es uno de
los aspectos claves de la endocrinologia. La Liberaciéon de FSH provoca un control
negativo sobre los estrogenos, los cuales son muy sensibles a la FSH. Mientras que el
efecto de los estrogenos sobre la LH varia dependiendo de la concentracién y tiempo de
exposicién. A concentracién elevada de estradiol, puede haber una retroalimentacién
positiva que ocasiona la liberacién de FSH y LH, sin embargo, la respuesta depende de la

duracion de la estimulacion estrogénica (Edwards y Risquez, 2003)

La secreciéon de FSH y otras gonadotropinas estd controlada por la Inhibina

(hormona protéica), la cual estd presente en el liquido folicular y es secretada por
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células de la granulosa, también secretada al flujo sanguineo ovérico. La inhibina puede
tener efecto supresor sobre la secrecién de FSH, la cual participa en el desarrollo
folicular. En la familia de las inhibinas estan la A, la B, activinas y folistatinas (Edwards y

Risquez, 2003)

I1.2 Reproduccion Asistida: Induccion a la Ovulacion.
Las técnicas de reproduccidn asistida han venido ganando espacio en el campo de

la medicina de la reproduccién. Desde el logro, en 1978, del nacimiento vivo del primer
ser humano por estos métodos, se ha venido investigando intensamente al respecto para
incrementar mayor niumero de ovocitos y luego embriones, para mejorar las tasas de

embarazos y éxito en el laboratorio de reproduccion asistida.

I1.2.1 Definicion

Las técnicas de induccion a la ovulacién buscan lograr aumentar el nimero de
foliculos ovulatorios en un ciclo menstrual, para asi disponer de un mayor nimero de
ovocitos. En estas técnicas se provoca un aumento de la gonadotropina FSH durante la
fase folicular del ciclo menstrual, ya sea por administracién exdgena, o por algin
tratamiento que haga que la hip6fisis de la misma mujer las produzca. Una vez alcanzado
un nimero de foliculos ovulatorios determinados se induce la ovulacion con hCG
(hormona gonadotropina coriénica humana) la cual es una hormona muy parecida a la
LH y se une a los mismos receptores pero con una vida media méas larga. Una horas
después de que se ha administrado la hCG se aspiran los ovocitos de los foliculos, los
cuales seran trasladados al laboratorio de reproduccion asistida para ser fecundados
por fecundacion in vitro (IVF) o por la técnica de inyeccidén intra-citoplasmatica del

ovocito (ICSI) (Edwards y Risquez, 2003).

Las hormonas utilizadas para la inducciéon de la ovulacién han variado a lo largo
del tiempo. Una de las mas utilizadas es la de citrato de clomifeno y gonadotropinas. Se
utiliza generalmente en pacientes con anovulaciéon por disfuncién hipotalamica-
hipofisaria, con niveles de estrégenos mayores a 50 pg/mL. Su uso también se ha

propuesto para tratar la fase litea corta, y en la evaluacién y diagnéstico del eje
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hipotalamo-hipofisis-ovario. La dosis usualmente es de 50-200 mg/dia desde el 5to dia

del ciclo (Edwards y Risquez, 2003).

Otra de las técnicas para lograr la induccién de la ovulacién utiliza agonistas de la
GnRH en combinacién con gonadotropinas. Los agonistas de la GnRH son sustancias que
tienen gran afinidad por los receptores de GnRH en la hipoéfisis. Luego de su
administracién inicial dichos agonistas provocan la liberacién gonadotropinas por la
hipéfisis, y después de una a dos semanas de administracion continua producen la caida
de los niveles de FSH y LH a través de un mecanismo de inhibicién (down-regulation)

(Edwards y Risquez, 2003).

Es importante resaltar que debe cuidarse el uso de las gonadotropinas para no
generar Sindrome de Hiperestimulacion Ovarica (SHO), el cual se define como una
respuesta suprafisiologica del ovario cuyo factor etiolégico principal es la angiotensina
Il que afecta el crecimiento de multiples grandes foliculos con un aumento patolégico de
la permeabilidad capilar que puede ocasionar hidrotérax, hemoconcentraciéon y
trastornos electroliticos; desequilibrio homeostatico que puede poner en peligro la vida
de la paciente. Esta enfermedad ha sido relacionada con el uso de la gonadotropina
menopausica humana (hMG) y a la FSH inclusive en protocolos con dosis bajas; la hCG
también esta involucrada pues provoca luteinizaciéon masiva (Edwards y Risquez, 2003;

Padilla et al., 2006).

Algunos especialistas han decidido usar protocolos largos y ultralargos, los cuales
en lineas generales consisten en la desensibilizacion de la hipéfisis durante periodos de
tiempo mas prolongados (por 8 -21 dias), a fin de inducir a un estado de hipogonadismo

hipogonadotroépico (Edwards y Risquez, 2003).

I1.2.2 Uso de analogos agonistas y antagonistas
La Regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-ovario es un proceso complejo que

involucra retroalimentacion tanto positiva como negativa en la mujer. Las hormonas que
actuan sobre este eje (GnRH, FSH y LH) se encuentran en un equilibrio dinamico con las
hormonas secretadas por los ovarios (esteroideas, como el estradiol y también las

Inhibinas).
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El incremento en las

Hipotalamo . . .
concentraciones de estradiol, a medida

que los foliculos crecen,
PITUITARIA

ANTERIOR progresivamente sensibiliza la hipofisis

a la GnRH (pulsatil) de manera que justo

Estradis] Inhibin

. antes de la ovulacion se libera un pico de
i LH y luego FSH en respuesta a GnRH.
' Esta amplificacion de la accién de la

GnRH debido a la accion del estradiol es

denominada retroalimentacion positiva

el y es lo que promueve la ciclicidad en las

mujeres a diferencia de los hombres en
Estradial

Progeste=rons

Andrastenedions los cuales no ocurre este tipo de
TARGET TISSUES TARGET TISSUES, . sz
SKIN retroalimentaciéon por lo que son

aciclicos (Fig 1) (Sliney et al,, 2005).

Figura 5: Procesos de Retroalimentacién
positiva y negativa en el eje hipotalamo-
hipoéfisis-génada.
Durante la fase folicular del ciclo, el generador de pulso de GnRH opera a la

misma frecuencia que en el estado no modulado (esto es sin influencia de centros

superiores o esteroides ovaricos), lo que genera la liberacién de pulsos de GnRH.

En respuesta a este estimulo, los foliculos se desarrollan y maduran, secretando
niveles cada vez mas altos de estradiol y progesterona que progresivamente aumentan
en la circulacién sanguinea. Cuando las concentraciones plasmaticas de estradiol son de
aproximadamente 250 pg/mL (en 36 horas), durante el desarrollo folicular, el efecto
inhibidor de los esteroides se revierte subitamente, con el posterior incremento
preovulatorio en los niveles de LH y FSH (retroalimentacién positiva). Es decir, el ovario
responde a la elevaciéon de las gonadotropinas aumentando la producciéon de 17(3-
estradiol y progesterona. Esto, a su vez, ocasiona el aumento abrupto de los niveles de
estrégenos en sangre, lo cual se asocia con un menor aumento en la secreciéon de la
progesterona que precede a la ovulacidon, esto contribuye significativamente con la

elevacion de gonadotropinas (Edwards y Risquez, 2003).
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Hasta la actualidad no se saben con certeza los mecanismos celulares de los
gonadotropos, sin embargo, el uso de anadlogos de agonistas de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) ha proporcionado gran informacién. Bajo administraciéon
médica los analogos agonistas de GnRH, incrementan la secreciéon de gonadotropina y
usualmente toma entre 7 y 14 dias hasta alcanzar un estado de supresion de la hipo6fisis
(Fig 5). Los agonistas de GnRH son sustancias que tienen gran afinidad por los
receptores de GnRH en la hipo6fisis y su vida media prolongada los hace mas potentes
que la GnRH nativa. La administracién prolongada (una o dos semanas) de agonistas de
GnRH conlleva a una regulacién negativa de los receptores de GnRH. El receptor unido al
agonista es internalizado via endocitosis mediada por receptor, luego este complejo se
disocia, seguido por una degradacién del ligando y un reciclaje parcial de los receptores,
por lo que la cantidad de receptores disminuye. Cuando los receptores recuperan un
nivel normal o supranormal, la insensibilizacién es mantenida como resultado de
mecanismos de postrecepcion, incluyendo pérdida e impedimento de los canales de
calcio funcionales unidos a receptores de GnRH, asi como también, pérdida de la
habilidad para transferir gonadotropinas desde un pool no liberable a uno liberable)

(Edwards y Risquez, 2003; Shoham, et al., 1999).

Los andlogos antagonistas de GnRH tienen un efecto inhibitorio inmediato en la
secrecion de gonadotropina. Los antagonistas compiten y ocupan receptores de GnRH en
la hipéfisis, bloqueando entonces el acceso de GnRH enddgeno y suprimiendo la
estimulacién el receptor. La supresion llevada a cabo por antagonistas es inmediata y
como no ocurre pérdida del receptor, se requiere un aporte constante de antagonista
para que los receptores sean constantemente ocupados, es necesaria una dosis mayor de
antagonistas que de agonistas para la supresion pituitaria efectiva (Fig 6). La supresion
hipofisaria puede revertirse administrando GnRH nativa y esta reversion resulta ser una
ventaja para su uso, otra de las ventajas es que los antagonistas no inducen la liberacién
inicial de gonadotropinas lo cual es indeseable en la mayoria de los casos que se

requiere uso de andlogos de GnRH (Edwards y Risquez, 2003; Shoham, et al., 1999).

La administracion prolongada tanto de agonistas como de antagonistas de GnRH,
suprime el eje hipofisis-gonada, inhibiendo la secreciéon de LH, FSH y esteroides

sexuales, por lo cual éstos andlogos estan indicados para aquellos padecimientos en los
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que se requiere dicha supresion (pubertad precoz, endometriosis, sindrome de ovarios

poliquisticos, hiperplasia prostatica, cancer y también en anticoncepcion).

Hypothalamus Hypothalamus

GnRH

Pituitary

Pituitary GnRH
Analogue

GnRH Agonist
Analogue
Agonist
Figura 6: Efecto de analogos agonistas de LH
GnRH. A.- Administraciéon de andlogo agonista
de GnRH; B.- Agonistas compiten efectivamente |Exogenous Oestrogen

FSH
por el receptor de GnRH en la pituitaria, asi hay

menos sitio disponible para la GnRH enddgena
desde el hipotalamo (Appleton, 2006)

Owvulation

Developing follicles

Hypothalamus

GnRH GnBRH Antagonist

Pituitary Figura 7: Efecto de analogos antagonistas de
GnRH. La introduccién de antagonistas (en
oposiciéon a las agonistas) bloquea por
completo la  produccion  natural de
Exngennus HOG gonadotropinas desde la hipdfisis (Appleton,

Exogenous
Gonadotrophins orLH 2006).

Oestrogen

_()_\f:.llatiun
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I1.2.3 Protocolo utilizado en este estudio
En este estudio el protocolo utilizado en todas las pacientes es aquel que involucra

la aplicaciéon de andalogos antagonistas, para ocasionar un efecto bloqueador en los
receptores de GnRH (Fig 6),utilizando la hormona estimulante del foliculo en la forma
recombinante (rFSH), forma exdgena y conjugado con gonadotropina menopdausica
humana (hMG). En la seccién de materiales y métodos (Capitulo IV) se describe con

detalle el protocolo de estimulacion.

I1.3 Reserva Folicular
I1.3.1 Definicion

La Reserva Ovdrica es un término utilizado para describir el potencial funcional
del ovario y refleja el nimero y la calidad de los foliculos presentes en el ovario. Se
pueden utilizar diferentes procedimientos que permiten estimar la reserva ovarica y asi
poder aconsejar a las mujeres que necesitan evaluar la pérdida de su potencial
reproductivo debido a diversas condiciones. El principal factor que provoca la pérdida
de la reserva ovarica es la edad, adicionalmente se ha evidenciado que las mujeres de
mayor edad se presentan una reduccién en la de respuesta ovarica a las gonadotropinas,

entre otras.

Se destacan también otros factores que podrian afectar la reserva folicular como
por ejemplo el tratamiento del cancer, en el que el nimero de ovocitos recuperados es
significativamente menor que el que aquellas mujeres que no han recibido
quimioterapia (Macklon y Fauser, 2005). Otro de los factores limitantes son los
desordenes genéticos como translocaciones o mutaciones en el DNA mitocondrial, que
pueden contribuir a que los ovarios fallen antes de lo regular (< 40 afios) y disminuye la
reserva ovarica (NCRS,2006). Por otro lado también se tienen otros factores como lo son
un elevado indice de masa corporal (BMI) y el consumo frecuente de cigarrillos, en el
caso de éste ultimo en particular se ha observado que presenta correlacion con altos
niveles de FSH podria reflejar atresia folicular acelerada y dafio en la calidad folicular

(Kinney et al.,, 2007).
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Muchas de las publicaciones relacionadas con reserva ovdrica se enfocan en la
habilidad del ovario para responder a la estimulacién de gonadotropinas en el contexto
de técnicas de reproduccidon asistida, puesto que se desea conocer la capacidad de
respuesta del ovario durante estos procedimientos y favorecer su éxito (Maheshwari et

al., 2006).

I1.3.2 Respuesta ovarica
La respuesta ovarica puede definirse como la reaccién endocrina y folicular de los

ovarios a un estimulo. Este término se usa en la practica y en investigacion clinica de
forma cualitativa (ejemplo: el logro del crecimiento de un solo foliculo dominante y la
ovulacion en mujeres anovulatorias) y de forma cuantitativa (ejemplo: en desarrollo
multifolicular en mujeres que ovulan sometidas a estimulacion para seguir la
fertilizacién in vitro (FIV). Alcanzar diferentes respuestas, usualmente representa el
resultado deseado de intervenciones farmacolégicas en la induccién del eje hipotadlamo-
hipéfisis-ovario. Sin embargo, esta respuesta diferencial requiere de un monitoreo y un

ajuste personalizado a cada paciente (Fauser et al., 2008).

I1.3.3 Prediccion de la baja respuesta
Seria ideal poder predecir la respuesta ovarica durante un monitoreo de rutina

previo a los procedimientos de reproduccion asistida para asi dirigir a la paciente hacia
el régimen de estimulacion mas adecuado. Los regimenes de estimulacion ovérica se
realizan de acuerdo a la necesidad de cada paciente basados diferentes indicadores
como el patréon de E; de la fase folicular temprana, el volumen ovarico asi como el
contaje basal de foliculos antrales antes de comenzar la Estimulaciéon Ovarica Controlada
(EOC). Otros protocolos han tomado en cuenta cambios en los niveles de Ez luego de la
estimulacién con FSH exdgeno como método para monitorear la respuesta ovarica, entre

otros (Surrey y Schoolcraft, 2000).

Dentro de toda la escasa uniformidad que existe para clasificar a pacientes no
respondedores, las mismas pueden reunirse, en la mayoria de los trabajos de
investigacidn, en dos grupos: las pobres respondedoras jévenes las cuales son pacientes
con aproximadamente 37 afios de edad y con un peso alrededor de los 70 Kg, cuyos
ciclos no fueron completados por presentar menos de 3 foliculos en desarrollo, luego de

nueve dias de dosis diaria de inyecciones de gonadotropina, también incluye aquellas
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pacientes que requirieron una dosis muy alta (mas de 600 IU) de gonadotropina por
ovocito recuperado. Debe considerarse que las pacientes con mas de 38 afios que
presentan baja respuesta, en la mayoria de los casos, es debido a la edad, mientras que
las pacientes con sobrepeso, tienen mayor posibilidad de aumentar su respuesta ovarica

si pierden peso (Gorgy y Taranissi, 2001).

I1.3.4 Formas de evaluar la reserva folicular
Se han descrito varias pruebas y marcadores en la literatura, entre las cuales se

encuentran las llamadas pruebas estaticas y las pruebas dinamicas.
Entre las estaticas estan:

- Morfométricas: Biopsia ovarica, volumen ovarico, conteo de foliculos antrales

(AFC).

- Bioquimicas: se caracterizan por la determinaciéon de ciertas hormonas en
situacion basal, al tercer dia del ciclo menstrual. Las hormonas evaluadas son: la
Hormona Estimulante del Foliculo (FSH), Inhibina B, estradiol (Ez2) y Hormona

Anti- muleriana (AMH).

Y por otro lado se encuentran las Pruebas dindmicas: se caracterizan por la
determinacion de FSH y E; antes y después de someter al eje hipotalamo-hipdfisis-
ovario a un estimulo especifico como la Prueba de reto con Citrato de Clomifeno (CCCT),
Prueba de Estimulacion con agonista de GnRH (GAST), y la Prueba de Reserva Ovarica

con FSH exégena (EFORT) (Alvarez y Nanning, 2004; Maheshwari et al.,2006.).

De las pruebas mencionadas, las que se utilizaron en este trabajo de investigacion
fueron las de AFC, y estimacion de valores séricos el dia 3 del ciclo menstrual de FSH y
estradiol, realizadas habitualmente en los centros de fertilidad. Adicionalmente se
midieron los valores séricos el dia 3 del ciclo de AMH e Inhibina B, las cuales no se

realizan de rutina.
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I1I.

OBJETIVOS

III.1 Objetivo General

Determinar valores séricos de la Hormona Anti-Milleriana e Inhibina B en

mujeres con tratamiento de estimulacién ovarica controlada como potenciales

marcadores de reserva ovarica.

II.2 Objetivos Especificos

Determinar el numero de foliculos antrales en mujeres sometidas a
protocolos de estimulacién ovarica controlada

Medir los niveles séricos de las hormonas: FSH y estradiol en el dia 3 del ciclo
menstrual.

Medir niveles séricos de las hormonas AMH e Inhibina B en el dia 3 del ciclo.
Evaluar la relacion entre las concentraciones séricas de FSH, LH y estradiol,

Inhibina B y AMH con el ntimero de ovocitos recuperado.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1 Poblacion estudiada
Se evaluaron a 33 mujeres entre 25-45 afios de edad, que a acudieron a la

consulta de fertilidad y fueron sometidas a protocolos de estimulaciéon ovarica
controlada, en los centros de IVF (Instituto Venezolano de Fertilidad) en las
ciudades de Valencia y Caracas, Venezuela. Como criterios de inclusién se tuvieron:
presencia de ambos ovarios, sin anomalias morfolégicas; sin enfermedades
presentes o pasadas que afectasen los ovarios o la esteroidogénesis ovarica; con un
indice de masa corporal entre 18-25 kg/m2; con una adecuada visualizacién de
ambos ovarios en el eco y sin cese funcional del ovario (Ver anexo de criterios de

inclusion).

IV.2 Protocolo Estandar de Estimulacion Ovarica
En el dia 2 6 3 del ciclo menstrual se administraron 150 mUI de FSHr

(recombinante) de Puregon® (Organon), se realizé una ecografia basal verificando que
no existia ningdn foliculo mayor a 10 mm. Asimismo se determinaron valores séricos de
LH/FSH y estradiol; Cuando los valores de estradiol posterior a la estimulacion
sobrepasaron los 100 pg/mL se hizo una evaluaciéon ecografica de los ovarios
observando el desarrollo y crecimiento de los foliculos. A partir del 6to o 7mo dia del
ciclo, dependiendo del dia de estimulacién, comenz6 el tratamiento con antagonistas de
GnRH, 0,25 mg de Ganirelix (de Orgalutran®), repitiendo la dosis de 3 a 4 veces en el
ciclo a juicio del médico de fertilidad (dependiendo de la respuesta en el ovario). La
aplicacién de antagonistas pudo haberse adelantado si la paciente presentaba foliculos
mayores a 14 mm. A partir del primer dia del tratamiento con antagonistas se hizo una
medicion del tamafio de los foliculos diariamente y al observar foliculos de 18 mm en
adelante se administraron 10.000 UI de hCG, deteniendo la administracién de
antagonistas. Luego de 36 horas se procedi6 a la aspiracién folicular. Dependiendo del
ndmero de ovocitos recuperados y su estadio de madurez se decidi6 si se recurria a ICSI
o FIV. Pasadas 24 horas después del procedimiento realizado se escogieron los
embriones que presentaban 2 pronucleos, 48 horas después deberian tener 4 células. Al

tercer dia de la fecundacion (72 horas después) presentaron 8 células y en este estadio
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se transfirieron a la madre tomando en cuenta caracteristicas de las blastémeras y el
grado de fragmentacion. En dos casos se transfirieron embriones de 6 6 7 células, y en

otros dos, se transfirieron de 9 6 10 células.

IV.3 Determinacion de Foliculos Antrales:
Antes de iniciar el ciclo de estimulacién se realizé una evaluacién ecografica

intravaginal de los ovarios. Se verifico que estaban en buena condicién basal de reposo
(sin anomalias de tamafio, irrigacidn, textura, entre otros). Alrededor del dia 4 posterior
al suministro de FSH recombinante se volvio a realizar un eco intravaginal verificando el
crecimiento de los foliculos. Las mediciones se llevaron a cabo diariamente, por el
médico a cargo, desde el comienzo del ciclo hasta que se encontraron foliculos mayores

a 18 mm.

IV.4 Ensayos Séricos:
Para los ensayos séricos se tomd una muestra de sangre en el dia 3 del ciclo

menstrual a las 33 pacientes, incluyendo a dos ovodonantes ya que ellas también fueron
sometidas a EOC. El suero obtenido se almacen6é a -20°C, luego de haber sido

centrifugado, hasta el momento de la evaluacién con las diferentes pruebas hormonales.

Para la determinacién de los valores séricos de FSH, LH y estradiol, se utilizé un
sistema de inmunoensayos IMMULITE 1000® (EURO/DPC Diagnostic Products
Corporation, United Kingdom) siguiendo el protocolo predeterminado para cada
hormona de dicha casa comercial para este equipo. El principio de analisis de IMMULITE
1000 para FSH, LH y estradiol se basa en un ensayo inmunométrico quimioluminiscente

en fase soélida.

EL ENSAYO DE FSH

*» Esun ensayo inmunométrico con dos sitios de union, quimioluminiscente en fase
solida (FSH IMMULITE 1000®, EURO/DPC Diagnostic Products Corporation,
United Kingdom).

» El volumen requerido para la prueba fue de 50 pL de suero de la paciente. Se
realizé un ciclo de incubacién por 30 minutos, teniendo como control una

muestra con nivel alto y otra con nivel bajo de FSH, con una sensibilidad de 0,1
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mUI/mL. Los valores de FSH se compararon con los estandares (mediana en
mUI/mL): en fase folicular: 6,2; fase folicular dia 2 a 3 del ciclo menstrual: 6,6;

ciclo medio: 13,6; fase latea: 3,4 mUI/mL.

b. LA DETERMINACION DE LH
* Esun ensayo inmunométrico con dos sitios de union, quimioluminiscente en fase
s6lida (LH IMMULITE 1000®, EURO/DPC Diagnostic Products Corporation,
United Kingdom).

» El volumen requerido para la prueba fue de 50 pL de suero de la paciente. Se
realizé un ciclo de incubacién por 30 minutos, teniendo como control una
muestra con nivel alto y otra con nivel bajo de LH, con una sensibilidad de 0,1
mUI/mL. Los valores de LH se compararon con los estandares (mediana en

mUI/mL): en fase folicular: 4,6 y fase latea: 4,3 mUI/mL.

c. ELENSAYO DE ESTRADIOL
» Es un ensayo competitivo y la fase sélida se encuentra recubierta con un
anticuerpo policlonal de conejo anti-estradiol. El reactivo contiene fosfatasa
alcalina (de intestino de ternera) conjugada con estradiol. El estradiol conjugado
con la enzima compite con el estradiol presente en la muestra del paciente por un
ndmero limitado de unién a anticuerpos situados en la fase sélida. El exceso de
muestra y reactivo se eliminé por lavado y centrifugaciéon. Finalmente, se afiadi6
el sustrato quimioluminiscente a la fase solida y se generé la sefial en proporcién
a la cantidad de enzima unida. Se realizé un ciclo de 1 hora, con un volumen
minimo de 25 pL de suero, teniendo como control dos muestras una con valores
bajos y otra con valores altos de estradiol; la sensibilidad del ensayo es de 15
pg/mL. Los valores estandares (mediana en pg/mL): fase folicular: 42; fase

folicular dias 2 a 3 del ciclo: 31; preovulatorio (+/- 3 dias): 133; fase lutea: 93

pg/mL.

d. LA DETERMINACION DE AMH
= Tanto los niveles de AMH como los de Inhibina B se determinaron mediante
ensayos ELISA, siguiendo los siguientes protocolos (se siguieron al pie de la letra

las instrucciones de la casa comercial):
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La determinacion de AMH se realiz6 mediante el kit de diagnéstico Active
MIS/AMH ELISA DSL 10-14400 de la casa comercial System Laboratories (Weber, Texas,
EEUU), éste es un inmunoensayo de dos sitios, en el cual se incubaron Estandares (de
concentraciones 0; 0,05; 0,10; 0,25; 1,8; 7,5 y 15 ng/mL), controles (de concentraciones
alta y baja, niveles I y Il de acuerdo con la casa comercial) y las muestras de suero de las
pacientes. Se midieron 20 pL de Estandares, controles y de muestras de suero de las
pacientes y se depositaron en los pozos marcados previamente. Se afiadieron 100 pL del
buffer de ensayo MIS/AMH a cada pozo. Se incubé a 25 °C, en movimiento (500-700
rpm) por una hora. Posteriormente se lavo cada pozo 5 veces por 30 segundos con la
solucién de lavado del kit, removiendo completamente el liquido de los pozos.
Posteriormente se agregan 100 pL del anticuerpo conjugado con biotina. Se incubaron
de nuevo los pozos en movimiento (500-700 rpm) a 25°C por una hora, luego se
aspiraron los pozos y se lavaron 5 veces con la solucion de lavado y se sec6 la placa
invirtiéndola en papel absorbente. Luego se afiadieron 100 pL de conjugado de enzima
con Estreptavidina a cada pozo, se incubaron por 30 minutos y luego lavaron y secaron
de la misma manera que los pasos anteriores. Posteriormente se afiadieron 100 pL de
solucién cromoégeno Tetrametilbenzidine (TMB). Se incubaron los pozos en movimiento
(500-700) 10-15 minutos a 25 °C, evitando el contacto directo con luz del sol. Se
afiadieron 100 pL de solucion de parado en cada pozo. Luego de esto, en los siguientes
30 minutos, se leyo6 la absorbancia en los pozos a 450 nm. La absorbancia medida fue
directamente proporcional a la concentracion de MIS/AMH presente. Se pudo calcular la
concentracion de las muestras graficando una curva de la absorbancia vs. la
concentracion de MIS/AMH, con los valores estandares, de la cual se pudieron obtener
los valores de concentracion desconocidos. Esta prueba tiene una sensibilidad de 0,017

ng/mlL, con un rango estandar de concentracion de 0,025-15 ng/mL

e. LA DETERMINACION DE INHIBINA B
= Se llev6 a cabo utilizando el kit de diagndstico Active Inhibin B ELISA DSL 10-
84100 de la casa comercial System Laboratories (Weber, Texas, EEUU), el cual, al
igual que el kit de MIS/AMH es un inmunoensayo de dos sitios amplificado con

pozos tipo “sandwich” de dos pasos, en los cuales se incubaron estandares (de
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concentraciones aproximadas de 0,0; 10; 30; 100; 250; 500 y 1000 pg/mL)
controles (de concentraciones alta y baja, niveles I y II de acuerdo con la casa
comercial) y las muestras de suero de las pacientes, se midieron 50 pL de
estandares, controles y de las muestras de suero de las pacientes, se adicionan a
cada pozo, posteriormente 25 pl. de tampon A, asi como también 25 pL de
tampoén B. Luego se incubaron los pozos a 25 °C agitando entre 300 y 400 rpm
durante 14-18 horas. Una vez incubado se aspiraron y se lavaron los pozos 3
veces con agua desionizada, dejando secar sobre papel absorbente. Una vez
lavadas y secadas las placas, se agregaron 50 pL de anticuerpo anti Inhibina B
conjugado a Biotina en cada pozo, luego se incubaron las placas en agitacién
(500-700 rpm) por una hora y media a 25°C. Después de la incubacidn se lavé la
placa 6 veces con solucion de lavado, secando posteriormente invertido sobre
papel absorbente. Posteriormente se agregarén 50 pL de conjugado enzimatico
de Estreptavidina en cada pozo, incubando luego en agitacién (500-700 rpm) por
20 minutos a temperatura ambiente (25°C). Luego de la incubacidn se lavaron los
pozos 6 veces con la solucion de lavado, y en el Ultimo ciclo de lavado, se dejarén
los pozos incubadas con solucién de lavado por 15 minutos antes de aspirar. Una
vez pasado el tiempo se aspird y se lavaron 6 veces nuevamente y se dejo secar
esta vez. Seguido de esto, se agregaron 100 pL de solucién cromégena TMB en
cada pozo. Se incubé la placa en agitacion (500-700 rpm) por 15-30 minutos a
temperatura ambiente. Evitando la exposicion a la luz solar. Luego se agregd
soluciéon de parada en cada pozo y se leyd la absorbancia dentro de los 30
minutos siguientes, a una longitud de onda a 450 y 620 nm. Esta prueba tiene una

sensibilidad de 7 pg/mL, con un rango estandar de concentracién de 10-1000

pg/mL.

f.  ANALISIS ESTADISTICOS.

Se calcularon promedios y desviaciones estandar de los datos cuantitativos asi
como los porcentajes de datos cualitativos con respecto al total de pacientes en cada
parametro. Se hicieron correlaciones de Spearman y se hizo el estudio de pruebas t-
student y Chi2 mediante el paquete estadistico STATISTICA ‘99 edition de StatSoft, Inc
(Tulsa, OK, USA. 1984-1999).
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V.  RESULTADOS:

La edad media (* desviacion. estandar) de las 33 pacientes tomadas en cuenta
para el estudio fue de 33,45 * 5,32 afios y la duraciéon de la infertilidad fue
aproximadamente de 6,98 * 5,32 afos, resultando ser primaria en un 87,9 % de las
pacientes y secundaria en un 12,1 % de los casos. El indice de masa corporal medio fue
de 24,50 + 1,79 y el 87,9 % de las pacientes cursaban su primer ciclo de tratamiento de
infertilidad. El 42,4 % de las pacientes presentaron defectos tubaricos como factor de
infertilidad, mientras que en un 48,5 % de sus parejas presentaban problemas de
infertilidad (factor masculino), en combinacién con factores como trastornos uterinos y

afeccidn cervical (Tabla II).

Tabla II. Datos generales de la poblacién de pacientes estudiadas.

Promedio Desviacion
(N=33) Estandar

Edad (afios) 33,45 5,32
Tiempo de infertilidad (afios) 6,98 5,08
Tipo de infertilidad (%)
Primaria (n=27) 87,9
Secundaria (n=4) 12,1
Factor de infertilidad (%)?
Dafio tubarico 42,4
Factor masculino 15,5

Mixto 21,2
Pacientes en el primer ciclo
de reproduccion asistida (%) 87,9

IMC (kg/m2)P 24,5 1,79

aAlgunas pacientes presentaron combinacién de varios factores entre: dafio tubarico, trastornos
uterinos, afeccién cervical, factor masculino. P IMC, indice de masa corporal.

El nivel medio basal de FSH, de las 33 pacientes, resulté ser de 9,70 + 5,32
mUI/mL, el valor medio de LH fue 4,90 * 2,73 mUI/mL, el de estradiol medio fue 28,64 +
12,30 mUI/mL. Por otro lado, los valores de AMH e Inhibina B fueron 3,80 + 2,78
(ng/mL) y 105,13 £ 71,31 (pg/mL) respectivamente (Tabla III).



22

Capitulo V: Resultados.

Tabla III. Valores promedios de las hormonas medidas en todas las pacientes, en el dia 3
del ciclo menstrual (N=33)

Promedio Desviacion
(n=33) Estandar

Edad (aios). 33,5 5,32
FSH (mIU/mL) 9,70 5,38
LH (mIU/mL) 4,90 2,73
Estradiol (mIU/mL) 28,64 12,30
AMH (ng/mL) 3,80 2,78
Inhibina B (pg/mL) 105,13 71,31

De los parametros morfométricos del ovario medidos el dia 3 del ciclo, se obtuvo
que la media (+ Desv. Estandar) del volumen ovarico (promedio de ambos ovarios)
resulté de 4,54 * 2,48 mL, mientras que la cantidad promedio de foliculos antrales
determinada fue de 5,61 * 3,26 (Tabla IV). Por otro lado, una vez realizada la
estimulacién se obtuvieron los siguientes resultados: En las 33 pacientes la media de
ovocitos recuperados resulté ser 12,09 = 5,33, luego de esto se transfirieron en
promedio 2,61 + 0,50 embriones, presentando una tasa de fecundacién media de 83,61 +
8,81 %. Por ultimo, el resultado de la prueba de HCG result6 positivo en el 63,6 % de los

casos (Tabla V).

Tabla IV. Datos morfométricos del ovario en general de todas las pacientes evaluadas

Promedio Desviacion
(n=33) Estandar

Volumen ovarico (mL) (dia 3) 4,54 2,48
Conteo de foliculos antrales (dia 3) 5,61 3,26
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Tabla V. Numero de ovocitos obtenidos, embriones transferidos, tasa de fecundacién y
resultado de la prueba de HCG

Promedio Desviacion

(n=33) Estandar
Ovocitos recuperados 12,09 5,33
Embriones transferidos 2,61 0,50
Tasa de fecundacion (%)
Pacientes sometidas a ICSI(n=14) 83,57 8,86
Pacientes sometidas a FIV(n=19) 83,63 9,00
Resultado de HCG (% positivos) 63,6

Al evaluar la correlacién que existe entre la hormona Anti Miilleriana con factores
como el valor de la hormona Foliculo Estimulante y la edad, se observé una correlacion
negativa, es decir, a medida que la edad de la paciente es mayor y los valores de FSH
ascienden, el valor de la AMH tiende a disminuir tal como se puede apreciar en las
graficas 8A y 8C (Fig 8). Lo contrario ocurre entre AMH y el ndmero de foliculos antrales,
el volumen ovéarico medio y el nimero de ovocitos recuperados, en cuyas graficas (8B,
8D, 8E, respectivamente) donde se observa una agregaciéon de puntos en sentido
creciente, lo que implica que la correlacién que estos factores tienen con la AMH es
positiva, y a medida que aumentan sus valores, también lo hacen los valores la AMH. Se

seflalan los p-valores de cada correlacion (Fig. 8).

Con respecto a la FSH, se encontré que presentd correlacién con los valores de
LH, el namero de foliculos antrales (AFC) y el volumen ovarico medio. Con el primer
factor presenta una correlacién positiva (Fig. 9A), mientras que con el nimero de AFC y
el volumen ovérico presentd una correlaciéon negativa, es decir a media que se obtuvo un
ndmero mayor de foliculos y un volumen mayor en el ovario, el valor de FSH tendia a
disminuir (Fig. 9 By C). Los p-valores se muestran sobre las graficas corroborando asi la

correlacion estadisticamente significativa.

Los coeficientes de correlaciones se encuentran en la Tabla VI, el signo indica si
es una correlacidén directa (positivo) o indirecta (negativo), conjuntamente se presentan
los p-valores, de las correlaciones entre los parametros evaluados que resultaron ser

estadisticamente significativos.
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Figura 9. Representacion gréfica de las correlaciones entre los niveles séricos de AMH (ng/mL) y FSH

Figura 8. Representacion grafica de las correlaciones entre los niveles séricos de AMH (ng/mL) y FSH
(mUl/mL), No. de foliculos antrales, edad (afios), volumen ovarico medio (mL) y nimero de ovocitos
recuperados, con sus respectivos p-valores.
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(mUI/mL), No. De foliculos antrales, y volumen ovarico medio (mL).
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Al hacer las correlaciones de Spearman se encontré que existe una relacion
positiva entre el numero de foliculos antrales y el nimero de ovocitos recuperados,
hubo un dato atipico que sale de la correlacién, de una paciente cuya respuesta fue
exagerada, de 33 ovocitos recuperados, sin embargo, en lineas generales se observa que
a medida que presentaron mas foliculos antrales, asimismo se colectaron mas ovocitos

(Fig 10).
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Figura 11. Representacion grafica de la correlacion entre el nimero de foliculos antrales (AFC) y el
numero de ovocitos recuperados.

Cuando se evaluaron los niveles de las hormonas Inhibina B y estradiol, se
encontr6 que ninguna de estas presentaba correlaciéon con los otros pardmetros
evaluados (edad, volumen ovarico, foliculos antrales, las demas hormonas medidas y
ndmero de ovocitos colectados). Sin embargo, se observd que entre ellas (Inhibina B y
estradiol) si ocurri6 una correlacién positiva, con incremento reciproco de los valores de

ambas hormonas (Fig. 11).
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Figura 12. Representacion grafica de la correlaciones entre los valores séricos de estradiol (mUI/mL) e
Inhibina B (pg/mL).
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En la Tabla VI se presentan los valores de los coeficientes de correlacion de los
parametros expuestos, cuyas correlaciones resultaron estadisticamente significativas,
notando que cuatro de ellas tienen correlacion negativa, por ejemplo en los casos de
AMH vs edad y FSH, asi como también FSH vs volumen ovarico y también LH. Los
parametros que presentaron mayor correlaciéon fueron la AMH con los AFC (foliculos
antrales), seguidos por FSH vs AFC y luego por AMH con volumen medio de los ovarios,
mientras que el menor valor de correlacién estuvo entre el valor de AMH y el nimero de
ovocitos recuperados, asimismo el p-valor resulté el menos significativo

estadisticamente, entre los pardmetros expuestos en la tabla.

Tabla VI. Tabla resumen de los coeficientes de correlacion entre los parametro

evaluados

R2 P
AMH vs Edad -0,455 0,0077
AMH vs FSH -0,458 0,0073
AMH vs AFCP 0,638 0,0001
AMH vs vol. Ovarico medio 0,569 0,0005
AMH vs ovocitos recuperados 0,337 0,05
FSH vs LH 0,5003 0,003
FSH vs vol. Ovarico medio -0,3828 0,0279
FSH vs AFC -0,5889 0,0003
No. Ovocitos vs AFC 0,4121 0,0172
Inhibina B vs E; 0,5134 0,0022

3E] signo negativo o positivo indica correlacién negativa o positiva respectivamente. PAFC=conteo de
foliculos antrales

Por otro lado, se compararon los valores medios de Inhibina B (+ desviaci6n
estandar) de aquellas pacientes de las cuales se recuperaron entre 5 y 9 ovocitos (fueron
llamadas grupo 1: G1, n=11) y aquellas de las cuales se extrajeron entre 10 y 33 ovocitos
(fueron llamadas grupo 2: G2, n=22). Esta comparaciéon mostr6 que el valor medio de
Inhibina B en las mujeres del primer grupo fue de 79,00 + 40,19 pg/mL, el cual es menor

que el valor de Inhibina B del grupo 2, 118,20 + 80,46 pg/mL. (no significativo) (Fig. 12)
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Cabe destacar la alta desviacién estandar que presenté el grupo 2, en
comparacién con el 1, evitando que la diferencia entre ambos grupos sea

estadisticamente significativa, como lo demuestra el p-valor < 0,179.
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Figura 13. Valores promedio (+ Desviacion Estandar) de Inhibina B en cada grupo de pacientes, aquellas
de las cuales se recuperaron < 10 ovocitos (entre 5y 9, grupo 1:G1. n=11) y aquellas que se les extrajeron
10 o0 mas ovocitos (entre 10 y 33, grupo 2: G2, n=22). P-valor < 0,179.

La separacion en dos grupos de pacientes tomando como corte el nimero de 10
ovocitos se realizé de acuerdo a trabajos anteriores en los que se indicé que cuando
serecuperan alrededor de 10 ovocitos la paciente es considerada como buena
respondedora al tratamiento de estimulacién (Ficicioglu et al,2006 y Elgindy et al,

2007).

En la Fig 13 se observa la misma separacién en grupo 1 y 2 pero esta vez
representando los valores medios de AMH, que en el primer grupo dieron un valor
medio de 3,08 + 2,01 ng/mL, mientras que en el grupo 2 el valor medio fue de 4,16 *

3,08 ng/mL. (no significativo).

Al igual que con los valores de Inhibina B, el grupo 2 present6é una desviacion
estdndar alta, mayor en magnitud a la del grupo 1, lo que provoco que no se observaran

diferencias estadisticamente significativas (p-valor < 0,301).
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Figura 14 Valores séricos promedio (* Desviaciéon estdndar) de AMH en cada grupo de pacientes,
aquellas en las cuales se recuperaron < 10 ovocitos (entre 5y 9, grupo 1:G1, n=11) y aquellas que se les
extrajeron 10 o mas ovocitos (entre 10 y 33, grupo 2: G2, n=22)) P-valor < 0,301.

Se observo que las mujeres pertenecientes al grupo donde se obtuvo menor
cantidad de ovocitos fueron en promedio, ligeramente de mayor edad que aquellas a las
que se le recuperaron mas ovocitos. En cuanto a los valores del indice de masa corporal
resultaron similares entre ambos grupos. Por otro lado, el nivel de FSH result6é
ligeramente mdas bajo en el segundo grupo, asimismo fue menor la cantidad de
embriones transferidos en este grupo. En cuanto a los foliculos antrales y los valores
tanto de Inhibina B como de AMH fueron mayores en el segundo en relacion con el
primer grupo. Se observé un porcentaje mas alto de pacientes con hCG positivo
(embarazo bioquimico) en el primer grupo, asi como mayor porcentaje de embriones de

buena calidad (Tabla VII).
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Tabla VII. Valores séricos de Hormonas y aspectos morfométricos del ovario por cada
grupo de pacientes de acuerdo a los ovocitos recuperados

5 - 9 ovocitos (n=11) 10 - 33 ovocitos (n=22) p-valor
Edad 3591 + 5,38 32,23 + 496 NS
IMC (kg/m2) 24,18 + 2,27 2441 + 1,14 NS
Tiempo de infertilidad
(aiios) 6,32 + 4,88 732 + 526 NS
FSH dia 3 (mUI/mL) 11,44 + 4,90 884 + 550 NS
LH dia 3 (mUI/mL) 539 + 261 466 + 282 NS
Estradiol dia 3
(mUI/mL) 26,76 + 8,76 29,58 + 13,84 NS
Volimen ovarico
(promedio de ambos)
(mL) 3,74 + 1,66 494 =+ 2,73 0,036
Foliculos antrales 482 + 244 6,00 =+ 3,59 NS
AMH dia 3 (ng/mL) 3,08 + 2,01 416 =+ 3,08 NS
Inhibina B (pg(mL) NS
(n=9y n=18) 79,00 + 40,19 118,20 + 80,46
Embriones NS
transferidos 3,74 + 1,66 259 + 0,50
Calidad embrionaria
grado 1 (%) 81,2% 59, 09 %
Resultado HCG
positivo 72,72 % 59,09 %

NS: no significativo
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VI. DiscusIiON

El estudio de diversos factores involucrados en el funcionamiento ovarico como
el tamafo del mismo, la cantidad de foliculos reclutados en la fase preovulatoria, el
namero de ovocitos obtenidos luego de un tratamiento de estimulacién hormonal, asf
como también los niveles de las hormonas involucradas en el ciclo menstrual y ovarico
en general, resultan de gran importancia cuando se trata de evaluar el estado en el que
se encuentra la reserva ovocitaria en aquellas mujeres que acuden a la consulta de
fertilidad y que son sometidas a tratamientos de reproduccién asistida, en los cuales se
estimula al ovario (de diferentes formas) para la producciéon de un niimero mayor de
foliculos para la consecuente obtencion de mas ovocitos de los que se obtendrian en un
ciclo menstrual natural, resultando asi en un aumento de las probabilidades de concebir
y lograr un nacimiento vivo. Debido a esto, es de gran importancia conocer ciertos
indicadores de esa capacidad ovarica reproductiva en cada mujer, esos indicadores
deben ser de facil y rapida determinacion Por este hecho, el objetivo principal de este
estudio fue la evaluacién de los valores séricos primordialmente de dos hormonas que
han sido reportadas en la bibliografia como potenciales indicadores de la reserva
folicular ovarica, la Inhibina B y la hormona Anti Miilleriana (AMH), asimismo evaluar su
correlacién tanto con otras hormonas implicadas en el ciclo menstrual, como su
correlacién con factores morfométricos y fisicos del ovario como el conteo de foliculos
antrales (AFC), dimensiones del ovario y con la cantidad de ovocitos obtenidos en cada

ciclo de estimulacion ovarica.

En el presente estudio se manejaron dos conceptos principales que fueron el foco
director de la investigacion, el primero de ellos, la Reserva Ovarica (o reserva folicular)
la cual se utiliza para describir el potencial funcional del ovario y representa el pool total
de foliculos con que cuenta el ovario en un momento determinado de la vida
reproductiva y el cual se puede reflejar en el nimero y la calidad de los foliculos en
crecimiento los cuales coordinaran la actividad hormonal dentro del ovario en un ciclo

menstrual.

El segundo término de importancia es la respuesta ovarica, el cual se refiere a la

reacciéon endocrina y folicular de los ovarios a un estimulo bioquimico determinado. Este
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término permite al clinico evaluar la dosis de hormonas a suministrar a la paciente para
la induccién del eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario durante los ciclos de reproduccion

asistida..

Las pacientes incluidas en el estudio (n=33), eran mujeres con un promedio (*
desviacion estandar) de 33,5 + 5,32 afios. No presentaron desordenes de peso o talla.
Llegaban a los centros de fertilidad principalmente con problemas tubdaricos y también
de origen masculino o mixto, que presentaban en general mas de 6 afios de infertilidad,
lo cual las motivé a buscar ayuda profesional y en su mayoria estaban en el primer ciclo

de estimulacién de reproduccién asistida.

A todas estas pacientes se les extrajo una muestra de sangre en el dia 3 del ciclo
para posteriormente medir el nivel de las diferentes hormonas que evaluamos en este
estudio. Se seleccion6 esa fecha ya que es en la fase folicular temprana cuando se
seleccionan los foliculos para la posterior ovulacion, por lo que se refleja el estado de
dicha reserva folicular. Asi mismo se realiz6 la medicion del volumen ovérico y el conteo

de los foliculos antrales.

Una vez llevada a cabo la estimulacién, se tomé nota de la cantidad de ovocitos
recuperados, la tasa de fecundacion, luego el nimero de embriones transferidos, el

estadio de transferencia (no se muestra la data).

El nimero de pacientes en cada ensayo fue variable ya que en algunos casos los

valores hormonales fueron no detectables por el kit utilizado.

Se encontrd entonces que hubo correlacion entre varios de los aspectos que se
evaluaron, por ejemplo la AMH presentd correlacién negativa con la edad y la FSH, lo
cual era de esperarse puesto que a medida que aumenta la edad cronolégica también lo
hace la edad del organismo y la mujer que cuenta con un nimero finito de foliculos
mientras mas edad tenga, menos foliculos remanentes tendra y la AMH tendera a
disminuir pues esta es producida por las células de la granulosa del total de los foliculos
presentes en el ovario y al haber menos cantidad de foliculos consecuentemente el nivel
de AMH es menor. En relaciéon con el aumento de la FSH, indica que al haber menor

numero de foliculos en el ovario se requiere de una sefial hipofisiaria mayor de FSH para



33

Capitulo VI: Discusién

lograr el reclutamiento de foliculos para alcanzar la ovulacién, asi se observa un
aumento en la frecuencia pulsatil de GnRH estimulando asi la liberacién de FSH y el
aumento de sus niveles para el reclutamiento de la siguiente cohorte de foliculos, por lo
cual es considerado por muchos autores como indice de reserva ovarica (Wolff y Taylor,

2004).

Por otro lado, la AMH present6 correlaciéon positiva con el nimero foliculos
antrales del dia 3 del ciclo menstrual, lo cual resulta consistente con los resultados
anteriores, puesto que la AMH se expresa en gran cantidad en los foliculos en diferentes
estadios desde primarios hasta foliculos antrales tempranos, mientras que en los
estadios de foliculos antrales tardios y preovulatorios disminuye la expresion de AMH.
Se ha observado que los niveles circulantes de AMH, los cuales representan la liberacion
colectiva del pool de foliculos pequefios en el ovario, en efecto se correlacionan
fuertemente con el nimero de foliculos antrales, es decir aquellos que una vez
reclutados siguen madurando, por lo cual se ha sugerido que los niveles de AMH reflejan
tanto la calidad como la cantidad del pool ovarico (Yding et al, 2008). Aunque se
desconoce el rol preciso de la AMH en la foliculogénesis, la hip6tesis actual sefiala que la
AMH disminuye la sensibilidad de las células de la granulosa a la estimulacién por FSH,
limitando asi el nimero de foliculos que se desarrollan en el periodo preovulatorio
(Yding et al, 2008). En nuestros resultados se observé que la FSH se correlacion6 de
manera negativa con los foliculos antrales, es decir a mayor concentracion de FSH,

menor numero de foliculos antrales en el dia 3 del ciclo y viceversa.

Por otra parte, la FSH present6 correlaciéon negativa con la AMH, lo cual podria
resultar légico si se toman en cuenta los estudios en los que se observa una

desensibilizacion a la FSH cuando existen altos niveles de AMH (Durlinger et al., 2001).

Como ya se ha indicado, la bibliografia sefiala que la AMH refleja la calidad y
cantidad del pool de foliculos preantrales, lo que puede explicar los explicar los
resultados de nuestro estudio donde la AMH present6 una correlacién positiva con el
volumen ovarico y el nimero de ovocitos recuperados, puesto que al presentar un
mayor numero de foliculos preantrales, la capacidad del ovario aumenta, haciendo lo

mismo con sus dimensiones, y al obtener asi mas foliculos antrales maduros se aumenta
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la probabilidad de que al momento de la ovulacién, se recuperen mas ovocitos.
Asimismo resulta légica la correlacién positiva entre el nimero de ovocitos recuperados

y el namero de foliculos antrales (Yding et al., 2008).

La FSH por su parte presento correlacion positiva con los niveles de LH, lo cual es
un resultado esperado, ya que al crecer los foliculos estos favorecen el aumento de las
concentraciones de estradiol en el ovario lo cual sensibiliza a la hipéfisis a la GnRH,

generando asi la liberaciéon de FSH y LH (Sliney et al,, 2005)

Otra correlacién positiva que se obtuvo fue la de la Inhibina B con los niveles de
estradiol. La Inhibina B es una molécula glicoprotéica que consta de dos subunidades,
una a y una B (PB), esta tltima la diferencia de la Inhibina A (que es BA) la cual se
expresa en mayor proporcion en la fase ldtea, mientras que la Inhibina B se expresa en
mayor proporcién en la fase folicular. La Inhibina B en el dia 3 del ciclo menstrual, es
indicativo de la cohorte de foliculos reclutados, por lo tanto puede dar indicios del
ndmero de foliculos en linea base para ese ciclo (Pefiarrubia et al, 2000).Varios
estudios se han basado en el valor de Inhibina B como potencial marcador de reserva
ovarica pues la misma es producida por las células de la granulosa en los foliculos
antrales, mientras que la FSH es un indicador indirecto de origen hipofisiario. En el
estudio realizado por Mikkelsen et al, (2001), no se hallé correlacién entre Inhibina B y
el nimero de ovocitos recuperados, al igual que en nuestro estudio. Adicionalmente en
dicho estudio, la Inhibina B no resulté ser mejor que la edad y el nimero de ovocitos
recuperados en cuanto a la predicciéon de los resultados de los tratamientos de
reproduccidn asistida, lo mismo se observo con nuestro estudio, en el que la Inhibina B
s6lo presentd correlacién con los niveles de estradiol y viceversa, lo cual podria
explicarse por el hecho de que la Inhibina B estd implicada estrechamente en los
cambios funcionales de los foliculos durante el ciclo menstrual y con el envejecimiento
del ovario (Gnoth et al., 2008) la Inhibina B y el estradiol son producidos por los
foliculos en crecimiento dentro del ovario, sin embargo, en este estudio, el estradiol no

tuvo correlacion con la FSH.

Diversos estudios que seflalan que el estradiol parece ser un factor critico en la

regulacion de la fase luteo-folicular de la FSH. Se piensa que la caida en los niveles de
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estradiol, asociada con la lutedlisis inicia el aumento interciclo de la FSH. La produccién
aumentada de estradiol o su administraciéon exégena durante la fase folicular temprana
podria causar un decaimiento en las concentraciones de FSH por efectos de
retroalimentacion negativa sobre la hip6fisis y un mal desarrollo folicular (Mikkelsen et
al, 2001).

Existen opiniones encontradas en cuanto a la utilidad del estradiol como indicador
de la respuesta ovarica, algunos indican que este se relaciona con la edad de los foliculos
y su buen funcionamiento, sin embargo otros no concuerdan con esta afirmacion. Para
evaluar la utilidad del estradiol como indicador de reserva folicular Phophong et
al,(2000) realizaron un estudio con 302 mujeres con ciclos menstruales regulares y no
pudieron confirmar al estradiol como un predictor preciso de la respuesta ovarica,sin
embargo sugirieron que haciendo una individualizacién de los casos, el estradiol podria
tener un rol crucial principalmente en mujeres de edad mas avanzada (Phophong et al,
2000). Hasta los momentos no se ha certificado al estradiol como marcador de reserva
folicular ni indicador de respuesta ovarica.

En la segunda parte de esta investigaciéon se separaron las pacientes en dos
grupos, en base a los ovocitos recuperados: menos de 9 y mas de 10, basados en los
resultados presentados por Figicioglu et al,(2006) y Elgindy et al., (2007) quienes
sefialaron que las pacientes de las cuales se recuperaron alrededor de 10 ovocitos

podian ser consideradas buenas respondedoras en los ciclos de reproduccion asistida.

Al realizar esta separacién, se obtuvieron valores diferentes de todas las
hormonas evaluadas FSH, LH, estradiol, Inhibina B y AMH entre ambos grupos, asi como
también hubo diferencias en el tiempo de infertilidad, volumen ovarico, cantidad de
embriones transferido, calidad embrionaria y resultado de la prueba de hCG. No
obstante estas diferencias no fueron estadisticamente significativas con excepcién del
volumen ovarico que fue superior en el grupo donde se recuperaron mas de 10 ovocitos.
Probablemente no hubo diferencia debido a las altas desviaciones estandar en cada
grupo y debido al hecho de que el nimero de pacientes en cada grupo no fue muy

grande.

Llama la atencion los resultados obtenidos en cuanto a la calidad embrionaria y la

prueba de hCG positiva, donde se observo que tanto la calidad embrionaria como el
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resultado positivo de la prueba de HCG resultaron mayores en las pacientes en las cuales
se recupero menor cantidad de ovocitos, lo que podria explicarse por el hecho de que el
organismo naturalmente tiende a sacrificar cantidad por calidad, es decir, a pesar de que
en estas mujeres se recuperaron menos ovocitos que en el otro grupo, dichos ovocitos
presentaban mejor calidad, en promedio, que aquellos recuperados del otro grupo de

pacientes con mayor respuesta ovarica.

Asimismo, la bibliografia sefiala como pobres respondedoras a aquellas pacientes de las
cuales s6lo se recuperaron < 2 ovocitos (Nelson et al., 2007), y en nuestro estudio todas
las pacientes rindieron minimo 5 ovocitos, por lo tanto todas entran dentro del rango de
respondedoras normales, teniendo dos pacientes con respuestas exageradas, una igual a
21 ovocitos y la otra de 33 (no se muestra la data), las cuales se consideran

hiperestimuladas de acuerdo a la misma clasificacidn.

Dentro de toda la escasa uniformidad de criterios que existe para clasificar a
pacientes en base a la respuesta ovarica Gorgy y Taranissi, (2001) sefialaron que las
mismas pueden reunirse, en la mayoria de los trabajos de investigacién, en dos grupos:
las pobres respondedoras jovenes las cuales son pacientes con aproximadamente 37
afios de edad y con un peso alrededor de los 70 Kg, cuyos ciclos no fueron completados
por presentar 5 o menos foliculos en desarrollo, luego de nueve dias de dosis diaria de
inyecciones de gonadotropina. También se incluye en este grupo a aquellas pacientes
que requirieron una dosis muy alta (mas de 600 IU) de gonadotropina por ovocito
recuperado. Debe considerarse que las pacientes con mas de 38 afios que presentan baja
respuesta, en la mayoria de los casos, es debido a la edad, por otra parte las pacientes
con sobrepeso, tienen mayor posibilidad de aumentar su respuesta ovdrica si pierden

peso (Gorgy y Taranissi, 2001).

En resumen, la mayoria de las mujeres con reserva ovarica reducida adn
presentan ciclos menstruales regulares, sin embargo dicha reducciéon soélo sera
clinicamente aparente cuando la funcién ovarica se ve severamente comprometida, por
lo cual la determinacién de dicha reserva se ha convertido en uno de los objetivos
principales en la evaluacion de la infertilidad, frecuentemente cuando ocurre el aumento

en niveles de FSH de forma natural ya la paciente se encuentra en la transicion
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perimenopausica, sin embargo también podria deberse a la presencia de polimorfismos
del receptor y no a una reserva ovarica reducida. Esta incertidumbre hace necesaria la
busqueda de un marcador confiable y que pueda detectar tempranamente el

decaimiento en el nimero de foliculos antrales.

De la literatura actual se ha propuesto a la AMH como un marcador prometedor y
confiable, lo que se confirmé en nuestro estudio ya que la AMH present6 correlaciéon con

muchos de los pardmetros evaluados (van Disseldorp et al., 2008; Gnoth et al., 2008).

Por su parte, la Inhibina B, estd quedando cada vez mas desplazada como
indicador de reserva ovarica, no obstante sigue teniendo mucha importancia en la
determinacion de la salud ovarica, en su ciclicidad hormonal y en la calidad folicular.
Otro aspecto que dificulta el uso de la Inhibina B podria ser el inconveniente que
presenta el ensayo ELISA en discriminar entre los dos tipos de inhibina (A y B), debido a
la semejanza entre sus subundades B (Seifer et al, 1997), sin embargo los ultimos kit de
deteccién de la Inhibina B, han reducido las probabilidades de reaccién cruzada con
otras moléculas muy similares como Inhibina A, activinas y folistatina. Por otro lado,
existe la posibilidad de que la molécula de Inhibina B se degrade con la congelacién y
descongelacion de las muestras de suero, alin se desconoce bajo qué mecanismo, por lo
que se recomienda almacenar bien las muestras de suero hasta el momento de realizar

el ensayo.

Se hace necesaria entonces la determinaciéon de puntos de corte en los niveles
séricos de AMH asi como de Inhibina B (valores normales) para tener un soporte clinico
en las decisiones con respecto a los tratamientos de estimulacién ovarica de cada
paciente. Asi como también resulta de gran importancia la realizaciéon de curvas ROC
(caracteristica operativa del receptor, por sus siglas en inglés), para observar la
sensibilidad de cada prueba y asi evaluar el valor predictivo tanto de las de
hormonas evaluadas como también de los parametros morfométricos estudiados,
junto con el nimero de ovocitos recuperados, nimero de embriones transferidos,

porcentaje de la prueba de hCG positiva y nimero de nacimientos vivos.
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VII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De los resultados obtenidos se puede sefialar que:

. El conteo de foliculos antrales es un método muy preciso, poco invasivo, directo,
sin embargo, su interpretacién es subjetiva ya que el conteo de los AFC va a depender de
la observacién de cada especialista. Por este motivo deberia ser usado en conjunto con
algiin otro marcador preferiblemente bioquimico, por ejemplo la AMH, con la cual se
observé una correlaciéon positiva tanto con AFC como con el nimero de ovocitos y

negativa con los valores de FSH.

. Con respecto a las pruebas bioquimicas, se tiene que la FSH es un reflejo indirecto
de la cantidad de foliculos que comienzan a ser reclutados en el ovario alrededor del dia
3 del ciclo menstrual, la concentracion de FSH presenta un alto nivel de confiabilidad en

cuanto a la prediccidn de reserva ovarica, a pesar de no producirse en el ovario.

. Con respecto a la LH, ésta no resulta ser un marcador de reserva ovdrica sino una

guia en el monitoreo del correcto funcionamiento del ciclo menstrual.

° En cuanto al estradiol, existen discrepancias y falta de consenso con respecto a su
importancia como indicador de la reserva ovarica. Se ha encontrado que en lugar de
sefialar la reserva folicular de la mujer, podria indicar la capacidad de respuesta del
ovario a los estimulos hormonales en el tratamiento de reproduccién asistida, es decir,

podria sefialar la capacidad de respuesta ovarica en un ciclo particular.

° La Inhibina B, en este estudio no resulté ser indicadora del potencial
reproductivo en las pacientes evaluadas, al igual que el estradiol, por lo cual no se
recomienda utilizarla como prueba de rutina en la determinaciéon de la reserva
ovdrica en pacientes que se encuentran bajo un ciclo de estimulacién ovarica

controlada. La inhibina por su parte podria dar indicios de la calidad folicular.

o La AMH proporcioné indicios de ser un buen indicador de la reserva folicular al

mantener correlaciéon con una serie de variables determinadas de rutina en los
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tratamientos de estimulaciéon ovérica (edad, FSH, AFC, volumen ovarico y nimero de

ovocitos recuperados).

o Por otra parte nuestro estudio plantea en un futuro cercano aumentar el
namero de pacientes evaluadas y entonces realizar el analisis del poder predictivo
de las pruebas evaluadas en este estudio, en especial de la AMH, mediantes curvas

ROC.

. En el presente estudio se demuestra que la medicién de los foliculos antrales,
la determinacion de los valores séricos de la AMH, asi como el factor edad, deberian
ser determinados en conjunto para sumar robustez a la prediccién de la reserva

ovarica.
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VIII. ANEXOS

VIIIL.1.Criterios de Inclusion de pacientes para este estudio:
Criterios de inclusiéon

1- Ambos ovarios presentes y sin anomalias morfolégicas

2- Sin enfermedades presentes o pasadas que afecten los ovarios, o estereidogénesis

ovarica.

3- Indice de masa corporal entre 18-25 kg/m2

4- Que puedan visualizar adecuadamente ambos ovarios en el ecosonograma.
5- Que no haya cese funcional del ovario.

Las causas de infertilidad pueden ser por: anomalias espermaticas anomalias tubdricas e

infertilidad inexplicada.

Historia Clinica

Mujeres normo-ovulatorias

Cuestionario: raza, educacion, tabaco, alcohol

Peso y estatura (Para calcular indice de masa corporal)
Ecosonograma

Ecosonograma, planos sagital y coronal. En la maxima resolucion se mide el ancho y alto
del ovario. Se calcula la suma del ovario derecho mas el izquierdo y luego se divide entre

dos. Se calcula el didmetro: longitud promedio + ancho promedio/2

Contaje de foliculos: Suma de todos los foliculos de 2-12 mm (media de los dos
didmetros ortogonales) de los dos ovarios. Conteo de Foliculos antrales: Rangos <5 (baja

respondedora); 5-10; (buena respondedora); >10 (alta respondedora).

Determinaciones realizadas en la fase folicular temprana (1-3 dias)
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e Muestras de suero en la fase folicular temprana (dia 1-3)
e Niveles de FSH y estradiol (Pruebas Rutina)

e Niveles de Hormona antimuleriana (AMH) y de Inhibina B. (Pruebas no

rutinarias).

VIIL.2.Carta modelo sobre consentimiento informado entregada a las
pacientes que fueron sometidas al estudio de esta investigacion.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION
Caracas, Abril, 2008

Yo, , CL: , autorizo a los investigadores, Oriana
Rosales, Pedro Martinez y Maria Isabel Camejo (investigador responsable), a utilizar mis
muestras de suero para determinar los niveles hormonales de FSH, estradiol, AMH e
Inhibina B, y otras hormonas que consideren necesarias, asi como la informacion
ecografica ovéarica para ser utilizada en un proyecto de investigacion que contribuira a
determinar el valor de estos indicadores en la reserva ovarica. Adicionalmente se me ha
informado sobre los beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los
siguientes: El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacién
oportuna y a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee
acerca de los procedimientos.

El Investigador Responsable me ha dado la seguridad de que la muestra no sera
utilizada para un fin diferente a la de la presente investigacién, ademas no se me
identificara en las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y los datos
relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial. También se ha
comprometido a proporcionarme la informacién actualizada que se obtenga durante el
estudio.

Nombre y firma

Nombre, firma del Investigador Responsable.

Nuameros telefonicos a los cuales se puede comunicar en caso de emergencia y/o dudas y
preguntas relacionadas con el estudio.
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