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1. INTRODUCCION

Segln la OMS la definicién de esterilidad es la incapacidad de concebir tras 2 afios
de relaciones sexuales. No obstante, se trata de un periodo variable; La SEF
(Sociedad Espafiola de Fertilidad) considera esterilidad tras haber transcurrido 12
meses sin la consecucion de la gestacion.

Actualmente, la prevalencia de la esterilidad en paises desarrollados oscila entre el
10-15% de su poblacion®.

En Espafia las recomendaciones actuales son, de iniciar Técnicas de Reproduccion
Asistida (TRA) tras 1 afio de relaciones no protegidas. La SEGO (Sociedad Espafiola
de Ginecologia y Obstetricia) reconoce diversas técnicas: Induccion de la ovulacién,
Inseminacion Artificial (IA), Fecundacion in vitro (FIV), Ovodonacion y
Embrioadopcion.

En el estudio actual nos centraremos en la inseminacion artificial al ser una técnica
poco invasiva, basica y accesible econémicamente.

1.2 CICLO OVARICO NATURAL

Para alcanzar un mayor entendimiento de lo que ocurre hormonalmente en un ciclo
ovarico en la inseminacion artificial, se requieren unos conocimientos basicos de lo
que acontece en el ciclo ovérico natural. Por tanto, consideramos importante dedicar
un apartado a la aclaracién de tal cuestion.

Durante la pubertad, comienzan los ciclos menstruales; ciclo regular en respuesta a la
interaccion de una serie de hormonas producidas por el hipotalamo, hipéfisis y a
nivel ovarico. La menstruacion supone el inicio de cada ciclo ovarico, coincidiendo
practicamente con el final de la fase lutea del ciclo anterior, ya que es en ese
momento cuando tiene lugar la caida de estrogenos y progesterona 2. Esta caida de
estrégenos estimula la liberacion de FSH, responsable de seleccionar la cohorte
folicular del nuevo ciclo. Por consiguiente, comienza el desarrollo folicular, con el
progresivo crecimiento de unos pocos foliculos primordiales cuyas células de la
granulosa comenzaran a producir bajos niveles de estradiol. Esta primera fase se
denomina fase folicular?.

A medida que estos foliculos van aumentando de tamafio, se incrementara en el
mismo grado la produccion de estradiol. Esta elevacion de estradiol va a
desencadenar un pico de LH (Hormona Luteinizante), la cual serd la verdadera
responsable de la ovulacion. Al mismo tiempo, se estard produciendo un pico de FSH
(Hormona Foliculo Estimulante), pero de forma menos intensa®. La ovulacion se
produce aproximadamente de 10 a 12 horas tras el pico de LH y casi 36 horas



después del inicio del incremento de estradiol, coincidiendo con la mitad del ciclo;
dia 14 de un ciclo de 28 dias. Durante la fase de ovulacion, el foliculo crece
aceleradamente y se produce la rotura folicular con la salida del ovocito que ha
contemplado la primera division meiotica. La segunda se produciria en caso de que
se llevara a cabo la fecundacion.?

Tras finalizar la ovulacion, comenzaria la fase l0tea; donde la FSH y LH retornan a
sus niveles basales. Por otro lado, el estradiol que habia alcanzado su concentracion
maxima durante la ovulacion va descendiendo levemente con el comienzo de la fase
lutea, para luego aumentar de nuevo. Finalmente, estos niveles de estradiol
descenderan progresivamente hasta alcanzar sus niveles basales. Las células restantes
en el foliculo se transforman en células luteinicas, formando asi, el cuero IGteo; se
trata de un Organo endocrino transitorio que predominantemente secreta
progesterona, y su funcién primordial es preparar al endometrio para la implantacion
del ovocito fecundado?®.

En ausencia de embarazo, el cuerpo liteo se mantiene tan solo 14 dias, puesto que
necesitaria el estimulo de B-hCG producido en caso de embarazo. En este caso, el
cuerpo luteo sufriria luteolisis por la influencia del estradiol, pasando a formar el
cuerpo albicans.®

Como la progesterona es liberada por el cuerpo luteo, esta hormona se mantiene a
niveles basales hasta acontecida la ovulacion, en contraposicion con el resto de
hormonas. La progesterona comienza a aumentar al inicio de la fase ltea, sintetizada
por las células luteinicas previamente mencionadas®.

Los estrogenos y las progesteronas son los responsables de las transformaciones
ciclicas que tienen lugar en el endometrio y en el moco cervical, a modo de
preparacion para la implantacién del 6vulo fecundado. En caso de que no tener lugar
la fecundacion, los niveles de ambas hormonas decaen y con ello el endometrio
pierde su trofismo, dando paso a la menstruacion, con el que comienza un nuevo
ciclo®.
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Figura 1. Ciclo ovarico. Imagen obtenida de: Corrine K Welt. Physiology of the normal menstrual cycle.
Uptodate, marzo 20182

1.3 INSEMINACION ARTIFICIAL

La inseminacion artificial es una técnica de reproduccién asistida que implica un
procedimiento intrauterino que no requiere una infraestructura compleja, es ademas
relativamente simple y poco invasiva. Y puede llegar a alcanzar una tasa de
embarazo acumulada de entre 25-50% segun los autores, es decir, siguiendo el paso
de técnicas mas complejas como la Fecundacion in vitro (FIV).4

Este proceso consta basicamente de tres pasos: En primer lugar, se estimula
hormonalmente a la mujer. En segundo lugar, se procesa el semen obtenido tras una
eyaculacion, capacitandolo en el laboratorio; y por ultimo, se realiza la inseminacion
(colocando una cantidad suficiente de espermatozoide mdvil en la cavidad uterina),
coincidiendo con el momento de la ovulacion. La finalidad de todo este
procedimiento es maximizar el potencial de los espermatozoides para fecundar el
ovulo.

De todos los procedimientos existentes en reproduccion humana, este es el que mas
se asemeja al proceso fisiologico de la fecundacion. Segun la Sociedad Espafiola de
Fertilidad (SEF), la inseminacion artificial presenta una tasa de embarazo acumulada



en torno al 25-50% (segun el ultimo informe registrado en 2017). Sin embargo, la
tasa de embarazo por cada ciclo se sitda en torno a un 13%°

1AC
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Figura 2. Tasas de éxito generales de la SEF. Imagen obtenida de: Forgiarini A., Recuerda Tomas P.,
Reus R. Reproduccion asistidla ORG. Publicado 22/08/2018 [Actualizado  03/02/2020].
https://www.reproduccionasistida.org/inseminacion-artificial-ia/ 5

A continuacion, como mencionamos anteriormente, la 1A consta de diferentes pasos
que explicaremos més detalladamente a continuacion. El primer paso es la
estimulacion ovarica, la cual mediante la administracion de (dosis bajas) hormonas
gonadotropinas pretende estimular la produccion ovarica, aumentando el nimero de
ovulos maduros con el fin de incrementar la posibilidad de embarazo. Durante este
proceso, es primordial un control estricto y periodico, tanto analitico como
ecogréafico (via vaginal) para evaluar el desarrollo folicular obtenido; y en caso de
existir complicaciones tales como hiperestimulacién ovérica, gestaciéon mudltiple,
embarazo extrauterino, incluso aborto, detectarlas. Estos riesgos pueden acontecer a
pesar de realizar un control cauteloso del tratamiento, por ejemplo, la gestacion
multiple supone el 18-20% de las gestaciones®. Por tanto antes de iniciar el proceso,
debe firmarse un consentimiento informado asumiendo los resultados y posibles
complicaciones.

A continuacion, se produce la induccion de la ovulacion. Cuando en un control se
observa que uno o dos foliculos presentan el desarrollo 6ptimo (18 mm de diametro),
se induce la maduracion y la luteinizacion mediante la administracion de una
hormona gonadotropina corionica humana recombinante (Ovitrelle®), 38 horas antes
de la inseminacion®.

Posteriormente, tras capacitar la muestra de semen, se procede a la inseminacion;
depositando una pequefia muestra de semen (alrededor de 0.5ml normalmente) en la
cavidad uterina femenina mediante una canula via vaginal.

Una vez llevada a cabo la inseminacion se iniciara la ultima fase: apoyo de la fase
lutea, en la cual se inicia la toma vaginal de progesterona con el fin de facilitar la
implantacion del embrion en el endometrio, y por tanto, la consecucion del
embarazo.
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Figura 3. Inseminacion Artificial (IA). Imagen obtenida de: Forgiarini A., Recuerda Tomas P., Reus R.
Reproduccion asistida ORG. Publicado 22/08/2018 [Actualizado 03/02/2020].
https://www.reproduccionasistida.org/inseminacion-artificial-ia/ 5

1.4 UTILIDAD DE LA HORMONA ANTI-MULLERIANA (AMH) Y LA
EDAD MATERNA

Las técnicas de reproduccion no siempre resultan efectivas, de modo que existen
diferentes factores que condicionan su pronostico.

Entre dichos factores destaca la edad materna, puesto que el éxito reproductivo se
encuentra fuertemente relacionado con esta, ya que la capacidad para producir
ovocitos viables va disminuyendo con el tiempo®. Segun los datos publicados por la
SEF, la tasa de gestacion en mujeres menores de 40 afios oscila el 14.9% gestacién
por ciclo, mientras que en mujeres mayores > 40 afios esta tasa disminuye a un
11.5% por ciclo®.

Normalmente el primer signo de envejecimiento o inicio de la transicion hacia la
menopausia es la reduccion de la duracion de los ciclos menstruales debida a un
incremento progresivo de la FSH, dando lugar a un desarrollo folicular precoz sin
permitir que los foliculos antrales consigan desarrollarse adecuadamente®. Asimismo,
a pesar de que el numero de foliculos primordiales y antrales es aparentemente
constante en cada ciclo menstrual!!, se conoce que el ovario posee un nldmero
limitado de foliculos primordiales que van disminuyendo con la edad, y que su
deplecion se corresponde con la menopausia®.

Numerosos estudios buscan predecir la edad de inicio de la menopausia, esto
supondria una prevencion individualizada de la infertilidad ligada a la edad de esa
mujer’. Se ha demostrado que el nimero de foliculos antrales en el ovario esta
relacionado proporcionalmente al tamafio de la reserva ovérica de la que fueron
reclutados. De modo que un marcador que refleje el nimero de foliculos antrales
serfa Gtil para predecir la senescencia ovarica’. A dia de hoy, el mejor marcador



hormonal de la actividad ovarica es la Hormona Anti-Mdilleriana (AMH). Niveles
bajos de AMH indicarian reserva ovarica disminuida y tiempo reducido para alcanzar
la menopausia’.

La AMH es una glicoproteina perteneciente a la familia de factor de crecimiento
transformador — beta (TGF-P), la cual fue descrita por primera vez en 1947 por Jost®.
En el desarrollo del feto masculino induce la regresion de los conductos millerianos.
Por el contrario, en el desarrollo femenino se encuentra unicamente producida por
células de la granulosa de foliculos preantrales y antrales. De tal modo que sirve
como marcador del total de foliculos antrales de reserva, y por tanto una medida de
la respuesta ovarica en técnicas de reproduccion®. Ademas, estudios verifican el
valor prondstico de la AMH en Inseminacion artificial, siendo mayor la tasa de
embarazo en pacientes con niveles mayores de esta hormona®®.

Por més de una década, los expertos han utilizado los niveles de AMH como
evaluacion clinica de la infertilidad, puesto que estos niveles se relacionan con la
reserva ovarica presente®, tal y como se ha indicado anteriormente. Se ha utilizado el
valor de la AMH para el manejo de la medicacion (con gonadotropinas) que estimula
al ovario, como marcador de la dosis de inicio que la paciente necesita, para la
obtencidon del nimero 6ptimo de ovocitos.

De todo ello radica la importancia de realizar una medicion de AMH previa al
comienzo de tratamiento con técnicas de reproduccion, ademas de tener presente la
edad de la paciente, puesto que ambos suponen dos factores predictivos en este tipo
de procedimientos. Ya que, en mujeres con niveles bajos de AMH se anticipa una
respuesta pobre, y expertos plantean la posibilidad de priorizar aquellas pacientes
con una mayor esperanza de éxito'?. Por ello, hemos disefiado este estudio con el
objetivo de evaluar el valor prondstico en la inseminacion de los niveles de AMH
asociandolo con la edad de la mujer.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un analisis retrospectivo unicéntrico de pacientes infertiles atendidos en
la Unidad de Reproduccion Humana del Hospital Universitario de Cruces entre
junio de 2016 a diciembre de 2019 para control de estimulacion ovérica e
Inseminacion artificial.

Aquellas pacientes incluidas en este estudio no invasivo fueron sometidas a
exploraciones clinicas y procedimientos rutinarios; pudiendo alcanzar un maximo
de 5 ciclos de IA.



Todos los procedimientos de inseminacion fueron llevados a cabo en las consultas
de Reproduccion del Servicio de Ginecologia y Obstetricia del HU Cruces;
cumplimentando previamente el consentimiento informado para la realizacion de
técnicas de reproduccion asistida.

Con el fin de revisar la literatura publicada en relacion con este estudio, se
utilizaron las siguientes bases de datos: Uptodate, Pubmed, Medline, Research gate,
entre otras. Para su busqueda se emplearon las siguientes palabras claves: “Anti-
mullerian Hormone (AMH)”, “Female fertility”, “Intrauterine insemination”,
“AMH predictor”, “age”, “menopause”.

2.2 SELECCION DE SUJETOS

En este estudio participaron un total de 594 pacientes, que realizaron 1562 ciclos de
inseminacion. Aquellas mujeres incluidas en el estudio tenian menos de 40 afios;
todas ellas provenientes de las listas de espera de IAC/IAD de la Unidad de
Reproduccion del Hospital Universitario de Cruces.

Previo al comienzo de la inseminacion, se realizé un estudio a todas las pacientes
que optan a este que consiste en; una exploracion ginecolégica completa junto con
ecografia transvaginal, confirmar la permeabilidad tubarica, determinaciones
hormonales (en el 3° dia y 21° dia del ciclo), seminograma y recuperacion de
espermatozoides moviles (REM), y por ultimo, serologia de ambos conyuges (RPR,
VIH, Hepatitis B y C).

Los criterios de inclusién en las listas de espera de inseminacion, para la
Inseminacidn artificial Conyugal (IAC) son los siguientes:

- Factor masculino leve o moderado: Disminuciéon del nimero o de la
movilidad de los espermatozoides, y/o anomalias de los mismos.

- Anovulacién o disfuncion ovérica

- Endometriosis Grado I/11

- Esterilidad idiopatica

- Factor cervical inhospito

- Disfuncion coital o eyaculatoria

- Incapacidad o dificultad de penetracion de los espermatozoides en la
cavidad uterina

- Serologias positivas para VIH o VHC

Por el contrario, para la Inseminacion artificial de donante (IAD):

- Pacientes con azoospermia
- Patologia hereditaria en el wvaron no susceptible de diagndstico
genético preimplantacional (DGP)



- Esterilidad por factor masculino: imposibilidad o fracaso de ICSI. Se valora
toda la informacion disponible y se deduce que la causa probable de fallo
de ICSI es masculina

- Varon positivo en VIH
- Mujer sin pareja masculina (tanto la mujer soltera, separada o con pareja
homosexual) con deseo reproductivo.

Tal como indica la ley de reproduccion, la eleccion del donante debe ser andénima, y
es el equipo médico tras comprobar las caracteristicas fisicas de la pareja quien lo
selecciona).

Por otro lado, los criterios de exclusion para este estudio consistirian en los
siguientes puntos:

- Mujeres mayores de 40 afios

- IMC mayor de 37 (puesto que un IMC mayor se asocia a un peor
pronostico)

- Niveles de estradiol plasmatico > 1500 pg/ ml

- Niveles de progesterona > 1,6 ng/mi

- Mas de 3 foliculos por ciclo de inseminacion

2.3 PROCEDIMIENTO DE LA INSEMINACION ARTIFICIAL

El protocolo establecido en la Unidad de Reproduccion Asistida del Hospital
Universitario de Cruces consiste en:

1. Estimulacién ovérica:

En el segundo dia de la menstruacion las pacientes debian iniciar el tratamiento
via subcutanea con gonadotropinas durante un periodo variable entre 8 -16
dias. El objetivo de la administracion de estos farmacos es aumentar el namero
de ovocitos, mediante una estimulacién ovarica controlada. (Figura 3)

Después de 7 dias tras la administracion de esta primera dosis de
gonadotropinas, se realiza un control del desarrollo folicular mediante
ecografia vaginal y analitica de los niveles plasmaticos de estradiol.

En determinadas situaciones como ovulacién prematura, no respuesta a la
medicacion o por el contrario una excesiva respuesta, se suspendio el ciclo de
estimulaciéon. En este Ultimo caso de hiperrespuesta, se plantearon posibles
alternativas a la cancelacion (Puncién reductora de foliculos o incluso en
ocasiones transformacion a Fecundacion in Vitro).

2. Induccién de la ovulacién

Una vez se alcanza la situacion ovérica ideal: presencia de 1-2 foliculos
mayores de 18mm de didmetro, junto con niveles de estradiol en plasma



menores de 1500 pg/ml y progesterona menos a 1’6. En este momento, se
administraban (via subcutanea) una hormona gonadotropina coriénica humana
recombinante denominada Ovitrelle® a una dosis de 250 mg, con el fin de
desencadenar la maduracion del ovocito, 38 horas antes de la inseminacion.
(Figura 3)

3. Capacitacion del semen

El mismo dia de la inseminacion se procedié a la recogida de la muestra de
semen en el Laboratorio de Andrologia. Para una mejor calidad de dicho
semen, se recomendd un periodo de abstinencia sexual de entre 2 a 4 dias
previos a la entrega de la muestra.

El procedimiento de capacitacion que se utilizo en todas las muestras de semen
de los pacientes fue Gradiente de Densidades. En ella, se emplea un tubo que
contiene dos gradientes de diferentes densidades. La técnica consiste en hacer
pasar a los espermatozoides a través de estos gradientes, que actlan como
barrera impidiendo el paso de los espermatozoides menos densos, que
constituyen los de peor movilidad, y otros tipos celulares. Se trata de un intento
de imitar las diferentes las diferentes fases que hubieran pasado los
espermatozoides de forma natural por el tracto reproductor femenino.

4. Inseminacioén artificial

Consiste en la introduccion de la muestra seminal capacitada en el interior del
utero a través de una canula. (Figura 3)

5. Apoyo fase llUtea

A todas las pacientes se les indico la administracion via vaginal de
progesterona natural 200mgr cada 12 horas durante 14 dias con el fin de
favorecer la implantacién del embrion.

Transcurridos 15 dias, se realizaban un test de embarazo en la primera orina del
dia con el fin de confirmar o descartar la gestacion.

En caso de resultado positivo, debian de contactar con la Unidad de
Reproduccidn Asistida, para establecer una cita para realizar un diagnéstico de

confirmacion ecografico.
2.4 ANALISIS DE AMH

En el laboratorio del HU de Cruces, las muestras de sangre se obtuvieron por
venopuncion en tubos con gel de separacion. Se dejaban coagular a temperatura
ambiente durante 30 min. Y se centrifugaban a 3000 rpm durante 10 min para
obtener el suero. Todas las muestras se procesaban diariamente.
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La cuantificacion de hormona anti-Mulleriana (AMH) se realizo el analizador
Elecsys® Cobas e 601 con reactivos AMH Plus (Roche Diagnostic) por
inmunoensayo de electroquimioluminiscencia. La sensibilidad funcional fue
<0,030 ng/mL (0,21 pmol/L). Los coeficientes de variacion (CV) fueron 3,03%
a 5,06 ng/mL (39,9 pml/L) y 3,86 % a 1,08 ng/mL (7,71 pmol/L). El rango del
ensayo fue de 0,21 - 23 ng/mL (0,030 - 164 pmol/L).

2.5 ANALISIS ESTADISTICO

Con el fin de analizar los resultados, se estudio en primer lugar a nivel basal con un
total de muestra de 356 pacientes, incluyendo Unicamente aquellas pacientes sin
IAC repetidas; y 238 correspondientes a IAD de 1° ciclo. Posteriormente, se
utilizaron modelos lineales con el fin de incluir toda la muestra (n=594).

Las variables categdricas se expresaron como porcentaje y se calcularon las
diferencias mediante la prueba de Ji-cuadrado.

Las variables continuas se expresaron como media (desviacion estandar) si la
variable sigue una distribucion normal o mediana (rango intercuartil) en caso
contrario.

Para comparar las diferencias entre grupo en caso de seguir una distribucion normal
se utiliz6 la prueba T de Student para dos grupos y ANOVA para mas de dos y el
test U de Mann-Whitney o Kruskall-Wallis en caso contrario.

Se usaron modelos lineales mixtos generalizados para tener en cuenta las medidas
repetidas (para aquellas pacientes que realizan varias inseminaciones
consecutivas: 2°, 3° 0 4° ciclo).

Todos los andlisis fueron realizados con el software estadistico R (version 3.6.2). R:
A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/

3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este estudio era evaluar las tasas de embarazo obtenidas
segun los niveles de AMH asociados con la edad de la mujer, en pacientes sometidas
a Inseminacién Atrtificial, para estudiar y considerar si existe algin nivel de AMH
que asociado a la edad, donde la inseminacién no resulte eficaz para resolver el
problema de esterilidad.

Los objetivos secundarios fueron: conocer si alguna etiologia asociada a los niveles
de AMH resulta menos exitosa; conocer la evolucién de las gestaciones en aquellas
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pacientes con AMH maés bajas asociadas a un peor pronostico; y conocer las dosis
empleadas segun la edad y nivel de AMH.

4. RESULTADOS

Este estudio fue realizado con un total de 594 pacientes que se sometieron a 1562
ciclos. De las cuales 927 ciclos fueron de IAC (suponiendo un 59,35%), mientras que
las 635 restantes fueron IAD (40,65%).

Durante la realizacion del estudio se realizaron un maximo de 5 ciclos de
inseminacién artificial. Del total de los ciclos, el 38% correspondié al 1° ciclo, el
26°13% el 2° ciclo, el 18% el 3° ciclo, el 11,46% el 4° ciclo y el 6,08% el 5° ciclo;
estos porcentajes incluyen tanto la técnica de IAC como la de IAD. En los siguientes
graficos se divide a los pacientes segtin el numero de ciclo correspondiente entre IAC
e IAD.

Pacientes IAC e IAD en cada ciclo
400
[7,]
2 300
S
2 200
2 100 I
=, | =
1 2 3 4 5
mIAC| 355 244 170 101 53
IAD| 238 164 111 78 42

Figura 4. Representacion de pacientes de ambas técnicas reproductivas en cada ciclo de inseminacion.

Tras la realizacion de todos estos ciclos, se obtuvo un total de 357 embarazos
positivos. Analizando por técnica empleada la tasa de embarazo en IAC fue de
19,52%, mientras que la tasa de IAD asciende a 27,71%.

En cuanto a la evolucion de los embarazos, el 56,58% fue embarazo unico (n=202),
el 10,92% correspondia a embarazo gemelar, y el 0,28% a embarazos triples. Por
otro lado, el 10,64% supusieron abortos de diferente etiologia (aborto espontaneo,
bioquimico o bien, embarazo ectopico).

En cuanto a la etiologia de la infertilidad, se estudiaron los diferentes factores que
pueden acarrearla durante la IAC. La mayor causa de infertilidad fue de etiologia
desconocida (40,84%), el Sindrome de ovario poliquistico (SOP) 16,83%, el factor
masculino supuso un 10,89%, la baja reserva ovérica 9,40%, miomas 3,21%,
endometriosis 2,72% y debido a cirugia previa 1,23%.
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Por otro lado, en la técnica correspondiente a donante (IAD); en su mayoria se
trataron de pacientes sin pareja 79,36% y el 20,64% restante con azoospermia.

Factor tubarico
9%

Miomas
3%

Fiva lac
1%

Endometriosis
3%
Cx previa
1%

Sin pareja
1%

Figura 5. Grafico referente a las diferentes etiologias de infertilidad en IAC (en aquellas pacientes que
realizaron unicamente el 1° ciclo de inseminacion).

Para el andlisis descriptivo, se usaron Unicamente los 1° ciclos de inseminacion, con
un total de 369 pacientes para IAC y 237 pacientes para IAD. En referencia a la
técnica de IAC, al comparar los grupos gestacion positiva frente a gestacion negativa
para las siguientes variables.

Con respecto a la edad materna, no hubo diferencias significativas entre las mujeres
que se embarazaron y las que no (p valor = 0.987) cuando se analizaron todas las
embarazadas en Inseminacion incluyendo donantes y estériles.

Para la variable IMC en esta poblacion se obtuvo una diferencia significativa (p valor
= 0.028; p <0,05) entre aquellas que si se quedaron embarazadas y las que no.

GESTACION: No Si p.overall N
AHM 2.30[1.30;3.90] 2.27[1.40;4.35] 0.604 369
Edad de la mujer: 0.987 406
<=35 198 (48.76%) 42 (10.34%)

36-39 136 (33.49%) 30 (7.38%)
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Duracion 3.00 [2.50;4.00] 3.00[2.00;3.50] 0.304 386
RFA 13.0[9.00;18.0] 13.5[8.00;18.0] 0.902 344
IMC 23.0[20.6;26.2] 23.3[21.7;29.1] 0.028 386

Figura 6. Diferencias entre gestacion positiva y negativa en poblacion de IAC (que realizaron el 1° ciclo
de inseminacion).

Por otro lado, con respecto a la IAD en pacientes en su 1° ciclo de inseminacién, los
resultados obtenidos comparando los grupos gestacion positiva frente a gestacion
negativa para distintas variables fueron ligeramente diferentes a los referentes a la
IAC. Tendencia a embarazar mas las jovenes <35, pero sin alcanzar la significacion
estadistica. En aquellas menores de 35 afios, la tasa de embarazo fue de 15,23%, en
contraposicion con el 12,5% de las mujeres de entre 36-39 afios.

GESTACION: No Si p.overall N
AHM 1.80[1.00;3.32] 1.70[0.90;2.70] 0.433 237
Edad de la mujer: 0.220 256
<=35 84 (32.81%) 39 (15.23%)

36-39 101 (39.45%) 32 (12.5%)

Duracion 3.00[0.00;3.12] 2.25[0.50;3.00] 0.617 62
RFA 12.0[8.00;16.0] 11.5[8.00;16.0] 0.510 223
IMC 24.1[21.6;28.5] 24.7[21.4;29.9] 0.781 245

Figura 7. Diferencias entre gestacion positiva y negativa en poblacion de IAD (que realizaron el 1° ciclo
de inseminacion).

A continuacion, se pretendia comparar la influencia de factores como la AMH y la
edad de la mujer en la tasa de embarazo obtenida. Para ello, se estudio la variable de
AMH categorizada frente a diversas variables tanto en IAC como en IAD en
pacientes en su 1° ciclo de inseminacion. Con el fin de analizar los resultados, los
pacientes fueron divididos de acuerdo a sus niveles seroldgicos de AMH tanto en
IAC como en IAD: Grupo 1 (<0.4), Grupo 2 (0.5-0.8), Grupo 3(0.9-1.2), Grupo 4
(1.3-2.4) y Grupo 5 (<2.5).



Figura 8. Tabla para AMH categorizada en poblacién de IAC (que realizaron el 1° ciclo de inseminacion).

AMH | 1 i v V p N
<0.4 0.5-0.8 0.9-1.2 1.3-2.4 >2.5 valor

Edad <0.001 369
mujer

36-39 13 (3,52%) 26 (7,04%)  19(514%) 43 (11,65%) 47 (12,73%)

RFA 5.00 7.00 8.00 12.0 18.0 <0.001 335

Dosis de 150 150 110 75.0 75.0 <0.001 369
inicio [150;206] [102;150] [81.2;150]  [75.0;110]  [50.0;75.0]

P4-HCG 0.40 0.50 0.50 0.50 0.50 0956 365
[0.32;0.88] [0.30;0.60] [0.30;0.60] [0.40;0.60] [0.30;0.60]

No 18 (4,87%) 30 (8,13%) 26 (7,04%) 88 141
(23,84%)  (38,21%)

Evolucién: 0.184 64

Gemelar 1(1,56%) 0 2(3,125%) 4 (6,25%) 4 (6,25%)

Aborto  1(1,56%)  1(1,56%) 0 5(7,81%) 5 (7,81%)
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En la técnica de IAC, se observd una diferencia significativa entre la edad de la
mujer, en funcion del valor de AMH que presentaban, como es ldgico a mayor edad,
menor nivel de AMH (p valor <0.001).

Por otro lado, se comparo el recuento de foliculos antrales (RFA) para cada valor de
AMH, obteniendo a su vez un resultado significativo (p valor <0.001).

En cuanto a la duracion del tratamiento y el IMC, no hubo diferencias significativas
en los distintos grupos de AMH.

Se establecieron dos puntos de corte para la edad: el primero < 35afios y el segundo
entre 36-39arios:

- En mujeres < 35afios: el 2,4% (9/369 pacientes) tenian AMH <0.4; el 2,16%
tenian AMH entre 0.5y 0.8; el 4,06% tenian AMH entre 0.9 y 1.2; el grupo
IV (AMH entre 1.3-2.4) representaban el 17,61% y por ultimo, el 33,6%
presentaban AMH >2.5 (Grupo V).

- En mujeres de entre 36-39 afos: 3,52% representaban el grupo |
(AMH<0.4), 7,04% tenian AMH entre 0.5 y 0.8; el 5,14% tenian AMH
entre 0.9y 1.2; el grupo IV (AMH entre 1.3-2.4) representaban el 11,65% y
por ultimo, el 12,73% presentaban AMH >2.5 (Grupo V).

En referencia a las dosis de inicio de gonadotropinas (HCG) utilizadas, en los grupos
I'y Il de AMH se utilizé 150mcg, en el grupo 111 110mcg; mientras que en los grupos
con niveles de AMH superiores (Grupo IV-V) la dosis inicial fue de 75mcg. Se
obtuvieron resultados significativos (p valor <0.001) respecto a la dosis de inicio
utilizada, menor dosis para mayores niveles de AMH.

Asimismo, también se encontraron diferencias significativas con respecto a los
valores de Estradiol (E2-HCG), con una p <0.001.

En cuanto a la gestacidn, la tasa de embarazo fue superior cuanto mayor era la AMH
(>2.5) con un 8,13% y de 1,08% para AMH <0.4. Aungue no se hallaron diferencias
significativas entre ellas. (p = 0,807). La evolucion de las gestaciones fue la
siguiente: 62% fue embarazo Unico, el 17,18% embarazo gemelar, 1,56% embarazo
triple y el 18,75% de las gestaciones terminaron en aborto.

En la técnica de 1AD, al igual que en la técnica de IAC se encontraron diferencias
significativas con respecto a la edad de la mujer para los distintos valores de AMH (p
valor <0.001). Confirmando que a mayor edad, menor AMH.

Se compar6 el recuento de foliculos antrales (RFA) para cada valor de AMH,
obteniendo a su vez un resultado significativo (p valor <0.001).
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Para la variable IMC, no se encontraron diferencias significativas en los distintos
grupos de AMH. Sin embargo, si hubo significacion para las dosis de inicio (p valor
<0.001). Para los grupos 1 y Il se utilizo una dosis de 150mcg, mientras que para el
grupo V (AMH >2.5) tan solo se utilizaron 50 mcg.

Al contrario que en las técnicas de IAC, no se encontraron diferencias significativas
para los valores de Estradiol (E2-HCG); con un p valor = 0,089; préximo a la
significacion estadistica, las pacientes con menores niveles de AMH , tuvieron con

un estradiol mas alto.

AMH | 1] 11 v Vv p N
<0.4 0.5-0.8 0.9-1.2 1.3-24 >2.5 valor
Edad 37.5 38.0 37.0 36.0 34.0 <0.001 237
mujer
IMC 23.4 23.8 23.5 24.7 24.7 0.852 232
RFA 4.50 7.00 7.00 12.0 16.0 <0.001 219
Dosis de 150 100 75.0 75.0 50.0 <0.001 236
inicio [150;150] [93.8;150] [75.0;150] [75.0;100] [50.0;75.0]
E2-HCG 430 367 367 271 290 0.089 236
[322;506] [257;523] [257;462] [181;426] [206;397]
P4-HCG 0.50 0.45 0.40 0.50 0.50 0.349 236
[0.4;0.6] [0.27;0.8] [0.3;0.6] [0.3;0.6] [0.3;0.7]
Gestacion: 0.302 237
No 6 (2,53%) 22(9,28%) 29 49 62 (26,16%)
(12,23%) (20,67%)
Si 4(1,68%) 10 (4,21%) 8(3,37%) 28 19 (8,01%)
(11,81%)
Evolucion 0.588 61
Unico 4 (6,55%) 8 (13,11%) 4 (6,55%) 17 9 (14,75%)
(27,86%)
Gemelar 0 0 1(1,63%) 6 (9,83%) 2 (3,27%)
Aborto 0 1(1,63%) 1(1,63%) 3(4,91%) 5(8,19%)

Figura 9. Tabla para AMH categorizada en poblacién de IAD (que realizaron el 1° ciclo de inseminacion).
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Por ultimo, se utilizaron modelos lineales con el fin de incluir toda la muestra
correspondiente a las pacientes de IAC, es decir incluyendo todos los ciclos de
inseminacion realizados por cada una de ellas.

OR 1C 95% p-valor

Edad mujer 0.98 (0.93;1.03) 0.339
Edad mujer >35 0.96 (0.68;1.35) 0.82

AMH<0.4 0.76 (0.35;1.66) 0.493
AMH 0.5-0.8 0.66 (0.34;1.28) 0.22

AMH 0.9-0.12 0.69 (0.35;1.38) 0.294
AMH >2.5 1.07 (0.73;1.58) 0.714
E2-HCG 1.02 (0.97;1.07) 0.442
P4-HCG 0.87 (0.71;1.07) 0.189

Figura 10. Modelos lineales con efectos mixtos de las pacientes en IAC (incluyendo todos los ciclos de
inseminacion).

A pesar de que no se obtuvieran diferencias significativas, observamos como en
pacientes con valores mayores de AMH (>2,5), el Odds Ratio aumentaba (OR =
1,07) lo cual indica una probabilidad mayor de éxito (1,07 veces mayor) que los que
presentaban valores menores de AMH. No obstante, el intervalo de confianza para
este valor de AMH fue IC 95% = (0.73; 1.58), presentando un p valor de 0,714;
tratandose de un resultado no significativo. Por el contrario, niveles bajos de AMH
(<0,4) obtuvieron un Odds Ratio menor de 1 (OR= 0.76), lo que implica que a menor
AMH, menor probabilidad de embarazo; sin embargo, tampoco resulté significativo.

En cuanto a la edad de la mujer en los modelos lineales, se mostr6 como la
probabilidad de embarazo disminuia en aquellas >35 afios (OR =0.96), pero sin
significacion estadistica (p valor = 0.33).

En los niveles de Estradiol (E2-HCG) y los niveles de Progesterona (P4-HCG) no se
hallaron resultados estadisticamente significativos.

Figura 11. Modelos lineales con efectos mixtos de las pacientes en IAD (incluyendo todos los ciclos de
inseminacion).

OR 1C 95% p-valor
Edad mujer 0.97 (0.92;1.03) 0.334
Edad mujer >35 0.84 (0.59;1.19) 0.327
AMH<0.4 1.88 (0.76;4.65) 0.174
AMH 0.5-0.8 1.33 (0.77;2.32) 0.31
AMH 0.9-0.12 0.89 (0.49;1.6) 0.696

AMH >2.5 1.04 (0.67;1.61) 0.871
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Dosis inicio 1 (2;2) 0.496
E2-HCG 1.06 (1;1.12) 0.056
P4-HCG 0.85 (0.68;1.06) 0.139

En cuanto a los ciclos realizados por las pacientes de IAD, con respecto a la edad de
la mujer se mostr6 como la probabilidad de embarazo disminuia en aquellas >35
afios (OR =0.84), pero sin significacion estadistica (p valor = 0.327).

Los resultados referentes a los niveles de AMH no fueron significativos. En
pacientes con AMH (>2,5), el Odds Ratio fue 1,04, pero con un p valor de 0.871.

El nivel de Estradiol (E2-HCG), el cual se presenta por cada aumento de 100
unidades obtuvo un Odds Ratio de 1.06, aumentando la probabilidad de embarazo a
mayores niveles de E2. Este resultado fue estadisticamente significativo (p=0.05).

Por otro lado, la Progesterona (P4-HCG) representada por cada aumento de 0.4
unidades, obtuvo un Odds Ratio <1 (OR= 0.85) sin significacion (p = 0.139).

5. DISCUSION

A dia de hoy existe un debate entre la comunidad cientifica de si las técnicas de
reproduccion humana debieran llevarse a cabo en todos los pacientes o Gnicamente
en aguellos con una probabilidad razonable de éxito, basada en los distintos factores
prondstico que influyen en el resultado reproductivo.

A pesar de que a lo largo del tiempo se han ido identificando diversos marcadores
pronosticos de la respuesta ovarica®®, actualmente la edad materna continda siendo el
mejor predictor para evaluar la posibilidad de embarazo en inseminacion artificial®?.
No obstante, la respuesta ovarica podria modificar la probabilidad de embarazo,
dentro de un mismo grupo de edad®?, lo cual implicaria la conjuncién de varios
factores para predecir la tasa de éxito de las técnicas reproductivas.

Hasta ahora se han utilizado diferentes variables, tanto independientes como
combinadas, con el fin de establecer modelos predictivos que puedan darnos una idea
de las expectativas en las técnicas reproductivas'?. La Hormona AntiMiilleriana
(AMH) corresponde al factor prondstico de la reserva ovarica mas frecuentemente
utilizado en las Gltimas décadas®. Se ha demostrado la utilidad de AMH en el reflejo
del resultado del tratamiento en dos maneras®®:

1) Marcador aceptado de la reserva ovérica, ante estimulacion exogena de
gonadotropinas en mujeres infertiles, esto es, mujeres llevando a cabo ciclos
de reproduccion asistida®!.

2) El descenso de la AMH refleja el envejecimiento ovarico, el cual se encuentra
asociado con el deterioro de la calidad de ovocitos?®.
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Por tanto, elaboramos este estudio analizando una gran muestra de pacientes, y
prestando especial atencion a las distintas concentraciones de AMH. Para ello,
dividimos en grupos segun los valores de AMH que presentaban y asi, poder
comparar la tasa de éxito asociada a cada uno de ellos. La probabilidad de embarazo
se incrementaba conforme aumentaba el valor de AMH (OR>1).

Sin embargo, en aquellas mujeres con niveles bajos de AMH en las que se anticipa
una mala respuesta, expertos plantean la posibilidad de priorizar aquellas pacientes
con una mayor esperanza de éxito!? o modificar el manejo requerido en estas
pacientes con el fin de mejorar las expectativas reproductivas.

En diversos estudios se ha utilizado el valor de AMH para el manejo de la
medicacion con gonadotropinas que estimula el ovario, como marcador de la dosis de
inicio que la paciente necesita, para la obtencion del nimero 6ptimo de ovocitos®. La
medicacion con gonadotropinas puede variar segun las caracteristicas clinicas de la
paciente, por ejemplo; la dosis inicial va a depender, principalmente, de la reserva
ovarica y del IMC de la paciente. A mayor reserva y menor IMC menor dosis inicial
y al contrario®*.

De hecho, en nuestro estudio se utilizaron diferentes dosis de inicio para los distintos
grupos de AMH. En aquellos con AMH inferiores se utilizaron hasta 150 mcg de
gonadotropinas, mientras que en las de niveles AMH superiores tan solo se utilizaron
75mcg; obteniendo resultados significativos (p valor <0.001). De modo, que
incrementando la dosis de inicio de gonadotropinas en pacientes con AMH bajas
(Grupo 1-11), aumenta considerablemente la probabilidad de embarazo*, pudiendo
incluso equipararse con niveles superiores de AMH. Esto es, niveles bajos de AMH
orientan al clinico a proceder con protocolos de estimulacion ovarica mas agresivos®.
Consecuentemente, nuestros resultados mostraron la relacion entre la AMH vy la
reserva ovarica y su respuesta a estimulacion ovarica'?, tal y como afirman resultados
previamente publicados en distintos estudios®®.

Se ha demostrado que ademas de la AMH, existen otros factores que nos informan
sobre el numero de foliculos antrales; como el recuento de foliculos antrales (RFA)
obtenido mediante ecografia transvaginal'® y la concentracion de FSH’. De modo
que nos informan sobre la reserva ovarica ademas que nos orientan acerca de la
senescencia ovarica. Diversos estudios confirman la asociacion existente entre estas
variables; AMH presenta una correlacion negativa con FSH y con la edad, y por el
contrario, correlacion positiva con RFAX. Tales asociaciones se observaron en
nuestro estudio con respecto a edad-AMH y AMH-RFA, siendo ambos resultados
estadisticamente significativos.

Ninguno de los marcadores de reserva ovarica es ideal para predecir la tasa
gestacional, ya que el éxito de embarazo viene determinado por mdltiples factores
mas alla de la cantidad y calidad de los ovocitos®. En la ausencia de un marcador
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predictivo Optimo, tienden a utilizarse los niveles de AMH como referencia junto con
otros factores, para asesorar a los pacientes en su pronostico de embarazo en la
Inseminacion intrauterina. Ademas, la AMH presenta ciertas ventajas frente al resto
de marcadores porque no es ciclo dependiente!’ como lo son RFA y FSH, y también
presenta menores variaciones interciclicas que la RFA, para un mismo individuo®®,
Sin embargo, si se han descrito algunos problemas con respecto a la AMH, la cual
pudiera verse suprimida por factores reproductivos o el estilo de vida, incluyendo el
tabaco, el uso de anticonceptivos orales y el embarazo (aun siendo reversible)®,
aunque tampoco se observan resultados concluyentes.

A pesar de todos los marcadores previamente mencionados, el éxito reproductivo se
encuentra fuertemente relacionado con la edad materna, ya que la fecundidad para
producir ovocitos viables va disminuyendo con el tiempo* Segin los datos
publicados por la SEF, la tasa de gestacion en mujeres menores de 40 afios oscila el
14.9% gestacion por ciclo mientras que en mujeres mayores > 40 afios esta tasa
disminuye a un 11.5% por ciclo*. En nuestro estudio no encontramos diferencias
significativas por la edad siendo en <35 (17.5%%), respecto a las mujeres en edades
comprendidas entre 36-39 afios que la tasa de gestacion fue de 18.07%. Al igual que
en las pacientes sometidas IAD; mayor tasa de embarazo en las menores de 35 afios
(31.7%), frente a un 24.06% en el rango de edad de 36 a 39 afios

A su vez, con el fin de comparar la influencia de la AMH y la edad en conjunto, se
categorizd la AMH en 5 grupos de acuerdo a los niveles que presentaban y se
establecieron dos puntos de corte para la edad: el primero < 35afios y el segundo
entre 36-39afos. Los resultados obtenidos mostraron una diferencia significativa
entre la edad de la mujer, en funcién del valor de AMH que presentaban, como es
I6gico a mayor edad, menor nivel de AMH.

Como ya se ha comentado con anterioridad, niveles bajos de AMH indicarian reserva
ovérica disminuida y tiempo reducido para alcanzar la menopausia’, puesto que
también refleja el envejecimiento ovarico!®. Como observamos en nuestro estudio, a
medida que aumentaba la edad de las pacientes, los niveles de AMH disminuyen.
Actualmente, numerosos expertos centran sus estudios en predecir la edad de la
menopausia, puesto que ello supondria una mejora en la prevencion de la infertilidad
ligada a la edad y patologias relacionadas con la menopausia®. Diversos estudios de
seguimiento de larga duracion confirman que los niveles de AMH pueden predecir el
tiempo hasta la menopausia’, al igual que otros estudios mas recientes®. Aunque
nuestro estudio no se centrara en dicho objetivo, si se objetivaron cambios respecto
al declive de la AMH en las pacientes de mayor edad. Tales resultados adquieren
gran importancia en las técnicas de reproduccion asistida, puesto que la medicion del
nivel de AMH en edades tempranas pudiera servir como prondstico de la vida
reproductiva de la mujer®®.
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El uso de AMH como un marcador independiente de la tasa de éxito reproductivo en
pacientes con muy bajos niveles de esta hormona, es un tema que continla siendo
objeto de discusion. Algunos estudios han indicado valores como puntos de corte
(entre 0.2 y 0.4 ng/ml), por debajo de los cuales las probabilidades de embarazo son
minimas?®®, aunque otros grupos alegaban tasas de éxito aceptables en estos
pacientes®:??, Algunos de estos resultados han sido extrapolados de estudios de
Fecundacion In vitro, por tratarse de otra técnica de reproduccién asistida. En
general, los resultados publicados sugieren que la probabilidad de embarazo en estos
pacientes con niveles bajos de AMH depende de otros factores como la edad de la
mujer?® e indica que AMH no puede utilizarse como predictor independiente del
éxito reproductivo®?. Asimismo, como mencionamos anteriormente, cobran gran
importancia el manejo de la dosis de inicio en pacientes con bajos niveles de AMH.

En nuestro estudio, se prestd especial atencidn a aquellas pacientes con niveles bajos
de AMH, en cuanto a las tasas de embarazo. Las tasas gestacionales de estos grupos
fueron inferiores con respecto a valores superiores de AMH, tanto en IAC como
IAD. Es importante ademas, observar la evolucién de todos los embarazos, en
especial aquellos con bajas concentraciones de AMH, por ello realizamos un
seguimiento hasta finalizada la gestacion.

Cabe destacar como los resultados de numerosos estudios publicados antes de 2015
median los niveles de AMH utilizando el kit Gen-11 ELISA, Esta prueba era menos
sensitiva y muestra menor correlacion con RFA que la nueva prueba automatizada de
AMH?*, la cual fue utilizada en nuestro estudio (con el analizador Elecsys®). Los
nuevos sistemas automatizados han demostrado una buena correlacion con el kit
Gen-1l ELISA, asi como mayor sensibilidad® y podrian mejorar el asesoramiento
clinico y la clasificacion de pacientes con niveles bajos de AMH?,

En resumen, nuestro estudio confirmd la correlacion existente entre la edad de la
mujer, y el valor de AMH que presentaban las pacientes, como pronostico de las
tasas de embarazo en Inseminacion Artificial. En pacientes con niveles bajos de
AMH, en los cuales se anticipaba un mal prondstico, se decidi6 aumentar la dosis
inicial, obteniendo tasas equiparables a las pacientes con mayores valores de AMH.

6. CONCLUSIONES
EN IAC

1. Las pacientes que tenian AMH mas bajas son mas mayores, que las que
tenian AMH superiores p<0.001

2. El recuento de foliculos antrales se correlaciona con el nivel de AMH
p<0.001.

3. Las pacientes con AMH mas bajas, se les administra mas dosis de
gonadotropinas P<0.001
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4. Respecto a la edad: no hay diferencias significativas en las tasas de gestacion
en los ciclos acumulados entre las mujeres de hasta <35 y las 36-38, pero
encontramos que las mujeres > 36 afios tienen menos probabilidad de
gestacion OR 0.96 (0.68-1.35) y p=0.82 que las <35 afios.

5. No existe diferencias significativas en las tasas de gestacion para los
diferentes grupos de AMH en los primeros ciclos, ni en los ciclos
acumulados, siempre y cuando se ajusten la dosis de gonadotropinas a la
AMH.

En IAD

1. Las pacientes que tenian AMH mas bajas eran mas mayores, que las que
tenian AMH superiores p<0.001

2. EIl recuento de foliculos antrales se correlaciona con el nivel de AMH p
<0.001.

3. Las pacientes con AMH mas bajas, se les administra mas dosis de
gonadotropinas P<0.001

4. Respecto a la edad: no hay diferencias significativas en las tasas de gestacion
en los ciclos acumulados entre las mujeres de hasta <35 y las 36-39afios. Las
mujeres de 36-39 afios tiene menos probabilidad (OR0.84) de gestacion en
comparacion de con las < 35.

5. No hemos encontrado diferencias significativas en las tasas de gestacion para
los diferentes grupos de AMH en los primeros ciclos, ni en los ciclos
acumulados, siempre y cuando se ajusten la dosis de gonadotropinas a la
AMH.

Concluimos que el nivel de AMH no es criterio de exclusion ni en IAC para < 38
afos, ni IAD para < 40 afios, para la realizacion de inseminaciones.
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