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INTRODUCCION

La cantidad y calidad de los dvulos presentes en los ovarios de una mujer en un
momento dado se define como reserva ovdrica. Es un concepto fundamental en el
ambito de la fertilidad, ya que determina la capacidad reproductiva de la mujer y su

potencial para concebir.

Los biomarcadores en medicina se han utilizado con diversos fines: cribado de
determinadas condiciones o patologias; diagndstico, estadificacion y monitorizacion de
enfermedades; informacién sobre el prondstico; individualizacion de tratamientos o
prediccion de la respuesta a los mismos; y prediccion de efectos adversos a los

tratamientos. Un buen marcador ademas de ser valido (buen predictor de un resultado

clinicamente relevante), deberia ser reproducible (estar sujeto escasa o nula
variabilidad), practico (no invasivo, barato y facil de realizar) y tener resultados
rapidamente disponibles. Un biomarcador ideal podria permitir al paciente su propia

auto monitorizacion [1]

Los marcadores de reserva ovarica son parametros clinicos, hormonales y ecograficos
utilizados para evaluar la reserva ovarica. El primer paso para identificar marcadores
adecuados es comprender la fisiologia de la gametogénesis femenina y los factores

relacionados con el establecimiento y la pérdida de la reserva ovdrica.

La reserva ovarica se establece en vida fetal, alcanzando el pico maximo en la semana
20 de gestacion. Ya en vida fetal se inicia la pérdida de reserva que continta de forma

incesante hasta la menopausia.

Es bien sabido que el potencial reproductivo de una mujer estd determinado
fundamentalmente por edad. Los cambios en los patrones de fertilidad acontecidos en
las ultimas décadas han condicionado un retraso en la maternidad, que ha supuesto un

incremento en las tasas de esterilidad y la necesidad de recurrir a técnicas de
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reproduccion asistida, cuya eficacia y prondstico también estan determinados por la

reserva ovarica.

FISIOLOGIA DE LA GAMETOGENESIS FEMENINA

ESTABLECIMIENTO DE RESERVA OVARICA INICIAL: FORMACION FOLICULOS
PRIMORDIALES EN VIDA FETAL.

Durante el desarrollo embrionario, las células germinales migran a las crestas genitales,
diferenciandose a ovogonias alrededor de la semana 6 de gestacién. En la gdénada
femenina proliferan mediante mitosis durante un corto periodo de tiempo, formando
nidos de ovogonias rodeados por células somaticas. A partir de la semana 11 de
gestacidn, inician la meiosis (proceso de division para generar el ovocito haploide) que
gueda detenida en profase |, alcanzando asi un pico de 6-7 millones de ovocitos
inmaduros en la semana 19-20 de gestacién. Una pequefia parte de estos ovocitos logra
rodearse por células somaticas (precursores de células de la granulosa) y una fina [ldmina

basal constituyendo los foliculos primordiales (FP).

La mayor parte de ovocitos degenera durante este proceso de desarrollo, de forma que
el ovario humano contiene entre 500.000 y 1.000.000 de FP en el momento del
nacimiento. Diversos y complejos mecanismos regulan por tanto el tamano del “pool”
de foliculos primordiales, que deben permanecer quiescentes hasta su activacion a
partir de la menarquia y hasta la menopausia. Esta larga quiescencia representa una
estrategia evolutiva de elevado riesgo, ya que se precisan mecanismos que aseguren la
viabilidad de esos ovocitos (cromosémica y funcional) durante un largo periodo de

tiempo.

AGOTAMIENTO DE RESERVA OVARICA

Los foliculos se desarrollan desde foliculo primordial hasta la fase antral temprana de
forma independiente al estimulo gonadotrdfico. Este reclutamiento se inicia en vida
fetal y continua de forma incesante hasta la deplecion de los FP, alrededor de los 50
afios. En ausencia de estimulo gonadotrofico, estos foliculos preantrales acaban

regresando y atresidndose.
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El desarrollo desde foliculo antral hasta foliculo preovulatorio y ovulaciéon de ovocito
maduro es dependiente del estimulo de gonadotrofinas, iniciandose por tanto tras la
activacion del eje Hipotalamo-hipofisis-ovario en la menarquia[2]. Esta fase es también
la que podemos manipular mediante gonadotrofinas y analogos de la GnRH
administradas exdgenamente, cuando realizamos una hiperestimulacién ovarica

controlada en un ciclo de Fecundacion In Vitro.

DESARROLLO FOLICULAR GONADOPROPINA INDEPENDIENTE

La activacién de los foliculos primordiales (AFP) a foliculos en crecimiento es
independiente del estimulo hormonal. El balance entre la quiescencia y activacién esta
mediado por sefales paracrinas intrafoliculares y a través del microambiente local,

implicando diferentes procesos moleculares, celulares y bioquimicos.
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Figura 1. Fases de desarrollo folicular desde foliculo primordial a ovulatorio. Traducido de Telfer 2023[3]

Tras la AFP, las células de la granulosa se diferencian y proliferan, formando una capa
de células cuboidales que rodean el ovocito, formando asi el foliculo primario. En las
siguientes fases del desarrollo folicular (foliculo secundario/preantral, antral
preovulatorio y ovulatorio), se producen cambios tanto en el ovocito como en las capas
celulares que lo envuelven. El ovocito aumenta de tamafio y se desarrolla para poder
reiniciar la meiosis, y se capacita para la fecundacién y para aportar todo lo necesario
en las primeras fases del desarrollo embrionario. Se constituye la zona pelucida y las

células de la granulosa aumentan de tamafio y proliferan formando capas.
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El foliculo secundario/preantral esta formado por 6-7 capas de células de la granulosa y
empieza a expresar receptores de FSH. Cuando alcanza 0.2-0.4 mm de diametro, se
forma una cavidad llena de liquido (antro) constituyendo el foliculo antral pequefio, ya

sensible a gonadotropinas y visible por ecografia transvaginal[3].

EL CICLO OVARICO: DESARROLLO FOLICULAR GONADOTROPIN DEPENDIENTE.

En la pubertad, la maduraciéon del eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario conduce a la
liberacidon pulsatil de FSH y LH, que dirige el desarrollo folicular ciclico “gonadotropina
dependiente”. La ovulacién de un ovocito maduro a partir de un pool de foliculos
antrales, estd orquestado endocrinolégicamente por las hormonas hipofisarias (FSH y
LH) y los cambios en su pulsatilidad por la retroalimentacion negativa/positiva de las

hormonas ovdricas (estrégenos y progesterona).
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Figura 2: Representacion de ciclo menstrual ovarico, iniciando en fase lutea hasta ovulacion. a)
representacion de foliculos en ovario, b) hormonas hipofisarias, ¢c) hormonas ovaricas.
Adaptaday traducida de Baerwald 2012 [4]
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En la fase lutea media, si no hay gestacién, la caida de progesterona (y estrégenos)
provocada por la regresion del cuerpo luteo (*), conduce al incremento de la pulsatilidad
(en frecuencia y amplitud) de produccion de FSH por la hipofisis (**). Este incremento
de FSH induce el desarrollo y crecimiento de la cohorte de foliculos antrales presentes
en el ovario en ese momento. Las células de la granulosa de esos foliculos producen
estrogenos (***) que ejercen un feedback negativo a nivel hipofisario, reduciendo su
produccién de FSH (****)., Esa caida en los niveles de FSH es la responsable de la
seleccion del foliculo dominante, de forma que solo aquel foliculo con una mayor
sensibilidad y mayor numero de receptores para la FSH podrd continuar con su
desarrollo, mientras el resto de los foliculos de la cohorte se atresia, en paralelo al
incremento de los niveles de estradiol producidos por el foliculo dominante, en el que
las células de la granulosa han proliferado enormemente. EI mantenimiento de los
niveles de estradiol elevados durante mas 4-5 horas (+) conduce a un pico de FSH y LH
(++). El pico de LH desencadena una serie de efectos en el foliculo preovulatorio que
conducen a la reanudacion de la meiosis, expansién y dispersion de las células del
cumulus (que dejan el complejo cumulo-ovocito (COC) en liquido folicular durante 3-4h,
accesible a su obtencion mediante puncion y aspiracién del liquido folicular) y rotura
folicular. Una vez que el COC se libera a la trompa de Falopio, las células de la granulosa

y teca se luteinizan, dando lugar al cuerpo Iuteo.

El desarrollo de foliculos hasta la fase antral se produce en oleadas (cohortes de
foliculos), de forma que en la mayoria de las mujeres se producen 2-3 oleadas de

foliculos antrales en un solo ciclo menstrual[4]

El numero de foliculos antrales que conforman estas oleadas es muy variable entre
mujeres y entre diferentes grupos de edad. Por regla general, el nimero de foliculos
antrales que pueden ser estimulados con FSH en un determinado momento, se reduce
de forma gradual a medida que la edad aumenta, como expresién a la reduccion del

pool de FP.
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BASES FISIOLOGICAS DE LA HIPERESTIMULACION OVARICA CONTROLADA EN
FIV/ICSI.

Estos cambios en el patron de produccion de hormonas hipofisarias en fase folicular y

[Utea del ciclo menstrual sientan las bases de la estimulacion ovarica convencional.

La estimulacidn con gonadotropinas a dosis altas permite que la mayor parte de los
foliculos de la “ola folicular” puedan desarrollarse, al eliminar el efecto atrésico
producido por el descenso de FSH secundario al aumento de los niveles de estradiol

(**** Fig 2).

Del mismo modo, fundamentan la necesidad de administrar una frenacién hipofisaria
para evitar la luteinizaciéon prematura, que se desencadenaria de forma fisioldgica ante

el aumento de los niveles de estradiol producido por el desarrollo folicular multiple.

También explican la necesidad de utilizar un trigger (con gonadotropina coridnica
humana recombinante [hCGr], o bien generando un pico enddgeno de LH inducido por
un agonista de hormona liberadora de gonadotropina [aGnRH]) para la recuperacion de

ovocitos maduros en la puncién ovarica.

PROTOCOLOS DE FRENACION HIPOFISARIA: PROTOCOLO LARGO AGNRH VS
ANTAGONISTAS

Si bien la cada vez mas extendida estrategia de “freeze all” (vitrificacidn electiva de todos
los embriones) ha permitido la aparicion de nuevos protocolos de estimulacion
(estimulacion en fase lutea, duo-stim, frenacién con progesterona). Los protocolos
cldsicamente utilizados (permiten realizar la transferencia embrionaria en fresco) para
frenar la hipofisis y evitar la ovulacién prematura, son el protocolo largo de agonistas de

la GnRH y el protocolo corto con antagonistas

Las diferencias entre las dos pautas se justifican por el diferente mecanismo de accion
de ambos analogos de la GnRH: los agonistas de la GnRH al unirse a sus receptores en la
hipdfisis producen una liberacion de FSH/LH conocida como “flare up”, para
posteriormente frenar su produccién. Sin embargo, los antagonistas producen una

frenacidén directa y rapida.
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Es por ello por lo que, en el protocolo largo de agonistas, el inicio de la estimulacidn se
realiza tras comprobar la desensibilizacién hipofisaria (iniciada en fase lutea media y de
12-14 dias de duracion). Esta frenacion, basandonos en la fisiologia explicada en el punto
anterior (** en Figura 2), podria justificar una mayor sincronia en la respuesta folicular
y la recuperacion de mds ovocitos maduros, al frenar la elevacién de FSH interciclo que
se inicia tras la caida de progesterona al no producirse implantacién en la fase lUtea

media.

La guia de la sociedad europea de fertilidad (ESHRE) de estimulacidon ovdrica para la
fecundacion in vitro/inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (FIV/ICSI)
recomienda el protocolo de antagonistas de GnRH como primera linea de tratamiento
en pacientes con prevision de alta respuesta y respuesta normal, dado su perfil mas
seguro al reducir el riesgo de Sindrome de Hiperestimulaciéon Ovarica (SHO), al permitir
el trigger con agonista y freeze all en caso de hiperrespuesta [5]. Dejando ambos

protocolos como primera linea en pacientes con baja reserva ovarica.

NORMAL HIGH
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Predicted ovarian response LOowW
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GnRH antagonist GnRH agonist GnRH antagonist GnRH agonist GnRH antagonist GnRH agonist
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protocol protocol protocol
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ABBREVIATIONS: AMH: Anti-Mutlerian Hormone; AFC: Antral Fallicl

Figura 3: Diagrama de flujo para la estimulacién ovarica en FIV de la ESHRE[3]

Sin embargo, desde el punto de vista de la eficacia, el debate sigue abierto: el
metaanalisis de Lambalk concluyd que, en poblacion general de FIV/ICSI, el tratamiento
con antagonistas conseguia un embarazo evolutivo menos por cada 28 mujeres tratadas
[6]. EI mismo afio, un ensayo controlado aleatorio en poblacion no seleccionada
concluyd que se recuperaban significativamente mds ovocitos en el protocolo largo con
agonistas, y que algunos subgrupos de pacientes podrian seguir beneficiandose de este

protocolo [7]. Ademas, el protocolo largo ofrece una planificacion logistica mas sencilla.
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Todos estos argumentos justifican que el protocolo largo con agonistas de GnRH aun se
utilice en pacientes con bajar reserva ovarica y en algunos casos de pacientes con

reserva ovarica normal, en las que, de entrada, se plantea transferir en fresco.

CAMBIO EN LOS PATRONES DE FERTILIDAD: RETRASO DE LA MATERNIDAD.

La tasa de fertilidad global, definida como el nimero de hijos por mujer en edad
reproductiva (15-49 aios) se ha reducido de forma drastica en las ultimas décadas. Entre
1950 y 2021, el nimero medio de hijos/mujer se ha reducido a menos de la mitad. Se
estima que en el 2100 el 93% de los paises desarrollados tendran una tasa de fertilidad

inferior a 2,1, por debajo del nivel de reemplazo poblacional [8].
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Figura 4: Tasa de fertilidad global por regiones. Global Burden of Disease Study. Lancet
2024 [1]. La linea horizontal representa la tasa de reemplazamiento poblacional, la
vertical inicio de medidas pronosticadas.

Son muchos los factores responsables de esta reduccion en la natalidad que incluyen:
cambios en el estilo de vida, implementacién y generalizacién de métodos
anticonceptivos eficaces, igualdad de género tras la incorporacion de la mujer a un alto
nivel académico y profesional, dificultad para encontrar la estabilidad econémica y
sentimental, falta de medidas sociales que promuevan la maternidad, falta de ayuda

familiar para cuidado de menores (abuelos trabajadores) [9,10]
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Uno de los factores relacionados con este descenso de la tasa de fertilidad es el retraso
en la maternidad, mas evidente en paises desarrollados. La edad media de las mujeres
al nacimiento de su primer hijo se ha incrementado en un afio por década desde 1970,
estando por encima de 28 en la mayor parte de paises del OECD (Organization for

Economic Co-operation and Development).
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Figura 5: Edad media al nacimiento del primer hijo en diferentes paises de la OECD

Family Database [4], afio 200 rombo blanco vs afio 2021 barra azul. Espafia se sitla en

cabeza, solo por detrds de Corea e Italia.
Una mayor edad cuando se inicia la busqueda gestacional incrementa el riesgo de
esterilidad. La probabilidad de conseguir gestacién mensualmente (fecundabilidad) es

Optima hasta los 31 afos, reduciéndose a la mitad a la edad de 40 afos. La edad media

del ultimo nacimiento en la poblacion general se situa entre los 40-41 afios [11].
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ESTERILIDAD E INCREMENTO DE LA REPRODUCCION ASISTIDA.

La esterilidad, definida como la incapacidad de concebir tras 12 meses de relaciones
desprotegidas, estd presente, seglin datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS

[12]), en el 17,6% de los adultos (alrededor de 1 de cada 6).
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Figura 7: Estimacion de la prevalencia global de esterilidad en
paises con ingresos altos y bajos. Traducida y adaptada [12]

La alta prevalencia de la enfermedad ha llevado a la OMS a etiquetar esta patologia
como ‘un grave problema de salud publica’ que ‘afecta a millones de personas’, dicho
informe construido en base a datos recogidos entre 1990 y 2021 obtenidos de un total
de 133 estudios, no se registraron grandes diferencias en relacion con la prevalencia de
la esterilidad entre regiones, con tasas similares en los paises de ingresos altos,
medianos y bajos, lo cual demuestra que se trata de un problema de salud publica

global[13]

Postponer la maternidad contribuye a la reduccién de fertilidad, a tener menos hijos de
los deseados, al incremento en la necesidad de técnicas de reproduccién asistida (TRA)

e incremento de la morbilidad y costes tanto para madres como para nifios.

Esto explica el constatado incremento en el nimero de tratamientos y de nifios nacidos
por TRA en paises desarrollados, en los que hasta un 10% de los recién nacidos vivos son

gracias a tratamientos reproductivos.
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Técnicas reproduccion Asistida en Europa 1997-2019
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Figura 8: Técnicas reproduccion asistida en Europa desde 1997 hasta 2019.

Adaptado de registro europeo de TRA [5].

La TRA princeps, que se acaba indicando en la mayoria de las parejas estériles es la
FIV/ICSI, que va precedida de una estimulacion ovdérica con el fin de obtener mas

ovocitos e incrementar la rentabilidad de la técnica.

EDAD OVARICA Y ANEUPLOIDIA

Se estima que solo un 30% de los évulos fecundados in vivo seran capaces de implantar
y dar lugar a un recién nacido vivo, mientras que un 10% daran lugar a un aborto clinico.
Hasta el 30% de los embriones no logran implantar y el otro 30% se pierden de forma
temprana (antes de diagnosticase el embarazo clinico). La mayoria de estas pérdidas
embrionarias tanto pre como postimplantacionales estdn asociadas con anomalias

cromosodmicas en los gametos y el embrion[14]

La pérdida embrionaria secundaria a la aneuploidia no solo se limita a la fertilidad
natural humana, sino que también determina las tasas maximas de éxito alcanzables con
la fecundacion in vitro. Recientes publicaciones confirman que la implantacién depende
principalmente de factores embrionarios; cuando se transfieren tres o mas blastocistos
euploides, el fallo recurrente de implantacion es practicamente inexistente [15,16],
alcanzando tasas acumuladas de recién nacido vivo del 92,6% tras tres transferencias de

embrién euploide y 98,1% tras cinco.
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La tasa de aneuploidia embrionaria a aumenta de forma exponencial a partir de los 30

afios, siendo superior al 80% a partir de los 42 afios [17]
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Figura 9: Porcentaje de blastocistos aneuploides en funcion de la edad [17].

El porcentaje de blastos euploides en los diferentes grupos de edad permanece
constante independientemente de la respuesta obtenida, por tanto, la posibilidad de
conseguir al menos un blastocisto euploide depende del nimero de ovocitos

obtenidos[18,19].

Toda esta evidencia permite llegar a la conclusidn de que, a mayor nimero de ovocitos
obtenidos, mayor es la probabilidad de tener algun blastocisto euploide y por tanto, de

conseguir una gestacion evolutiva [20].

FERTILITY AWARENESS: IMPORTANCIA INFORMACION SOBRE FERTILIDAD

Evidencia reciente ha puesto de manifiesto el gran desconocimiento sobre la fertilidad,
factores de riesgo de esterilidad y consecuencias de retrasar la busqueda
gestacional[21] . Esta percepcidnincorrecta sobre la fertilidad femenina podria conllevar

de forma involuntaria a no tener hijos o a tener menos de los planeados.

Existen datos que sugieren que, si las mujeres sienten que su potencial reproductivo es
limitado, podrian cambiar sus planes reproductivos, incluyendo avanzar la maternidad

y realizar técnicas de preservacion de la fertilidad [22]
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La existencia de marcadores de reserva ovdrica eficaces, robustos, sencillos vy
econdmicos; acompanada de una adecuada educacion en fertilidad tanto a pacientes
como a profesionales de la salud (médicos de familia /ginecdlogos de atencién primaria),

podria tener un importante impacto en la fertilidad poblacional.

RESERVA OVARICA

La reserva ovarica esta compuesta por foliculos primordiales quiescentes. Se estima que
todo el proceso de maduracién folicular, de activacion de foliculo primordial a foliculo
preovulatorio dura >200 dias y que la mayor parte de la reserva ovarica no dard lugar a

un ovocito maduro (>99% de FP se perdera durante el proceso de maduracién folicular).

La reduccidn en la cantidad de foliculos primordiales iniciada en vida fetal es incesante,
pero la velocidad de pérdida se incrementa de forma importante a partir de los 30 afos,
en la que estima que el niumero de foliculos se reduce a la mitad cada 5 afios [23]. Por
lo tanto, los factores determinantes de la reserva ovarica en un determinado momento

no solo dependen de la dotacidn inicial, sino también de la velocidad de pérdida.
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Figura 10: NUimero de foliculos primordiales y proporcién de ovocitos de baja calidad.
Broekmans 2007 [23]

Esta reduccidn en cantidad de ovocitos a medida que la edad avanza va acompafiada de
una reduccién de la calidad ovocitaria. El envejecimiento ovarico se asocia a errores en

el proceso de meiosis, daifio en el DNA mitocondrial, acortamiento en los telémeros...
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Estos errores son los causantes de la relacion edad-aneuploidia explicados

anteriormente.

Sin embargo, existe una variabilidad importante en cuanto al potencial fértil en mujeres
de una misma edad [24]. Se estima que la diferencia en el nimero de foliculos entre dos
mujeres de la misma edad puede ser multiplo de 100, esto puede tener importantes

efectos en el potencial reproductivo de una mujer concreta[25,26].

A modo de ejemplo, podemos encontrar mujeres 36 afios que consiguen gestacion
espontanea de forma rapida,
otras que consiguen gestacién
tras muchos meses de busqueda

o que presentan wun fallo

Cumulative %

ovarico/menopausia precoz. De

aqui surge la necesidad de

disponer de parametros capaces 21 o

Age (years)
de medir la reserva ovarica Figura 11: Variabilidad en la edad de aparicion de diferentes hitos
reproductivos. Broekmans 2007 [23]

independientemente de la edad.

Un buen marcador de reserva ovarica seria aquel que nos permitiera estimar la cantidad
y calidad de los ovocitos presentes en los ovarios de una mujer en un determinado

momento.

MARCADORES DE RESERVA OVARICA

Los marcadores de reserva ovarica como biomarcadores podrian ser Utiles para: screening
de fertilidad, si fueran capaces de evaluar el potencial fértil presente y/o futuro, lo que
permitiria a las mujeres decidir cudndo y como proceder con la planificacion familiar, el
tratamiento de fertilidad o la preservacion de la fertilidad; valorar el pronostico de los
tratamientos de reproduccion asistida, que permitiria asesorar a las pacientes basdndose
en la prediccion de la respuesta ovarica y la probabilidad de conseguir el nacimiento de
un niflo sano; estadificar y monitorizar la reserva ovdrica tras  tratamientos

gonadotdxicos, o en pacientes con condiciones que las ponen en riesgo de fallo ovérico
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prematuro; individualizar los tratamientos de estimulacion para optimizar la respuesta y

minimizar los riesgos: predecir los efectos adversos a la estimulacion.

Los marcadores de reserva ovarica han fracasado como predictores de fertilidad natural.
Evidenciar baja reserva ovarica no se relaciona con una menor posibilidad de gestacion
espontdnea a corto[27], ni largo plazo[28]. Tampoco se ha evidenciado una menor tasa
de embarazo o recién nacido vivo (RNV) cuando se realizan inseminaciones artificiales
con donante de semen, mujeres potencialmente fértiles con baja reserva ovarica[29]. Es
por ello, que no existe evidencia que avale el uso de marcadores de reserva ovarica como

evaluadores de capacidad reproductiva.

Los marcadores de reserva ovarica también han fracasado como predictores de
gestacion / RNV con FIV/ICSI, si bien, esta conclusién se ha basado a estudios que solo
evaluaban una transferencia embrionaria. Teniendo en cuenta que un porcentaje de
embriones, variable en funcidon de la edad, seran aneuploides y no daran lugar a un
embarazo evolutivo, cuando se evalla el éxito en los resultados de TRA, deberia tenerse
en cuenta no solo la probabilidad de embarazo de cada transferencia, si no la acumulada

por ciclo.

Reportar el éxito de la FIV/ICSI con tasas acumuladas de nacidos vivos por ciclo (CLBR)
se ha convertido en el estandar en la era de la vitrificacion, pero existe la necesidad de
un consenso para definir las tasas de éxito [30]. Cuando el objetivo es dilucidar el
resultado de un ciclo de FIV/ICSI, deben analizarse todos los ciclos iniciados (no solo los
aspirados) e incluirse solo los ciclos finalizados (todos los embriones transferidos hasta

un RNV o hasta que no queden mas embriones disponibles).

La CLBR guarda una significativa relacion con la respuesta ovarica [31,32], pero las
escasas publicaciones que han evaluado si los marcadores de reserva ovarica son

capaces de predecir este resultado no son concluyentes [33]

Por este motivo, universalmente se acepta que los marcadores de reserva ovarica NO
son eficaces para evaluar la CALIDAD ovocitaria, SOLO la CANTIDAD, por tanto, su

utilidad se enfoca cuando se van a indicar TRA para: informar del prondstico de la
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FIV/ICSI, predecir la respuesta a la estimulacién y sus complicaciones e individualizar el
tratamiento. Por tanto, un buen marcador de reserva ovdrica sera el que sea capaz de

predecir la respuesta la estimulacién ovarica en un ciclo de FIV/ICSI.

Para evaluar la eficacia de los marcadores de reserva ovarica como predictores de
repuesta ovarica, es necesario estandarizar puntos de corte para definir respuesta baja,
normal y alta. Desde el consenso de la sociedad europea fraguado en Bologna para
definir la paciente “baja respondedora”, que se ha mantenido en posteriores
clasificaciones de pacientes (POSEIDON)[34] y consensos (ESHRE Guideline Ovarian
Stimulation)[5], la baja respuesta se define como la cancelacidn del ciclo, o la obtencién

en la puncion de 3 o menos ovocitos bajo un protocolo estandar de estimulacién.

Respecto a la alta respuesta, el punto de corte no esta tan claro. Los ex pertos que
conformaron la guia europea de estimulacion ovarica en el 2019 [5]propusieron mas de
18 ovocitos obtenidos en puncién. En el 2023 un grupo de 28 expertos, que incluia la
mayoria de los autores de la guia europea de estimulacion, publicaron un Delphi
Consensus [35], en el que la definicion de alta respuesta a la estimulacidon ovarica

establecia como punto corte la obtencidn de 15 o mas ovocitos en la puncién.

Son numerosos los marcadores de reserva ovarica descritos, tanto hormonales [FSH
basal, E2 basal, hormona antimiilleriana (AMH), inhibina B] como ecograficos [recuento
de foliculos antrales (AFC), volumen ovarico, Doppler ovarico] y test dindmicos (test de

clomifeno, test de FSH, test de aGnRH).

Possible ovarian reserve markers

FSH |
Paracrine control 1 Endocrine control !
Incependent Inhibin B Dependent 20 mm

T

Unknown:
serum marker for
primordial follicles

r T T 1

=120 days 85 days 14 days

Figura 12: Marcadores potenciales de reserva ovarica y momento de su produccion en el
ovario. Forty years IVF. 2018
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Revisaremos los mas utilizados en la practica clinica, que son los que han sido evaluados
en los trabajos que conforman esta tesis: longitud del ciclo menstrual (LCM), FSH/E2
basal, AMH y AFC. No solo en lo que respecta a su validez, si no en su practicidad
(variabilidad de sus medidas, facilidad de realizarlos, precio, rapidez en obtener

resultados...)

MARCADORES CLINICOS DE RESERVA OVARICA
En la anamnesis inicial de la pareja estéril podemos obtener sustancial informacion que

nos orienta sobre la reserva ovarica de la paciente.

LONGITUD DEL CICLO MENSTRUAL

FISIOLOGIA
El 85 % de las variaciones en la longitud de los ciclos menstruales son debidas a

variaciones de la fase folicular; la fase IGtea tiene una longitud fija de entre 12-14 dias.

El acortamiento del ciclo menstrual es un hecho fisiolégico, que ocurre en las mujeres
en los afos previos a la entrada en menopausia. A medida que la edad de la mujer
avanza, la longitud de su ciclo menstrual (LCM) se acorta, a consecuencia de un
acortamiento de la fase folicular. El envejecimiento ovarico se asocia a una reduccién
progresiva del pool de foliculos primordiales y una reduccion en la cohorte de foliculos
antrales sensibles a la accién gonadotropa. A medida que la edad avanza, los niveles de
FSH son mas elevados (se explicara en la fisiologia de este marcador), lo que produce el
inicio del reclutamiento folicular en fase lutea de ciclo previo, un desarrollo folicular mas
rapido y una ovulacion mas temprana, acortandose por tanto la fase folicular y la LCM

[36,37].

Asi en estudios clasicos longitudinales se ha observado que la LCM a los 20 afios es de
30,1 dias, reduciéndose a 27,3 a los 40 afios, alcanzdndose el punto mas bajo a los 42

afios, cuando se inician los ciclos irregulares y alargados [38,39].

Aunque existe una amplia variabilidad entre la LCM entre las mujeres en edad
reproductiva, se consideran ciclos regulares y ovulatorios entre los que tienen una

longitud entre 21 y 35 dias[40].
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EFICACIA
Existe cierta evidencia que apunta en mujeres con ciclos cortos a peores tasas de

gestacion tanto espontanea como tras TRA [41]

La LCM en mujeres con ciclos regulares ha demostrado estar relacionada con los
marcadores de reserva ovarica. Las mujeres con ciclos cortos tienen marcadores de
reserva ovarica (AMH y AFC) significativamente inferiores[41] y las pacientes con niveles
de AMH/AFC elevados tienen ciclos mas largos[42]. Estudios realizados en FIV/ICSI, han
identificado una relacion lineal entre LCM vy la respuesta ovarica [43,44]. Sin embargo,
ningun estudio ha evaluado la capacidad predictiva de la LCM como predictor de baja

y alta respuesta, con sus definiciones estandarizadas.

PRACTICIDAD

La LCM es un marcador individual, simple y universal que podria ser utilizado como una
sefial de sutil y temprano envejecimiento ovarico. En caso de detectarse ciclos cortos, la
paciente deberia ser referida a un especialista en reproduccién para realizar un

asesoramiento reproductivo adecuado en caso de confirmarse la baja reserva ovarica.

MARCADORES HORMONALES DE RESERVA OVARICA

FSH/E2 BASAL (2-52 DIA DEL CICLO)

Las determinaciones hormonales de FSH y E2 en situacion basal (antes de haberse
iniciado el reclutamiento/dominancia folicular) fueron los primeros marcadores de
reserva ovarica descritos en los inicios de la estimulacion ovarica hace mas de 30 afios

[45].

FISIOLOGIA
La FSH producida en la hipdfisis estimula el crecimiento y maduracion del pool de
foliculos antrales/preantrales presentes en ese momento en los ovarios. La FSH también

induce la produccidn de estradiol en las células de la granulosa.
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Figura 13: Representacion de feedbacks positivos y negativos en la produccion
de FSH. Ovarian reserve testing. Tal 2017 [41]
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La elevacion de la FSH basal es consecuencia de la disminucién del feedback negativo
realizado por activina e inhibina B, producidas por el pool de foliculos

preantrales/antrales. A menor tamario del pool de foliculos, mayor FSH basal.

Cuando empieza a producirse E2, este ejerce una retroalimentaciéon negativa en la
hipdfisis. Por tanto, detectar un nivel de E2>50pg/ml en un tercer/cuarto dia del ciclo
indica que el proceso de desarrollo/seleccidon folicular ya se ha iniciado (ciclo corto) y
que, por tanto, el nivel de FSH que encontremos no sera valorable (serd mas bajo que el

verdadero valor basal).

PRACTICIDAD
Las determinaciones deben de realizarse en fase folicular precoz (2-52 dia del ciclo) e

idealmente repetirlas en caso de encontrar el E2 alto de forma mas precoz.

Estas determinaciones tienen una importante variabilidad interciclo (cuando se repite
medida en varios ciclos) y requieren normofuncion del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario
(no pueden determinarse en pacientes que estan tomando anticonceptivos, situacion

de embarazo, hipogonadismo-hipogonadotropo...).

EFICACIA
Estudios iniciales, apuntaban a que un resultado de FSH elevada era predictor de baja
respuesta y peores tasas de gestacion en FIV/ICSI. La combinacién de FSH basal con E2

mejoraba la sensibilidad y especificidad del marcador [46].
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Sin embargo, numerosos estudios adicionales retrospectivos y prospectivos permitieron
llegar a la conclusidn de este marcador era buen predictor de baja respuesta SOLO en
pacientes con niveles umbral muy elevados, que ademas de encontrarse en un
porcentaje muy bajo de pacientes, tiene una tasa de falsos positivos del 5%, un resultado
anormal Unico en mujeres menores de 40 afios puede no predecir una mala respuesta
o un fracaso para concebir. Un valor de FSH basal anormalmente alto tiene un alto valor
predictivo de una respuesta ovarica disminuida, pero un valor normal tiene un bajo valor

predictivo negativo para una mala respuesta[47].

Ademas, la FSH basal no tiene valor en la prediccidn de la alta respuesta, ni del sindrome

de hiperestimulacién ovarica (SHO).

Las marcadas deficiencias del nivel de FSH basal como marcador predictivo fueron un
motor en la busqueda y el desarrollo de nuevos marcadores de reserva ovarica, que, no
obstante, no se inicié hasta comenzo hasta la segunda y tercera década de la historia de

la FIV/ICSI[48].

AMH

FISIOLOGIA

Una vez el foliculo primordial ha sido seleccionado para iniciar su desarrollo, las células
de la granulosa del foliculo primario empiezan a producir AMH. Esta expresion continla
hasta la fase de foliculo antral pequefio, dejdndose de producir cuando el foliculo se

dominante se selecciona.

Inhibe la transicion de foliculo primordial a foliculo primario, regulando por tanto el
pool de foliculos en crecimiento, y también ejerce un efecto negativo en la seleccién
folicular mediada por la FSH y en la actividad aromatasa. Por tanto, la AMH es reflejo de
la foliculogénesis inicial independiente de las gonadotrofinas (de foliculo primario a
foliculo antral), por lo que es un marcador mas “cercano” y directo al pool de foliculos

primordiales (reserva ovarica)

El ovario empieza a producir AMH a las 36 semanas de gestacidn, los niveles se van

incrementando en la infancia para llegar a un plateau durante la adolescencia. A partir
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de los 25 afios empiezan a descender, relacionandose de forma inversa con la edad. Es
por este motivo por el que la AMH solo debiera utilizarse como marcador de reserva

ovarica a partir de los 25 afios[49].

PRACTICIDAD

La produccidon de AMH es en su mayor proporcién, es independiente de la FSH, lo que
determina que sus medidas se mantengan relativamente estables a lo largo del ciclo
menstrual y también entre diferentes ciclos. Esta estabilidad en sus medidas postuld
esta hormona como el marcador de reserva ovarica Gold Standard[48] y es comUnmente
aceptado que la determinacidn de la AMH puede realizarse independientemente de la

fase del ciclo menstrual [50].

No obstante, con el desarrollo de kits automaticos dotados de una mejor sensibilidad y
precision, los estudios sobre la estabilidad de los niveles de AMH durante el ciclo
menstrual arrojaron resultados contradictorios. Asi, un reciente metaanalisis que
evaluaba la variabilidad entre los niveles de AMH valorados en fase folicular y fase lutea
concluia que los niveles de AMH eran significativamente superiores en fase lUtea,

aunque la magnitud de la diferencia era escasa 0,12ng/ml [51].

Aunque solo una pequeiia produccion de AMH depende de foliculos en crecimiento
dependientes de la FSH, existen situaciones clinicas en las que los niveles de AMH, a
consecuencia de niveles persistentemente bajos de FSH, pueden estar “falsamente

bajos”.
a) En casos de hipogonadismo hipogonadotropo primario[52].
b) Tratamientos prolongados con analogos de la GnRH, embarazo.
c) Uso de anticonceptivos.

Los estudios han demostrado una disminucion de hasta el 50% en tan solo 9
semanas con el uso continuo de anticonceptivos hormonales combinados[53] .
Una revision sistematica confirmo una reduccion en los niveles de AMH de entre
el 14% y el 55%, segun el tipo de anticonceptivo hormonal y la duracién de su

uso [54]
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Dado que la AMH se esta utilizando cada vez mas para evaluar la fertilidad y guiar
recomendaciones de tratamiento, como la preservacion de évulos, es
importante considerar la reversibilidad de esta supresiéon [55]y la posible
necesidad de un periodo de lavado (de dos meses) antes de realizar una

evaluacidn precisa y/o una estimulacion maxima [55]

La principal limitacion de la hormona antimilleriana (AMH) son los métodos de analisis
utilizados para su medicién. Inicialmente, la AMH se midié con dos kits diferentes de
ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) (Diagnostic Systems Laboratories
e Immunotech) posteriormente fueron adquiridos por Beckman Coulter, que desarrollé
una segunda generacion de ELISA bajo el nombre de "AMH Gen Il ELISA”. Debido a las
diferencias en los anticuerpos y la sensibilidad de los ensayos, ademas de las variaciones
entre laboratorios, se encontraron diferencias considerables entre los diferentes
ensayos, especialmente en valores bajos de AMH, lo que complicaba la interpretacién

de los valores y sus implicaciones clinicas.

Los ensayos automatizados de AMH, Access AMH (Beckman-Coulter Diagnostics) y el
Elecsys® AMH Immunoassay (Roche Diagnostics International) altamente sensibles y
disponibles desde 2014, han reemplazado a los antiguos ELISA, proporcionando
resultados mas rapidos y mejorando la confiabilidad entre observadores. Sin embargo,
existen otros kits disponibles en el mercado, no se ha identificado un factor de
conversion confiable y no se han acordado estandares internacionales para los ensayos.
Por lo tanto, los puntos de corte desarrollados y reportados para un ensayo comercial

de AMH no son generalizables a otros[56].

EFICACIA

En el afio 2002 se sugirié su utilidad como marcador de reserva ovdrica[57], desde
entonces, multiples estudios han investigado el papel de la AMH en la prediccidén de la
respuesta ovarica a la estimulacion ovdrica. La mayoria de estos estudios cuentan con
un numero limitado de pacientes y han utilizado diferentes ensayos para medir los
valores de AMH. La AMH ha sido estudiada tanto en ciclos con agonistas como con
antagonistas de GnRH, asi como en pacientes estimuladas con diferentes dosis y

protocolos de FSH. Ademas, la definicion de una respuesta baja o alta no ha sido
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uniforme. Ademas, se han escrito varias revisiones narrativas junto a diferentes

metaanalisis sobre el tema.

AMH High ovarian response Poor ovarian response

Broer 2013a/b 4786/5705 >15 oocytes 0.82 <4 oocytes 0.81

Other studies:

Elgindy 2008 33 <4 oocytes 0.90

Jayaprakasan

2010 150 <3 oocytes 091

Andersen 2011 442 >18 oocytes 0.77 <6 oocytes 0.84

Tolikas 2011 90 <4 oocytes 0.70

Arce 2013 374 =15 oocytes 0.77 <3 oocytes 0.78 hMG stimulation
Arce 2013 375 215 oocytes 0.81 <3 oocytes 0.90 rFSH stimulation
Lan 2013 382 >20 oocytes 0.76 <3 oocytes 0.88

Mutlu 2013 192 <4 oocytes 0.86

Tsakos 2014 105 >12 oocytes 0.66 <4 oocytes 0.63

Heidar 2015 188 >12 oocytes 0.69 <3 oocytes 0.76

Oehninger 2015 686 >18 cocytes 0.86 <6 oocytes 0.87

Li 2016 615 >15 oocytes 0.76 <5 oocytes 0.70

Figura 14: Precision de la AMH en la prediccidon de bajay alta respuesta. ESHRE Guideline
Ovarian Stimulation 2020[51

A pesar de la heterogeneidad de los estudios, la AMH ha demostrado ser un buen
predictor de la respuesta ovarica y asi la guia de estimulacién de la sociedad europea
recomienda con un grado de evidencia fuerte que se utilice la AMH para le prediccidon

de baja y alta respuesta [5]

En 2023 se publicd un metaanalisis que analizaba la eficacia de AMH como predictor de
CLBR en FIV/ICSI [33], en el andlisis inicial que incluia 4 estudios no se encontraron
diferencias, pero tras excluir dos estudios con alto riesgo de sesgos, la AMH fue
significativamente mas alta en mujeres con al menos RNV que, en aquellas sin RNV, sin
heterogeneidad. No hubo suficientes datos para evaluar la capacidad de la AMH en la

prediccidn de la tasa de recién nacidos vivos acumulados.

MARCADORES ECOGRAFICOS DE RESERVA OVARICA

La evolucion de la Fecundacion In Vitro y de la ecografia transvaginal estan intimamente

conectadas. En el afio 1982 se describid el control ecografico por via abdominal para

25



INTRODUCCION

realizar un seguimiento del desarrollo folicular[58] y realizar la puncién ovarica [59],

previamente realizada por minilaparotomia/laparoscopia.

El desarrollo de sondas vaginales de alta resolucidn, hizo que en los afios 90, se adoptara
para la monitorizacién de los ciclos de FIV/ICSI y para guiar la puncidon ovarica. Siendo el

volumen ovdrico el primer marcador de reserva ovarica propuesto [60].

RECUENTO DE FOLICULOS ANTRALES

FISIOLOGIA
Los foliculos antrales son sensibles a la accién gonadotropa y son los que entran en
accion durante la segunda fase de desarrollo folicular (gonadotropina dependiente), la

fase ciclica que mensualmente se inicia si no hay gestacion tras la menarquia.

Los pequefios foliculos antrales inician su crecimiento y produccion de E2; este ascenso
de E2 provoca un feedback negativo en la hipdfisis que hace descender la produccién de

FSH, siendo este descenso el responsable de la seleccién del foliculo dominante

El AFC es el resultado de contabilizar todos los foliculos antrales (2-10mm) visibles en |a

ecografia transvaginal.

PRACTIDAD

El AFC presenta mayor variabilidad intraciclo que la AMH, por lo que la medida
estandarizada debe realizarse en fase folicular precoz (2-42 dia del ciclo)[61,62]. Si bien
algunos de los autores que han evaluado esta variabilidad en diferentes fases del ciclo
apuntan a que esta variabilidad probablemente tenga poca relevancia clinica [63,64].
Los 4 estudios que han evaluado la relacion entre el recuento de foliculos antrales en
cualquier momento del ciclo (rAFC) y los resultados de la FIV/ICSI, han mostrado una
relacion entre rAFC y respuesta ovarica, pero ninguno ha evaluado su poder predictivo

para la baja / alta respuesta con sus definiciones estandarizadas.
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También se ha observado variabilidad en las medidas del AFC interciclo [65], esta
variabilidad puede explicarse por la fisiolégica diferencia en el tamafo de la cohorte de
foliculos (oleada) mes a mes, no obstante, esta variabilidad es superior a la observada
en las medidas de AMH [65-67]. Si bien es cierto, que estudios publicados 10 anos
después a estos iniciales, han mostrado una menor variabilidad interciclo
(probablemente en relacion con la mejora en la resolucién de los ecégrafos)[68] e

incluso una fluctuacién paralela a las fluctuaciones intraciclo de la AMH [69].

Otro aspecto que puede afectar a la validez del AFC es la variabilidad interobservador,

pero la concordancia entre observadores en centros con experiencia es alta[62]

La ecografia transvaginal 2D en tiempo real es adecuada para el AFC en la practica clinica
diaria pese a que los recuentos automaticos en volimenes 3D (sonoAVC) mejoran la
reproducibilidad, aumentan la complejidad y el tiempo de andlisis (requiere

postprocesado de imagen), por lo que no se han incorporado a la préctica clinica.

Las medidas de AFC también se ven afectadas por todas aquellas
situaciones/tratamientos en las que existe un descenso/ausencia de FSH: uso de

anticonceptivos orales, agonistas de la GnRH...

Sin embargo, el recuento de foliculos antrales valorado tras la frenacién hipofisaria en
un protocolo largo de agonistas (AFCaps), no parece verse reducido de forma
significativa [70-72]. La capacidad predictiva del AFCaps en la prediccion de baja
respuesta ha sido evaluada en cohortes con escasas pacientes y en la prediccion de la
alta respuesta y recién nacido vivo/ciclo (CLB) no ha sido evaluada [72-74], hasta la

publicacidn del primer articulo de la presente tesis.

Al tratarse de un parametro ecografico, su valoracién también esta limitada en pacientes
con peor visibilidad de los ovarios (sobrepeso/obesas, Uteros polimiomatosos, ovarios
altos...) y hay que tener en cuenta también la resolucién del ecégrafo con la que se

realiza para definir los cut-off utilizados.
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EFICACIA

Un gran numero de estudios ha investigado el papel del recuento de foliculos antrales
en la prediccidn de la respuesta ovarica a la estimulacion ovarica. La mayoria de estos
estudios cuentan con un nimero limitado de pacientes, y la definicién de respuesta baja
y alta no ha sido uniforme. El AFC ha sido estudiado en ciclos con agonistas y
antagonistas de GnRH y en pacientes estimuladas con diferentes dosis y protocolos de

FSH. Adema3s, se han realizado varias revisiones narrativas y metaanalisis sobre el tema.

AFC High ovarian response Poor ovarian response
Broer 2013a/b 4786/5705 >15 oocytes 0.73 <4 oocytes 0.73
Other studies:

Bancsi 2002 120 <4 oocytes 0.87
Bancsi 2004 130 <4 oocytes 0.87
Kwee 2007 110 >20 oocytes 0.92 <6 oocytes 0.83
Soldevila 2007 327 <5 oocytes 0.73
Elgindy 2008 33 <4 oocytes 0.94
Khairy 2008 148 <4 oocytes 0.79
Jayaprakasan

2009 141 <4 oocytes 0.89
Jayaprakasan

2010 150 <3 oocytes 0.94
Penarrubia 2010 98 <3 oocytes 0.90
Tolikas 2011 90 <4 oocytes 0.81
Arce 2013 374 =15 oocytes 0.65 <3 oocytes 0.67 hMG stimulation
Arce 2013 375 215 oocytes 0.64 <3 oocytes 0.74 rFSH stimulation
Lan 2013 382 =20 oocytes 0.81 <3 oocytes 0.80
Mutlu 2013 192 <4 oocytes 0.93
Tsakos 2014 105 >12 oocytes 0.86 <4 oocytes 0.86
Oehninger 2015 686 >18 oocytes 0.88 <6 oocytes 0.88

Figura 15: Precision del AFC en la prediccién de bajay alta respuesta. ESHRE Guideline Ovarian
Stimulation 2020[5]

A pesar de la heterogeneidad de los estudios, el AFC ha demostrado ser un buen
predictor de la respuesta ovarica y asi la reciente guia de la sociedad europea
recomienda con un grado de evidencia fuerte que se utilice para la prediccién de bajay

alta respuesta [5].

Los escasos estudios previos que han evaluado el poder predictivo del AFC para la CLBR
han encontrado una relacién positiva entre ambas variables, si bien el AFC presentaba

un poder predictivo modesto [75-78]
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RESUMEN DE LA EVIDENCIA EN MARCADORES DE RESERVA OVARICA

Los marcadores de reserva ovdrica son excelentes predictores de respuesta ovdrica,
prondstico y riesgo de complicaciones en FIV/ICSI, aunque no son predictores de

fertilidad natural.

La determinacién de AMH y el AFC son los marcadores recomendados para predecir la

baja / alta respuesta a la estimulacion.

La determinacion de AMH puede realizarse en cualquier momento del ciclo, aunque no
es valorable en situaciones/tratamientos con hipofuncidén gonadotropa hipofisaria y

existe variabilidad en funcidn del kit utilizado en su determinacion.

El AFC debe realizarse en fase folicular precoz, aunque existe cierta evidencia que
apunta a que la variabilidad en diferentes fases del ciclo y su medida tras frenacién
hipofisaria con agonistas de la GnRH en un protocolo largo de FIV/ICSI, no reduciria su
validez clinica. Es operador y ecografo dependiente, pero en manos especializadas esta
variabilidad es escasa. Hoy en dia la ecografia transvaginal estd ampliamente disponible

en las consultas ginecoldgicas.

La longitud del ciclo menstrual es un marcador muy sencillo, que se correlaciona con los
marcadores estandarizados de reserva ovarica, aunque la evidencia en su poder

predictivo para la baja y alta respuesta es limitada.

La posibilidad de conseguir al menos un recién nacido vivo por ciclo de FIV/ICSI, guarda
una significativa relacidn con la respuesta, pero las escasas publicaciones que han
evaluado si los marcadores de reserva ovdrica (FSHbasal, AFC basal y AMH) son capaces

de predecir este resultado no son concluyentes.

La edad es el unico marcador de fertilidad natural y el retraso en la busqueda
gestacional, corriente establecida a nivel mundial, ha supuesto un incremento en las

tasas de esterilidad y la necesidad de recurrir a técnicas de reproduccion asistida.

Es por ello importante impulsar la educacion e informacién en salud reproductiva, para

tratar de prevenir la esterilidad / infertilidad y realizar su tratamiento a tiempo.
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INTRODUCCION

Seria de gran utilidad, la existencia de marcadores de reserva sencillos, practicos y
eficaces que permitiera a pacientes y médicos de atencién primaria detectar pacientes
con baja reserva ovarica, para ser remitidas y adecuadamente asesoradas por un

especialista en reproduccion.

Del mismo modo, facilitar las determinaciones del recuento de foliculos antrales,
pudiendo realizarlo en cualquier momento del ciclo o tras la frenacién hipofisaria en

protocolos largos, seria de gran utilidad para los especialistas en reproduccién.

Esta es la base de evidencia que fundamenta las hipdtesis de la presente tesis.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

1. Elrecuento de foliculos antrales medido tras frenacion hipofisaria con
agonistas de la GnRH es un buen marcador de reserva ovarica

2. El recuento de foliculos antrales medido en cualquier momento del ciclo es un
buen marcador de reserva ovarica.

3. Lalongitud del ciclo menstrual es un buen marcador de reserva ovarica.

4. La probabilidad acumulada de conseguir al menos un recién nacido vivo tras un
ciclo de estimulacion ovarica en Fecundacion In Vitro esta relacionada
positivamente con la respuesta a la estimulacién y los marcadores de reserva

ovarica.
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OBIJETIVOS

OBJETIVOS

1. Evaluar el recuento de foliculos antrales medido tras frenacién hipofisaria con
agonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas en un ciclo de
estimulaciéon ovarica bajo protocolo largo, como predictor de baja e

hiperrespuesta en un ciclo de Fecundacion in Vitro

2. Evaluar la relacion entre el recuento de foliculos antrales medido tras frenacidn
hipofisaria con agonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas en un
ciclo de estimulacién ovarica bajo protocolo largo y la probabilidad acumulada

de conseguir al menos un recién nacido vivo en un ciclo de Fecundacién In Vitro.

3. Evaluar la longitud del ciclo menstrual como predictor de baja e hiperrespuesta

en un ciclo de Fecundacién in Vitro

4. Evaluarelrecuento de foliculos antrales valorado en cualquier momento del ciclo

como predictor de baja e hiperrespuesta en un ciclo de Fecundacion in Vitro

5. Evaluar la relacién entre el recuento de foliculos antrales valorado en cualquier
momento del ciclo y la probabilidad acumulada de conseguir al menos un recién

nacido vivo en un ciclo de Fecundacion In Vitro.

6. Evaluar la relacién entre la longitud del ciclo menstrual y la probabilidad
acumulada de conseguir al menos un recién nacido vivo en un ciclo de

Fecundacion In Vitro.

Los primeros dos objetivos se corresponden al articulo publicado, los otros 4 al

segundo trabajo, no publicado en el momento de depdsito de la tesis.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL Y METODOS

Se detalla la metodologia especifica de los dos trabajos que componen la presente tesis

de forma independiente.

ESTUDIO 1: ARTICULO PUBLICADO

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio observacional retrospectivo unicéntrico.

POBLACION DEL ESTUDIO

El estudio del primer articulo de la tesis incluyd todos los primeros ciclos de FIV/ICSI que
siguiendo un protocolo largo con agonistas de GnRH se iniciaron entre enero de 2011y
septiembre de 2020 en mujeres de entre 20y 42 anos en las que el AFC tras la supresion

hipofisaria habia sido registrado en nuestra base de datos.

Se analizaron un total de 2731 primeros ciclos de FIV/ICSI iniciados para evaluar la
respuesta ovarica a la FIV/ICSI. Para evaluar la CLBR, solo se analizaron 2518 ciclos,
excluyendo los ciclos no finalizados (sin RNV y con embriones restantes al momento del
analisis, y ciclos en los que los embriones criopreservados tras el fracaso del transfer en
fresco fueron descongelados, pero no transferidos). También se excluyeron los ciclos de
FIV/ICSI con PGT y el factor masculino severo que requirid extraccion espermatica por

biopsia testicular.

La figura 16 muestra el diagrama de flujo de las pacientes incluidas en ambos analisis.
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3434 IVF/ICSI cycles
Long protocol aGnRH

AFCaps registered

636 cycles excluded.

-592 cycles corresponding to 2nd/3d
* | attempts.

-44 cycles in patients with previous cycles in
another IVF unit.

v
2798 patients

Long protocol aGnRH

AFCaps registered
st attempt
67 patients excluded
- -2 43 years old
2731 patients
Long protocol aGnRH
AFCaps registered
1st attempt 213 patients excluded
</= 42 years old -69 ovarian stimulation for PGT

-85 remaining embryos NOT used by the
o | time of the analysis

-31 severe mail factor

-1 any transfer (embryos vitrified patient
cancer dx during stimulation and posterior
death)

-27 No Live Birth in fresh transfer, not use
of VT embryos (all devitrified without
transfer)

Figura 16: Diagrama de flujo de las pacientes incluidas en los das andlisis del estudio 1

PROTOCOLO DE ESTIMULACION OVARICA.
La desensibilizacion hipofisaria se logré mediante la administracion subcutdanea de

acetato de triptorelina o acetato de leuprolide, comenzando en la fase lutea media del
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ciclo anterior. El farmaco y las dosis de gonadotropinas se eligieron individualmente
segun la edad y los marcadores de reserva ovarica disponibles: edad, IMC, FSH basal, E2
basal, con una dosis inicial maxima de 450 Ul (300 Ul desde el afio 2018). A partir del
quinto dia, se ajustd la gonadotropina segun la respuesta ovdrica. Los criterios para la
administracién de la HCGr fueron la presencia de dos o mas foliculos con un diametro
de 18 mm o mas, con 4 o mas foliculos de al menos 14mm junto a unos niveles séricos
adecuados de E2. El ciclo se cancelaba cuando habia menos de tres foliculos con un
diametro de al menos 14 mm después de 8 a 9 dias de terapia con gonadotropinas, o
tras 4 a 5 dias adicionales de tratamiento sin lograr, o sin la perspectiva inminente de

lograr, los criterios para indicar el trigger.

MEDICION DEL RECUENTO DE FOLICULOS ANTRALES TRAS LA SUPRESION
HIPOFISARIA.

Se realizaron ecografias el dia en que se verificd la supresion hipofisaria (después de 12-
18 dias de tratamiento con agonistas), y se contd el nimero de foliculos con un didmetro

medio entre 2—10 mm.

MEDIDAS DE RESULTADOS.

RESPUESTA OVARICA
La respuesta ovarica se categorizd en tres grupos: baja respuesta ovarica (ciclo
cancelado o <4 ovocitos recuperados), respuesta normal (4-15 ovocitos recuperados) e

hiperrespuesta (>15 ovocitos recuperados).

El SHO moderado-severo se definié segun la clasificacidn propuesta por Golan [79].

PROBABILIDAD ACUMULADA DE RECIEN NACIDO VIVO

El embarazo clinico se diagnosticé mediante el aumento de las concentraciones séricas
de B-HCG después de la transferencia de embrién/-es en fresco o congelado (ET/FET) y
la posterior demostracidon de un saco gestacional intrauterino por ecografia. La pérdida
del embarazo incluyé embarazo ectdpico, aborto espontdneo y muerte fetal segun las
definiciones estandarizadas [80]. La tasa de embarazo clinico acumulado (CCPR) se

definié como la proporcién de ciclos que lograron al menos un embarazo clinico por

37



MATERIAL Y METODOS

ciclo. La CLBR se describié como una proporcién de partos con al menos un RNV por ciclo
de fecundacién in vitro. El parto de un hijo Unico, gemelos u otros multiples se registré

como un solo parto [81,82].

Todas estas tasas de resultados del embarazo se muestran por ciclo iniciado, por ciclo

aspirado y por transferencia ET /FET.

ANALISIS ESTADISTICOS

Las variables continuas se describieron como media y desviacion estdndar, mientras que
los porcentajes se utilizaron para las variables categdricas. La asociacidn entre variables
categoricas y respuesta ovarica/nacido vivo acumulado se analizé utilizando la prueba
de Chi-Cuadrado. Las variables continuas se compararon con la prueba de Anova con
correccion de Bonferroni cuando se realizaron mas de 2 comparaciones.
Se evaluaron las asociaciones de AFCaps con parametros de reserva y respuesta ovaricas
utilizando coeficientes de correlacion. La capacidad del AFCaps para predecir baja
respuesta, hiperrespuesta y RNV se evalud utilizando curvas ROC (receiver operating
characteristic). Se obtuvieron la sensibilidad, especificidad y el drea bajo la curva (AUC)

para los resultados basados en el indice de Youden.

Las curvas ROC se utilizan para evaluar el rendimiento diagndstico de una prueba de
forma aislada, en este caso los diferentes marcadores de reserva ovdrica en la prediccion
de baja, alta respuesta, RNV. Una AUC de 0.5 indica que el marcador no tiene capacidad
de predecir el resultado, un valor entre 0.7-0.8 indica que el marcador tiene un poder

predictivo bueno y entre 0.8-0.9 excelente.

Para un andlisis en profundidad de la probabilidad de RNV, los sujetos se agruparon
segun los cuartiles de AFCaps y las variables seleccionadas de interés se resumieron
dentro de cada cuartil. Finalmente, para controlar posibles variables de confusién que
podrian haber cambiado durante el periodo de estudio, se realizd un modelo de
regresion logistica multivariante para estimar la razon de probabilidades (OR) de la CLB
para los cuartiles de AFCaps, ajustando por edad, aifio de estimulacién, dosis total de

gonadotropinas y técnica de criopreservacion.
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Todos los tests se contrastaron bilateralmente y se considerd estadisticamente

significativo un valor de p<0.05.

Todos los analisis fueron exploratorios, por lo que no se realizé un calculo formal del

tamano de la muestra.

Los datos se analizaron con el Paquete Estadistico para Ciencias Sociales, version 25.0
(SPSS; Chicago, IL; EE. UU.), el software R (R Core Team, 2019) y MedCalc Software

(Mariakarke, Bélgica).

APROBACION ETICA Y CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR

Este estudio clinico se realizd6 de acuerdo con la Declaracién de Helsinki para la
Investigacion Médica en Sujetos Humanos (Asociacién Médica Mundial 2013). El
protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinic de

Barcelona (NUmero de Protocolo: HCB/2016/0691).

ESTUDIO 2: ARTICULO PENDIENTE DE PUBLICACION.

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio observacional prospectivo unicéntrico

POBLACION A ESTUDIO

Se incluyeron todos los primeros ciclos de FIV/ICSI realizados entre enero de 2020 y
diciembre de 2022, bajo un protocolo de antagonistas en los que el investigador S.P.
realizaba la visita de valoracion previa al inicio del ciclo FIV/ICSI, que se programa en los
dos meses previos al inicio de esta. Solo fueron elegibles las pacientes con ciclos
menstruales regulares (duracién del periodo de 21-35 dias). Los criterios de exclusién
fueron antecedentes de cirugia ovarica, caracteristicas sugestivas de enfermedad
ovarica, uso de anticonceptivos orales en los Ultimos seis meses y un IMC > 35 Kg/m?2. Se

registrd informacion sobre las caracteristicas demograficas e infertilidad.
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ANALISIS HORMONALES, ULTRASONOGRAFIA Y DURACION DEL CICLO MENSTRUAL

El dia de la consulta previa al tratamiento, programada independientemente del ciclo
menstrual, se obtuvo una muestra de sangre periférica para la determinacién sérica de
AMH vy se realizé una ecografia para el rAFC (diametro medio de 2-10 mm). Las ecografias
fueron realizadas por un unico investigador (S.P) con Voluson P6 (GE Healthcare)
equipado con una sonda endovaginal (RIC 5-9A-FS). La fase del ciclo menstrual se

registré segln los hallazgos ecograficos y se registré el IMC.

Las fechas de las menstruaciones precedente y posterior se registraron (anterior el

mismo dia de la visita y posterior mediante correo electrdénico) para registrar la LCM.

La AMH se midié utilizando kits de ensayo de quimioluminiscencia comercialmente
disponibles (kit AMH B13127 de Beckman Coulter en el dispositivo ACCES2) (LOQ 0.02
ng/ml, coeficiente de variacién interensayo < 5%; resultados expresados en ng/ml;

valores femeninos normales entre 1.0 y 4.5).

PROTOCOLO DE ESTIMULACION OVARICA

La estimulacion gonadotrdpica de los ovarios se inicio el segundo dia del ciclo. El farmaco
y las dosis de gonadotropina se eligieron de manera individualizada segun la edad y los
marcadores de reserva ovarica, con un maximo de 300 Ul/dia indicado. A partir del
quinto dia, la gonadotropina se ajustd segun la respuesta ovarica, evaluada mediante
ecografia transvaginal secuencial y mediciones de estradiol sérico. La desensibilizacién
hipofisaria con antagonista de GnRH (Cetrotide; 0.25 mg; Serono) se inicié con un
protocolo flexible (cuando E2 > 400 pg/ml y/o al menos un foliculo media > 14 mm de
didmetro). Los criterios para indicar el trigger, cancelaciéon del ciclo y clasificacién
embrionaria fueron los mismos que en el articulo uno. Para evitar el sindrome de
hiperestimulacién: se indico realizar el trigger con agonista (Decapeptyl; 0.2 mg; Ipsen
Pharma-Biotech) cuando se observaron 18 o mas foliculos >11 mm el Ultimo dia de
estimulacidn, y cuando se recuperaron 15 o mas ovocitos, todos los embriones fueron

congelados.
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MEDIDAS DE RESULTADO

RESPUESTA OVARICA
La respuesta ovarica se categorizdé en tres grupos: baja respuesta ovarica (ciclo
cancelado o <4 ovocitos recuperados), respuesta normal (4-14 ovocitos recuperados) e

hiperrespuesta (215 ovocitos recuperados).

PROBABILIDAD ACUMULADA DE RECIEN NACIDO VIVO

Se definié de igual forma que en articulo 1. Hubo dos casos en los que en el momento
del analisis no se habia conseguido nacido vivo, pero tenian aun embriones

criopreservados, se consideraron como negativos.

ANALISIS ESTADISTICOS

La descripcidn, asociaciéon y comparacion de variables se realizé igual que en estudio 1.

Las asociaciones de rAFC y LCM con los pardmetros de reserva y respuesta ovaricas se
evaluaron mediante coeficientes de correlacion. La capacidad de rAFC y LCM para
predecir baja respuesta, hiperrespuesta y nacimiento vivo acumulado se evalué
mediante curvas caracteristicas operativas del receptor. Se obtuvieron sensibilidad,
especificidad y el area bajo la curva (AUC) para los resultados basados en el indice de

Youden.

Ademas, se utilizaron modelos de regresidon logistica univariada para predecir la
probabilidad de ser una respondedora baja/hiper o lograr un nacimiento vivo, con rAFC,
LCM, AMH, edad e IMC como covariables. Estos modelos se compararon utilizando

intervalos de confianza (IC) del 95% para el AUC.

La consideracién de significancia estadistica y los paquetes estadisticos utilizados para el

analisis fueron los mismos que para el articulo 1.
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APROBACION ETICA Y CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR

Este estudio clinico se realizd de acuerdo con la Declaracién de Helsinki para la
Investigacion Médica en Sujetos Humanos (Asociacion Médica Mundial 2013). El
protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinic de
Barcelona (NUmero de Protocolo: HCB/2016/0969). Todos los sujetos proporcionaron su

consentimiento informado por escrito para participar en el estudio.
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RESULTADOS

ESTUDIO 1: ARTICULO PUBLICADO

RESPUESTA OVARICA (OBJETIVO 1)

De acuerdo con las categorias de respuesta ovarica predefinidas, en 173 pacientes se
obtuvo una respuesta alta (6,3%), en 2003 (73,3%) una respuesta normal y en 555
(20,3%) una baja respuesta.

La Tabla | describe las caracteristicas basales y de estimulacién, la respuesta ovarica y

los resultados de FIV/ICSI por ciclo iniciado por subgrupo de respuesta.

Tabla I: Caracteristicas basales, estimulacién ovarica y resultado de FIV/ICSI seglin respuesta ovarica (n=2731)
RESPUESTA
Baja Normal Alta Valor P
n =555 n=2003 n=173
(20,3%)" (73,3%) (6,3%)
CARACTERISTICAS DE BASE
Edad (afios) 37,4527 350132 3458+3,6 <0,001""
fimc {kg}mZ}z:l 2453+44 2409+44 236145 04
Duracion de la esterilidad (afios) 451+29 434426 390+22 02
Causa esterilidad 0,001b"
Semen de donante 21(3,8) 61(3,0) 4{2,3)
Factor masculino 156(28,3) 716(35,7) 73(42,2)
Factor tubdrico 48(8.7) 151 (7,5) 11 (6,4)
Endometriosis 97 (17,6) 196 (9,8) 8(4,6)
Origen desconocido 219(39,7) 810 (40,4) 61(35,3)
PGT 11(2,0) 69 (3,4) 16 (9,2)
AFCaps 5,81+41 12,09+ 6,0 17,65 6,5 0,000*
FSH basal (UI/L) 10,60+ 4,6 810+28 572+17 <0,001*
E basaly(pg/ml) 57,27 +449 52, 3 +278 <0,001*
ESTIMULACION OVARICA e
Dias hasta la frenacion hipofisaria 1451+23 1487 £2,2 1488+19 0,0031 w2
Dias de estimulacion ovarica 998+29 11,7517 1156+ 1,8 <0,0011 %2
Ul totales de FSH 3002 +£913 2665 £ 957 1908 £722 0,000%
Pacientes con hCG y recuperacin de dvulos :es(as3)  20030100) 173 (100) 0001
RESULTADO DE LA FIV/ICSI
Namero de ovocitos 2PN en el dia 1° 1,45+0,9 481+24 986+37 0,000%
Nimero de embriones aptos para transferencia o criopreservacion * 1,34+07 3,39+21 721+46 0,000*
Nimero de transferencias de embriones realizadas” 0,41+05 1,27 +06 1,74+10 0,000*%
|sHO severa® o(o) 21(1,0) 3(L7) 05"
Nota: Los valores son media * desviacién estandar o n[%), 2 mencs que se indique lo contraric.
IMC = indice de masa corporal; PGT =prueba genética preimplantacional; AFCaps = recuento de foliculos antrales medido después de la supresidn hipofisariz;
FsH: foliculo esti E: hCG=g pina coridnica humana; 2PN=dos prond ; SHO=sir de hiperesti i6n ovarics;
“Los valores son relativos al nimere de pacientes con recuperacicn de ovocitos.
Los valores P son para la prueba de andlisis de varianza [ANOVA) entre grupos, a menos gue se indigue lo contraric. ‘Grupe de baja respue_-:m,'Gn.po de respuesta nDrmaI,’Grupo de hiperrespuesta.
“Valores P para la diferencia entre grupos de la prusba y 2.
Las comparacienes por pares se indican en superindices: *Todas las comparaciones por pares p<0,05, cuando solo algunas comparaciones por pares alcanzan significancia estadistica seindican.

43



RESULTADOS

La cancelacién del ciclo debido al crecimiento folicular insuficiente se produjo en 287
pacientes (51,7 % de las bajas respondedoras). En 24 pacientes se diagnosticé un cuadro
de Sindrome de Hiperestimulacién ovarica moderado/severo (0,8%), sin diferencias

estadisticamente significativas en la prevalencia de SHO entre los grupos (p=0,3).

El presente estudio encontrd una asociacién positiva significativa entre AFCaps y la
respuesta ovarica. La media * desviacion estandard de AFCaps para respuesta baja,

normal y alta fue de 5,81 +4,1,12,1+6,0y 17,6 + 6,5, respectivamente (p < 0,001).

Respecto a la precision diagnostica de AFCaps para discriminar entre ciclos de respuesta
normal y baja, el AUCroc fue de 0,85 (IC del 95%: 0,83-0,87), estableciendo como punto
de corte AFCaps < 8, se detecta baja respuesta con una sensibilidad del 78,2% y una

especificidad del 78,7%.

Cuando se analizé la probabilidad de respuesta alta, el AUCroc fue de 0,80 (IC del 95%:
0,77-0,83). El mejor valor de AFCaps para discriminar entre respuesta alta y respuesta

normal fue > 13 (sensibilidad del 76,3%; especificidad del 73,22%) (Figura 17)

35 732%. 76.3%)

‘Sensitivity (%)

= T T £ T
100 80 80 40 20 0 100 L & 4« e o

Figura 17. Curvas ROC para AFCaps y la presencia de (a) baja respuesta y (b) alta respuesta (b). Este
analisis examina la capacidad de AFCaps para predecir la baja y alta respuesta. (ROC = Receiver Operating
Characteristic Curve, AFCaps = Recuento de foliculos antrales medido después de la supresion hipofisaria).
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Ni la edad, ni las determinaciones basales de FSH y E2, mostraron una buena capacidad
discriminatoria para la baja /alta respuesta, con AUCroc <0,7 (0.65, 0,69 y 0,62 para la
bajay 0,65, 0,68 y 0,62 respectivamente) (Figura 18)

HIGH response

Poor response

100

100

Sensitiviy (%)
Sensilivity (%)

Specificity (%)
Specifcty (%) v

Figura 18. Curvas ROC para AFCaps, edad, IMC, FSH basal, Estradiol basal y tiempo de esterilidad y la
presencia de (a) baja respuesta y (b) alta respuesta (b). Este andlisis examina la capacidad de AFCaps para
predecir la baja y alta respuesta. (ROC = Receiver Operating Characteristic Curve, AFCaps = Recuento de
foliculos antrales medido después de la supresion hipofisaria).

PROBABILIDAD ACUMULADA DE RECIEN NACIDO VIVO (OBIJETIVO 2)

De los 2518 ciclos incluidos en el andlisis de la CLBR, un total de 942 pacientes lograron
al menos un nacimiento vivo RNV (CLBR=37,4% por ciclo iniciado; 42,1% por puncion;
43,3% por ciclo con al menos una transferencia embrionaria). Los CLBR aumentaron de
manera constante con el nUmero de ovocitos recuperados, alcanzando el 66,7% cuando
se recuperaban 18 ovocitos. La figura 19 describe el diagrama de flujo de los ciclos

analizados hasta su finalizacién (RNV / No hay mas embriones disponibles).
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- 5 ‘ 281 Cancelled cycles

2237 Oocyte retrievals

4 Oocyte VT

Posterior ICSI

P

2176 with embryo availability

52 Freeze All Cycles

—

2124 Fresh Embryo Transfer

796 Live Birth

|l ———

441 First Cryotransfer

14.

61 cycles with no embryos

-13 oocyte retrievals with no oocytes
-8 oocyte retrievals with no Mil

-39 Fertilization failure

-1 No evolutive embyos

939 Fresh transferred cycles with no
Live Birth nor cryopreserved embryos.

213 No Live Birth no more
cryopreserved embryos available

119 Second Cryotransfer

14.

33 Third Cryotransfer

63 No Live Birth no more
cryopreserved embryos available

109 Live Birth
23 i
7 Live Birth

|—

10 Fourth Cryotransfer

|—

1 Fifth Cryotransfer

!

1 Sexth Cryotransfer

1
—

16 No Live Birth no more

cryopreserved embryos available

8 No Live Birth no more cryopreserved
embryos available

1 No Live Birth no more cryopreserved
embryos available

Figura 19: Diagrama de flujo de las pacientes con ciclos de FIV/ICSI iniciados y
finalizados, incluidos en el andlisis de probabilidad acumulada de RNV.

Las caracteristicas basales, la estimulacién ovarica y los resultados de la FIV/ICSI segun

si se consiguid o no un recién nacido vivo por ciclo se muestran en la tabla Il.

46




RESULTADOS

Tabla Il. Caracteristicas basales, resultado de la estimulacién ovirica y FIV/ICSI seguin nacide vivo acumulado en ciclos finalizados (n=2518)

Variable Nacimiento vivo Sin nacimiento vivo valor P
n =942 (37,4%) n = 1576 (62,6%)

CARACTERISTICAS DE BASE
Edad (afios) 3525+ 308 36,80+ 3,19 0,000
IMC (kg/m2)?) 23,82+4,3 24,39+46 0,006
Duracidn de la esterilidad (afios) 4,19+2,37 4,44 + 2,68 0,045
Causa de esterilidad 0,001°

Semen de donante 20(2,1) 62(3,9)

Factor masculino 383(40,7) 517(32,9)

Factor tubarico 63(3,7) 133(8,5)

Endometriosis 94(10) 194{12,3)

Origen Desconocido 382(40,6) 667(42,4)
AFCaps 13,06 +6,05 9,79 6,33 0,000
FSH basal (UI/L) 7,93+ 2,65 8,96 £ 3,87 0,000
E basal,(pg/ml) 51,74 + 38,83 53,89 £ 39,05 0,227
ESTIMULACION OVARICA
Ul totales de FSH 2480,09+896,68 2817,01+985,5 0,000
Pacientes con hCG y puncién ovarica 942 1295 0,000
Numero de ovocitos recuperados [rango)h 9,56 +4,22 7,5414,14 0,000
Numero de ovocitos en metafase 11° 7,94+3,70 6,03 £3,76 0,000
RESULTADO DE LA FIV/ICSI
NGmero de ovocitos 2PN en el dia 1° 5,67 £2,89 3,98 +2,76 0,000
Numero de embriones aptos para transferencia o criopreservacion b 4,3342,65 2,76%2,14 0,000
Mota: Los valores son media + desviacion estandar o n(%), a menos que se indigue lo contrario.
IMC = indice de masa corporal; AFCaps = recuento de foliculos antrales medidos después de |a supresion hipofisaria; Ul = Unidades internacionales
FSH = hormona foliculo estimulante; E2 = estradiol; hCG = gonadotropina coridnica humana; 2PN = dos prondcleos;
“Dia de administracién de hCG o dia de cancelacién.”Los valores son relativos al ndmero de pacientes con recuperacién de ovocitos.
Los valores P son para la prueba de andlisis de varianza (ANOWVA) entre grupos, a menos que se indique lo contrario
“Valores P para la diferencia entre grupos de la prueba x 2.

La mediana (tDE) de AFCaps fue
estadisticamente mayor en las pacientes que
alcanzaron RNV 13,6 + 6,05 frente a 9,79 * 6,33.
Sin embargo, AFCaps demostré una precision

limitada para la prediccidon del CLBR (el AUCgroc

fue 0,67; IC del 95%: 0,65-0,69) (Figura 20). 1 /

Figura 20: Curvas ROC para AFCaps y la presencia de CRNV. Este analisis examina la capacidad de AFCaps
para predecir CRNV. (ROC = Receiver Operating Characteristic Curve, AFCaps = Recuento de foliculos antrales
después de la supresion hipofisaria; CRNV = Nacido vivo acumulado).

Para analizar en profundidad la influencia de AFCaps en los resultados del ciclo de
FIV/ICSI, se estratificd la poblacidn de pacientes segun los cuartiles de AFCaps (<6, 7-10,
11-14 y 215) (Tabla Ill). La mediana del numero de ovocitos recuperados y embriones
disponibles para transferencia o criopreservacién aumenté significativamente (p<0,001)

en los cuartiles de AFCaps.
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TABLA lll. Resultado reproductive por ciclo en relacion a AFCaps estratificado en cuartiles en ciclos finalizados (n=2518)

Total AFCaps Valor p
<6 7-10 11-14 =15
Nimero de pacientes 2518 672 527 690 629
Edad 32,22+3,24 37,37:276 36,70+3,00 3599307 34832352 0,000*
Pacientes con hCG y puncién (%) 2237 (88,8) 444 (66,1) 484 (91,8) 681 (98,7) 628 (0,2)
N de ovocitos recuperados (rango)® 8,39 24,44 503+2,93 714+343 B99+374 11,17+ 478 0,000*
N de ovocitos en metafase II° 6842385 403+2,44 5,80+2,94 737351 9,04+4,13 0,000%
N de embriones 2PN en el dia 1* 470+293 2,74+1,590 3,97+230 5,13+269 6,16+3,27 0,000*
N pacientes con al menos una transferencia de embriones 2176 417 467 668 624
N de embriones aptos para transferencia o criopreservacién * 3424249 216147 2961184 3624233 4,45+3,12 0,000*
N de transferencias de embriones realizadas/ciclo 1,08 0,70 0,68+ 0,59 1,06 + 0,60 1,27 £0,66 1,34+0,72 0,000*
Embarazo clinico acumulade [n/% por ciclo iniciado) 1134 (45) 138 {20,5) 218(43,3) 379(54,9) 389(6L,8)  0,000°WhEAEELA
N de ciclos con al menos un RNV (n) 942 107 191 3 333
Tasa de RNV por cicle iniciado 374 159 36,2 451 52,9 0,000
Tasa de RNV por ciclo puncionado 42,1 24,1 39,5 45,7 53 0,000" 334 245 344
Tasa de RNV por ciclo con al menos una transferencia 433 25,7 10,9 46,6 53,4 0,00Q* = 2 A=A

Nota: Los valores son media + desviacién estdndar o n(%), a menos que se indique lo contrario.

N = Numero; AFCaps = recuento de foliculos antrales después de la supresion hipofisaria; 2pn = 2 pronicleos; RNV = recien nacido vive
* Grupo AFC <6 gr,*Grupo AFC 7-10,*Grupo AFC 11-14,% Grupo AFC= 15. Todas las comparaciones por pares p<0,05, cuando s6lo algunas comparaciones por pares alcanzan significacién se indica.
*Los valores son relativos al numero de pacientes con recuperacidn de ovocitos.

Los valores P son para la prueb+A1:G23a de anlisis de varianza (ANOVA) entre grupos, 2 menos que se indigue lo contrario.

El CLBR por ciclo iniciado alcanzé diferencias significativas referencias para todas las
comparaciones por pares de los cuartiles de AFCaps (15,9 %, 36,2 %, 45,1 % y 52,9 %

para los cuartiles 19, 22, 32 y 42 de AFCaps, respectivamente).

Para controlar las posibles variables de confusidén que podrian haber cambiado durante
el largo periodo de estudio, realizd un analisis de regresién logistica multivariante.
Estimar el OR de CLBR para los cuartiles de AFCaps ajustando por edad, afio de
estimulacién, dosis total de gonadotropinas y técnica de criopreservacion embrionaria.
Los resultados muestran que ninguna de las variables de ajuste ejercié efecto sobre los

resultados.

Tabla IV. Analisis de regresion logistica de los cuartiles de AFCaps para CLB.

n=2518 OR ajustado IC del 95%
AFCaps =6 1
AFCaps 7-10 2,313 1,76-3.03
AFCaps 11-14 2,276 1,88-3.07
AFCaps 15 2,504 1,90-3.54
Edad 0,881 0,36-0,82

AFCagi=Recuents di folicuos antsale meddos despods & la supnsiia hipoliseria, OUER=Tida acumuleds 3 nacimienlo wheosl

A jeribande por e, afto de estimulecide, dedls tolal de pesadotiopine v tbica de olopraervaciin
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ESTUDIO 2: ARTICULO PENDIENTE DE PUBLICACION

En las 122 pacientes incluidas, el 42,6% fueron estudiadas en fase folicular (sélo el 5,7%

en fase folicular precoz estandarizada) y el 57,4% en fase lutea (Figura 21).

6

Number of patients

4

2+

2 345 6 7 8 911121314 1516 17 1819 21 22 23 24 25 26 27 29 3
Menstrual cycle day of measurement

Figura 21: Dia del ciclo menstrual en que se realizaron las mediciones del rAFC en todas las pacientes
incluidas (rAFC: recuento de foliculos antrales no basal)

RESPUESTA OVARICA (OBJETIVOS 3 Y 4)

De acuerdo con las categorias de respuesta ovdrica predefinidas, en 16 pacientes se
obtuvo una respuesta alta (13,1%), en 79 (64,8%) una respuesta normal y en 27 (22,1%)
una respuesta baja. La cancelacién del ciclo debido a un crecimiento folicular insuficiente

ocurrié en 9 pacientes (33,3% de las pacientes con baja respuesta).

La Tabla V describe las caracteristicas basales y de estimulacion, la respuesta ovarica y
los resultados de FIV/ICSI por ciclo iniciado por subgrupo de respuesta. Los grupos de

respuesta ovarica difirieron significativamente en el LCM, rAFC y AMH.
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Tabla V: Caracteristicas basales, estimulacion ovarica y resultado de FIV/ICSI segun respuesta ovarica (n=122)
Variable Respuesta
Baja’ Normal® Alta’ Total Valor P
n=27(22,1%]  n=79(64,8%) n=16(13.1%) n=122
CARACTERISTICAS DE BASE
|Edad (afios) 36,37 £3,87 35,043,527  3356+424  3514+376 NS
IMC (kg/m2}") 22,79¢2,68 2417404  2366%403  23,80:3,80 [
|ouracicn de esterilidad [afios) 6,19+253 5,56+ 2,69 513+331 5,65+2,69 NS
Causa esterilidad Ng*
Origen Desconodido 14{51.9) 34{43) a{s0) S6[45,5)
Factor masculino 10(37) 31(39.2) 6/37,5) 47(38,5)
Factor tubsrico 2(7.4) 10{12.7) 1(5.3) 13(10.7)
Endometriosiz 1(3.7) 1(1.3) ojo) 2(1.6)
PGT o{0) 3(3.8) 1(6.3) 433
IlmE“'-'d dal didlo menstruzl 26,85 +3,03 23284278 2938305  2875+303 0057l
Dia del ciclo de las determinaciones 15,89%7,21 1546+718  1889+661 16,00+ 7,15 NS
AMH 0,49+0,38 193+161 38543211 1,88+ 1,80 0.000°
rAFC 5,07 3,14 1432 £ 7,565  2344%933 13,47+ 8,89 0.000°
ESTIMULACION OVARICA
Dias de estimulzcién ovérica 556+283 1068+1,32  11,00+153 10,48+ 2,18 NS
Ul totales de FSH 3258,33+1309,21 263855198207 185558357 267827 109061 <1,05*
Pacientes con hCG y puncién 18(85,7) 75(100) 16{100} 113(32.6) 0,000
Nimero de ovocitos recuperados” 2,17+0,71 8,24+303 20,06 £5.32 8,35+597 0.000*
Nimero de ovocitos en metafase II* 1,72+0,75 6,62+2 74 16,81 +475 7282516 0.000*
RESULTADO DE LA FIV/ICSI
Numero de ovocitos 2PN en el dia 1* 0,54£0,30 463£240  11,25+317 4382371 0.000*
Nimero de embriones aptos para transferencia o criopresenacdion ® 0,540,380 3,13+2,03 7,00+3,63 3362275 0.000*
Numerc de cides con zlgun RNV {n) 1 EL 15 151
Tasa RNV por ciclo iniciado (%) a7 443 9375 418 0,000b
Tasa RNV por ciclo puncionado (%) 5.55 443 9375 4513 0,000b
Wate: Loz valores zon media ¢ desviacon estandar o n[3). K5 = no significativa
rAFC=recuento Ge foliculos antrales medidos en cualquier dia del dok; AMB=hormona antimillesians; IMC=ingics Ge masa cororal; PET=best genetico preimplantaconal
hioG= sanadatropina coribnica humans; ZPH= Sos pronixless; F5H: Hormona faliculo estimulante FIV/ICS; Fecundacion In Vitr/ Inyacdion intraditopissmatica del ssparmatozoide; RHV: recien nadde viv
“Los valores son reltives al rdimeno de pacientes on recuperacion de vodios.
Loes wmiores P eomesnonden s la pruste de aniisis de varianzn [ANOVA] antre zrpes, 8 mencs que se indique o contravic. 1 Bajs Respussta. 2 Respuests normal. 3 A%t Respussts
[“valores P pars In diferencs entre sragos d= I prussey 2.
Lnz Eomparaciones por pares se indican &n suparindices: *Todns s compamciones por pares p<,05. CURNGS 5510 SlpUnas COMpArAcionss Hor pares alcanann significscion estacistion, 5= ingioan.

AFC y LCM presentaron una correlacidn positiva significativa con el numero total de
ovocitos recuperados (r=0,65 y 0,19) (Figura 22) y también se correlacionaron con los

marcadores de reserva ovarica y todos los pardmetros de respuesta ovdrica.
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Figura 22: Diagrama de dispersion de rAFC y LCM en relacion con el nimero de ovocitos recuperados: una
relacion lineal positiva. (rAFC: recuento de foliculos antrales medidos en cualquier dia del ciclo menstrual;
LCM: duracion del ciclo menstrual)

La precisién diagndstica del rAFC para discriminar entre ciclos de respuesta normal y
pobre fue excelente. El AUCgoc fue de 0,91 (IC del 95%: 0,84-0,95) con un punto de corte
Optimo de <5, la sensibilidad y especificidad de este modelo fue del 77,8% y del 90,5%,
respectivamente. La AMH y el LCM también mostraron un buen poder predictivo,
AUCroc 0,86 (IC del 95%: 0,79-0,92) y AUCroc 0,75 (IC del 95%: 0,66-0,82),

respectivamente, mientras que el valor predictivo de la edad y el IMC fue débil (Figura

23a)
a) Poor Response b) Hyper Response
100 100 |- ;
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Figura 23: Curvas ROC) para rAFC, AMH, longitud del ciclo menstrualy presencia de a) baja respuesta y b ) alta respuesta.
Este anélisis examina la capacidad de predecir alta respuesta (ROC:Receiver Operating Characteristic Curve rAFC: recuento
de foliculos antrales medido en cualquier dia del ciclo menstrual; AMH: hormona antimdilleriana).
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Cuando se analizé la probabilidad de respuesta alta, el AUCgoc fue 0,83 (IC del 95%: 0,76-
0,89), el mejor punto de corte para que el rAFC discrimine entre respuesta alta y normal
fue >15 (sensibilidad 81,25%; especificidad 72,64%). La AMH también demostré una
buena precision con un AUCgoc de 0,84, mientras que la LCM, la edad y el IMC fallaron

como predictores (Figura 23b)

PROBABILIDAD ACUMULADA DE RECIEN NACIDO VIVO (OBJETIVOS 5Y 6)
En total, 51 pacientes consiguieron al menos un nacido vivo (CLBR=41,8% por ciclo

iniciado; 45,1% por ciclo puncionado).

Las pacientes con RNV presentaron un rAFC y AMH significativamente mayor a las que
no ( 18,0848,2 vs 10,1+7,9y 2,87+1,9 vs 1,16%1,3), sin embargo no hubo diferencias en
la LCM (29,2 vs 28,4).

El rAFC y la AMH demostraron

Cumulative Live Birth

una buena precision para la b}

prediccién del CLBR (AUCgroc . 80_-

0,78; IC del 95 % 0,70-0,85 y % or

AUCroc 0,81; IC del 95 % 0,73- & .

0,87, respectivamente). Los 22 —; " Gyl Length
demas marcadores fallaron 0 20 40 e 80 100

100-Specificity
como predictores del CLBR

Figura 24: Curvas ROC para rAFC, AMH, duracién del ciclo menstrual y nacidos vivo por ciclo de FIV/ICSI
(Flgu ra 24) iniciado. Este analisis examina la capacidad de predecir al menos un nacido vivo por paciente antes de
. iniciar el ciclo de FIV/ICSI. (ROC:Receiver Operating Characteristic Curve; rAFC: recuento de foliculos

antrales medidos en cualquier dia del ciclo menstrual; AMH: hormona antimiilleriana)

En la Tabla VI se compara la capacidad predictiva de varios marcadores de reserva
ovarica para la baja respuesta, la hiperrespuesta y el CLBR. Para predecir la respuesta
baja, el rAFC, la AMH y el LCM sirven como marcadores validos, mientras que para la

hiperrespuesta y el CLBR, solo el rAFC y la AMH demostraron eficacia.

52



RESULTADOS

Tabla VI: Analisis de regresion logistica para marcadores de reserva ovarica como predictores de respuesta y nacimiento acumulado por ciclo

OR (IC del 95%) p - valor AUCgc(IC del 95%)
Predictores de baja respuesta
rAFC 0,654 (0,542-0,790) <0,001 0,91 (0,85-0,95)
AMH 0,125 (0,045-0,353) <0,001 0,86 (0,79-0,92)
Longitud del ciclo menstrual 0,699 (0,569-0,859) <0,001 0,75 (0,66-0,82)
Edad 1,155 (0,995-1,340) NS 0,66 (0,57-0,74)
IMC 0,902 (0,791-1,028) NS 0,58 (0,49-0,67)
Predictores de hiperrespuesta
rAFC 1.148(1.074-1.227) <0,001 0,83 (0,76-0,89)
AMH 1.834(1.360-2.74) <0,001 0,84 (0,75-0,90)
Longitud del ciclo menstrual 1.097(0.911-1.279) NS 0,56 (0,47-0,65)
Edad 0,896 (0,793-1,013) NS 0,64 (0,55-0,73)
IMC 0,989 (0,859-1,139) NS 0,52 (0,43-0,60)
Predictores de al menos un RNV por ciclo
rAFC 1.127(1.078-1.068) <0,001 0,78 (0,70-0,85)
AMH 2.058(1.498-2.810) <0,001 0,81 (0,73-0,88)
Longitud del ciclo menstrual 1.100(0.974-1.242) NS 0,59 (0,49-0,67)
Edad 0,911 (0,825-1,007) NS 0,61 (0,52-0,70)
IMC 0,964 (0,875-1,062) NS 0,52 (0,43-0,61)

OR= Razon de probabilidades; rAFC= recuento de foliculos antrales medido en cualquier dia del cido; AMH=anti-Mhormona dlleriana; IMC= indice de masa corporal
Ic=Intervalo de confianza; RNV=redien nacido vivo per cida

AUCy,=drea baje la curva “receiver comrating crarsciaristic') NS=no significativo
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DISCUSION

En la presente tesis se estudian diversos marcadores de la reserva ovarica clinicos,
hormonales y ecograficos, evaluando su eficacia como predictores de respuesta a la
estimulacion ovarica y de recién nacido por ciclo de fecundacién in vitro. Los objetivos
de la tesis se centran en evaluar la eficacia de marcadores poco analizados en la
literatura previa, junto con los que se utilizaban en la practica clinica habitual de nuestro

centro en el momento de realizar los estudios:

- Enel primer estudio el recuento de foliculos antrales medido en el control de
frenacién hipofisaria tras dos semanas de tratamiento con agonistas de la

GnRH, junto con las determinaciones basales de FSH y E2.

- En el segundo estudio el recuento de foliculos antrales medido en cualquier

fase del ciclo menstrual y la longitud del ciclo menstrual, junto con la AMH.

MARCADORES DE RESERVA OVARICA COMO PREDICTORES DE RESPUESTA.

AFC valorado tras frenacién hipofisaria

En el primer trabajo que compone esta tesis, que incluye un importante nimero de
pacientes se someten a FIV/ICSI siguiendo un protocolo largo con agonista de GnRH, se
demuestra que el AFCaps esta fuertemente relacionado con la respuesta ovarica en
ciclos de fecundacién in vitro iniciados (incluyendo los que se cancelan y no llegan a
puncidon ovdrica). La precision del AFCaps para predecir la respuesta ovarica es
excelente, estos resultados refuerzan su uso para optimizar la estimulacion ovarica y

minimizar sus riesgos.

Nuestros hallazgos coinciden con estudios prospectivos pequefios previos que
evaluaron la relacion entre AFCaps y el nimero de ovocitos recuperados, asi como su

eficacia en la predicciéon de una respuesta ovarica baja [72—-74]. A pesar del disefio
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retrospectivo de nuestro estudio, el gran tamano muestral dota de gran potencia
estadistica a nuestros resultados, por tanto, permite llevar a la conclusidon de que, como
una prueba Unica, el AFCaps tiene una gran precision en la prediccion de una respuesta

ovarica baja.

Nuestro trabajo, es el primero en evaluar la capacidad del AFCaps para predecir una
hiperrespuesta. En la practica clinica, este hallazgo podria implicar una mejora en la
seguridad del protocolo largo con agonista de GnRH, cuando se elige este protocolo a
pesar de las directrices de ESHRE, permitiendo al médico aplicar estrategias para
reducir/evitar el riesgo de sindrome de hiperestimulacién ovarica (OHSS) cuando se
encuentra un AFC en el control de inhibicion hipofisaria alto: realizar la estimulacién con
dosis bajas de gonadotropinas, cancelar el ciclo o realizar la maniobra descrita en la
literatura como “rescate de antagonistas “ [83—86] que consiste en realizar un cambio
de andlogo de la GnRH durante la estimulacion, sustituyendo el agonista por el
antagonista, permitiendo incluso realizar el trigger con agonista si el cambio se ha

realizado 4-6 dias antes del trigger.

Nuestros resultados confirman el discreto valor predictivo de la edad y las
determinaciones basales de FSH/E2 en la prediccion de respuesta en FIV/ICSI, que ya ha
sido ampliamente aceptada en la literatura y por sociedades cientificas del mundo de la

reproduccion.

Una limitacién de este estudio es la falta de datos sobre marcadores de reserva ovarica
considerados "gold standard", como AFC basal y AMH. El AFCbasal no esta registrado en
nuestra base de datos y la determinacién de la hormona AMH como estudio previo al
ciclo de FIV/ICSI, no se inicié en nuestro centro hasta el afio 2019. No obstante, en los
pocos ciclos en los que estos datos estaban disponibles, nuestro marcador a estudio, el

AFCaps presentd una correlacién significativa con ellos.

Otra limitacién de este primer estudio, en la evaluacién de la respuesta a la
hiperestimulacidén ovarica controlada, viene determinada por disefio retrospectivo y el
largo periodo de estudio. Durante los 10 afios de ciclos de FIV/ICSI incluidos, se han

producido varios cambios en los protocolos de estimulacién de nuestra unidad. Asi, en

56



DISCUSION

los primeros afios de estudio, en nuestro centro el 90% de los ciclos de realizaban bajo
un protocolo largo de agonista, mientras que en el 2020 (ultimo afio de andlisis) menos
del 20% de los ciclos se realizaban con este protocolo, los tipos y dosis maxima de
gonadotropinas (primeros afios dosis maxima de 450 Ul, después de 300Ul). Esto puede
implicar un sesgo de seleccién, dado que en primeros afios practicamente todas las
pacientes se incluian en el estudio, mientras que en los Ultimos afios solo las de peor
prondstico (menor reserva ovarica). No obstante, el 72% de los casos incluidos en el
estudio son de los primeros 5 afios (previo al switch agonista-antagonista y la

disminucién en la dosis maxima de estimulacion).

AFC medido independientemente fase del ciclo

En el segundo estudio que conforma esta tesis, se demuestra que el recuento de
foliculos antrales medido en cualquier momento del ciclo es un excelente predictor de
respuesta ovarica en ciclos de FIV/ICSI. Nuestros hallazgos muestran que realizando el
AFC en cualquier momento del ciclo (no necesariamente en fase folicular precoz) se
relaciona con el nimero de ovocitos que se obtienen en FIV/ICSI y por por tanto, este
marcadores sencillo, con resultado inmediato y econdmico (todo especialista en
reproduccion dispone de un ecégrafo) pueden servir como herramienta para planificar

el tratamiento, informar del prondstico y del riesgo de complicaciones.

Estudios que evaluan la variabilidad del AFC dentro de un mismo ciclo han mostrado una
variacion significativa en el numero de foliculos antrales, alcanzando un 30% entre la
fase folicular y lutea [66], principalmente relacionada con diferencias en el tamafio de
los foliculos mas grandes (6-10 mm) y en pacientes con recuentos elevados [64,87]. Sin
embargo, esta variabilidad no parece afectar su validez clinica[87]. Dos estudios que
evaluaron la capacidad del rAFC para predecir la baja respuesta [66,88] y dos estudios
adicionales sobre la prediccion de una buena respuesta (definida como >10 y >6

ovocitos) [89,90] mostraron un buen resultado.

Nuestro estudio, es por tanto el primero en examinar de manera prospectiva la

capacidad del rAFC para predecir una respuesta ovarica extrema, utilizando los puntos
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de corte estandarizados para el nimero de ovocitos recuperados, es decir, <4 para una

baja respuesta y 215 para una hiperrespuesta.

Una posible limitacién de nuestro estudio es que todas las mediciones del rAFC fueron
realizadas por un solo especialista experimentado en FIV/ICSI, debido a la variabilidad
interobservador reportada en varios estudios. Aunque esto podria afectar la validez
externa de nuestros resultados, esta variabilidad interobservador se ha considerado
clinicamente irrelevante para los propdsitos de prediccion de la respuesta a la

estimulacién [68,91].

Otra limitacidon podria ser el niumero de pacientes incluidas, pero esta “n” ha sido
suficiente para encontrar resultados estadisticamente significativos y AUCroc que ponen

en relieve una capacidad discriminatoria excelente (>0,8)

Longitud del Ciclo Menstrual

En el segundo estudio que conforma esta tesis, demuestra que la longitud del ciclo
menstrual son fuertes predictores de una baja respuesta ovarica en ciclos de FIV/ICSI.
Nuestros hallazgos muestran que valores de LCM mas cortos se asocian con un menor
numero de ovocitos, por tanto, estos marcadores sencillos, con resultado inmediato y
auto evaluable por la propia paciente, puede servir como herramienta de deteccion para

la baja reserva ovarica.

Un metaanalisis publicado en el 2020 por el grupo del profesor Fauser evaluaba la
asociacion de la LCM con los marcadores de reserva ovdrica concluyendo que la LCM en
mujeres con ciclos regulares estaba estrechamente relacionada con los marcadores de
reserva ovarica [41], y que el acortamiento de la LCM podia ser empleado como un signo

temprano y sutil de envejecimiento ovarico.

Solo tres estudios han evaluado la asociacién entre la LCM y el nimero total de ovocitos
recuperados, describiendo una relacion lineal entre la LCM y el numero de ovocitos
obtenidos[44,92,93]. Al analizar nuestros datos segun la categorizacién de la LCM en los
mismos tres grupos que clasificaba el metaanalisis mencionado anteriormente, también
se observa esta tendencia. Asi, el nimero promedio de ovocitos recuperados en ciclos

cortos (21-27 dias), normales (28-31 dias) y largos (32-35 dias) fue de 7.94 + 5.65, 9.09
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+ 5.79 y 10.30 + 6.95, respectivamente, aunque las diferencias no alcanzaron
significancia estadistica (p=0.36), probablemente debido al bajo numero de pacientes

incluidas.

No obstante, la longitud del ciclo menstrual fue un excelente predictor de baja
respuesta. La media de la longitud del ciclo en las pacientes que presentaron una
respuesta pobre fue significativamente inferior a las pacientes con reserva normal y alta

(26.85 £3.03; 29.28 £ 2.78 y 29.38 + 3.05).

La relacién entre los ciclos menstruales largos y la hiperrespuesta no ha sido explorada
previamente. Si el aumento de AMH y AFC se asocia con un aumento promedio de la
LCM [41,42], una LCM alargada deberia poder predecir una hiperrespuesta. Nuestro
estudio no encontrd una diferencia significativa en la LCM entre los grupos de respuesta
normal e hiperrespuesta, y la LCM no fue capaz de predecir una respuesta alta. Es
probable que nuestro estudio no tuviera suficiente poder estadistico para determinar

esta asociacidn, por lo que se necesitan estudios futuros con mas pacientes.

Otra debilidad en la interpretacidn de los resultados de este marcador es la variabilidad
interciclo, especialmente cuando depende de la informacidn subjetiva proporcionda por
la mujer. Los informes autodeclarados pueden llevar a un error en la determinacién del
MCL (corto, normal o largo) en el 21% de los casos, este estudio sugeria que al menos 2
ciclos de seguimiento eran necesarios para estimar el MCL habitual de una mujer [94].
Cierta variabilidad interciclo en mujeres con ciclos regulares en edad reproductiva es
normal [38], y se considera fisioldgico, en mujeres con ciclos regulares, una variacion
interciclo de 2,7+1.6 dias[95]. Las variaciones en la longitud del ciclo se determinan
principalmente por la fase folicular, siendo la fase litea mucho menos variable. Esta

variabilidad de la LCM entre ciclos es menor entre los 20-40 anos.

Para tratar de reducir la influencia de la variabilidad interciclo de la MCL en nuestro
estudio, solo mujeres con ciclos regulares fueron incluidas, no se incluyeron rangos de
edad cercanos a la menarquia /menopausia (el rango de edad de las pacientes incluidas
fue entre 21-40 afios) y la LCM fue documentada por los propios investigadores.
Ademads, se excluyeron del anadlisis las pacientes cuyos hallazgos ecograficos no

coincidian con la duracion del ciclo (asumiendo una fase lutea de 12-14 dias).
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MARCADORES DE RESERVA OVARICA COMO PREDICTORES DE RECIEN NACIDO VIVO
POR CICLO

AFC valorado tras frenacién hipofisaria

En el primer trabajo que compone esta tesis, que incluye un importante nimero de
pacientes se someten a FIV/ICSI siguiendo un protocolo largo con agonista de GnRH se
demuestra que el AFCaps esta fuertemente relacionado con la probabilidad de lograr un
nacimiento vivo en ciclos de fecundacién in vitro iniciados (incluyendo los cancelados
gue no llegan a puncién ovarica) y finalizados (se han agotado todos los embriones o se
ha conseguido al menos un RNV). Aunque la precisién del AFCaps para el éxito del ciclo,
en términos de nacimientos vivos acumulados por ciclo (CLBR) fue modesta. Estos
resultados implican que AFCaps no puede utilizarse como un marcador aislado para

predecir el éxito de la FIV/ICSI.

El papel de los marcadores de reserva ovarica en la prediccién de CLBR ha sido poco
explorado en la literatura [75,76,96-98]. Hasta donde sabemos, este estudio es el
primero en evaluar la probabilidad de un nacimiento vivo acumulado por ciclo de

FIV/ICSI iniciado y finalizado para este marcador de reserva ovarica.

La definicién de CLBR empleada en estudios que han evaluado otros marcadores de
reserva ovarica previamente varia; el grupo de Hamdine utilizé todos los tratamientos
realizados dentro de un afio después de iniciar la TRA (incluyendo mas de un ciclo) como
denominador, mientras que Arce solo incluyé las transferencias de embriones
congelados (FET) realizadas dentro del afo posterior al inicio del tratamiento (no ciclos
realmente finalizados). Solo Arce analizé el CLBR por ciclo iniciado, mientras que otros
autores lo hicieron por ciclo puncionado. Ademas, algunos estudios solo incluyeron a

pacientes con buen prondstico [8,9].

También es importante destacar, que cuando se comparan resultados por ciclo de
FIV/ICSI, se ha de tener en cuenta el planteamiento del tipo de estimulacidn. Si bien, la
corriente general es plantear la estimulaciéon que permita obtener el maximo nimero
de ovocitos de una forma segura, hay grupos (fundamentalmente paises nérdicos en los

que las politicas para las TRA subvencionadas son muy diferentes) en los que las
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estimulaciones son mas suaves, son los grupos que suelen plantear el analisis del CLBR

por tiempo desde inicio de TRA, en lugar de por ciclo.

Las fortalezas del disefio de nuestro estudio incluyen la ausencia de sesgo de seleccién,
ya que se incluyeron todas las pacientes que iniciaron su primer ciclo de FIV/ICSI
(independientemente de su prondstico), el analisis del prondstico real del ciclo,
incluyendo todos los ciclos iniciados (no solo los aspirados) y datos reales de CLBR (no
estimados) considerando solo ciclos finalizados (todos los embriones disponibles
transferidos) en el analisis. Con el largo seguimiento de nuestra cohorte, los CLBR no
fueron subestimados; la mayoria de las pacientes utilizaron todos sus embriones

supernumerarios.

En nuestro analisis, aunque el CLBR aumenta significativamente entre los cuartiles de
AFCaps, el AFCaps mostré una capacidad modesta para discriminar entre las pacientes
que lograron un nacimiento vivo y las que no, a pesar de analizar los ciclos en CLBR por
ciclos iniciados y realmente finalizados. Nuestros resultados, estan en linea con los
estudios previos que han evaluado otros marcadores de reserva (FSH basal, AFC basal y
AMH) en la predicciéon del éxito de la FIV/ICSI [75,76,96-98] ; solo los modelos
predictivos que integran multiples variables en la FIV/ICSI han demostrado una alta

precision en la prediccion de CLBR [99,100]

Sin embargo, en la evaluacion del éxito de la FIV/ICSI en términos de embarazo y RNV,
nuestro estudio tiene varias limitaciones, la mayoria relacionadas con el disefio
retrospectivo y el largo periodo de estudio. Durante los 10 afios de estudio, ademas de
los cambios en los protocolos de estimulacidon (comentados en el apartado previo), se
han producido cambios en el laboratorio de FIV/ICSI (uso de incubadores “time lapse”,
paso de congelacién lenta a vitrificacidn embrionaria (switch en afio 2013), cultivo a
blasto para transferencia electiva de un solo embrién. Para evaluar el efecto de estos
posibles factores de confusidon en el analisis de la relacion entre el AFCaps y la CLBR, se
realizd el modelo de regresién logistica multivariante ajustando por estas posibles
variables confusoras y la edad (el factor mas importante relacionado con las
probabilidades de embarazo/nacimiento vivo), la categoria de AFCaps (cuartil) siguid

siendo un factor predictivo independiente para el CLBR.
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AFC medido independientemente fase del ciclo

Este estudio es el primero en evaluar el recuento de foliculos antrales medido en
cualquier momento del ciclo como predictor de recién nacido vivo por ciclo iniciado y
finalizado de FIV/ICSI, rAFC junto con la AMH, mostraron una buena capacidad

predictiva para conseguir éxito en el ciclo de FIV/ICSI.

Un reciente metanalisis [101] que tratd de reunir toda la evidencia disponible para
evaluar si la AMH era capaz de predecir la CLBR, concluia que estaba claramente
demostrado que el marcador de reserva ovarica estaba relacionado con la probabilidad
de conseguir RNV en ciclo completo de FIV/ICSI, pero no podia utilizarse como Unico
predictor para este resultado porque los datos publicados no eran suficientes para
analizar este resultado. Nuestro trabajo aporta mds datos sobre la relacion entre los
marcadores de reserva ovarica y el resultado del ciclo de FIV/ICSI (medido en términos

de CLBR).

Nuestro estudio arroja resultados diferentes a los pocos y heterogéneos estudios que
han evaluado el papel del AFC basal en la prediccién del CLBR [75,96,98,102], que
concluyeron que el poder predictivo de este marcador por si solo era insuficiente (AUC
<0,7) y también al primer estudio que conforma la presente tesis. Si bien, el disefio
prospectivo de este estudio marca una diferencia con todos los estudios previamente
referidos, el limitado nimero de pacientes incluidas hace que nuestros resultados solo
refuercen la relacidon cuantitativa entre marcadores de reserva ovarica y resultado de
ciclo de FIV/ICSI, y que su capacidad predictiva de calidad deba confirmarse en estudios

o n

con mayor n-.

Longitud del Ciclo Menstrual

Este estudio es el primero en evaluar la longitud del ciclo menstrual como predictor de
recién nacido vivo por ciclo iniciado y finalizado de FIV/ICSI. La LCM no mostré
capacidad predictiva del resultado del ciclo medido en CLBR, ni tampoco se evidenciaron

ciclos mas cortos en mujeres que no conseguian RNV tras ciclo de FIV/ICSI vs las que si.
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La longitud del ciclo menstrual como marcador de la vertiente cualitativa de la reserva
ovarica ha sido infraevaluada en estudios previos, no obstante, el metanalisis del grupo
de Fauser previamente referenciado apuntaba a que los ciclos cortos (21-27 dias)
presentaban una menor fecundabilidad en ciclos naturales y peores resultados en las

medidas de resultados de FIV/ICSI en comparacién con un MCL de 28-35 dias [41].

Aunque los resultados de nuestro estudio no apuntan en la misma direccién que este
metanadlisis, la limitacion del nimero de ciclos/pacientes analizados, no permite concluir

la ausencia de relacion entre LCM y resultado de FIV/ICSI.

Si bien es cierto, que la longitud del ciclo menstrual dista de ser un marcador de reserva
ovdrica establecido como el RFA basal o la AMH, presenta como gran ventaja ser un
marcador muy facil de medir, independiente de la variabilidad en su medicién a las que
estan sujetas la AMH (diferentes kits) y AFC (dependiente de observador y resolucién
del ecégrafo). Este aspecto se pone en relieve cuando se compara la eficacia de los dos
marcadores considerados “gold standard”, cuando los estudios que comparan ambos
marcadores son multicéntricos (muchos observadores, ecégrafos diferentes) pero
andlisis de AMH centralizado los resultados de la AMH son superiores a los del AFC, sin
embargo, cuando los estudios son unicéntricos (menos observadores en la medida
ecografica) el AFC es superior a AMH [91]. La existencia de un marcador tan facilmente

medible como la LCM, evitaria la dependencia de todos estos factores determinantes.

En el metaandlisis previamente referenciado[41], Younis afirmaba que el uso de
herramientas simples y universales para evaluar la reserva ovdrica en mujeres durante
sus afos reproductivos puede ayudar a aumentar su conciencia y guiarlas en sus
decisiones de planificacion familiar. Nuestro estudio apoya el uso de una LCM corta
como marcador de reserva ovarica deficiente y muestra que el rAFC es una herramienta
simple y ampliamente disponible para los ginecélogos, que puede ser otro marcador util
para asesorar a las mujeres que deseen tener hijos en el futuro a buscar consejo

profesional cuando este conteo sea bajo.
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IMPLICACIONES FUTURAS DE NUESTROS RESULTADOS

Marcadores de reserva ovarica y prediccion respuesta

Nuestros estudios demuestran que el recuento de foliculos antrales no medido en
situacion basal (fase folicular precoz), es un buen predictor de respuesta a la
estimulacidon ovarica. Tanto si se evallua tras dos semanas de frenacién hipofisaria con
agonistas de la GnRH en el curso de un protocolo largo de FIV/ICSI como si se mide

independientemente de la fase del ciclo.

Aunqgue nuestros resultados deberian confirmarse en series prospectivas con mayor
numero de ciclos incluidos, parecen demostrar que la variabilidad en las mediciones del

AFC en diferentes situaciones a la basal tienen escasa repercusion clinica.

A la espera de esos estudios, una revision sistematica del tema podria llevar a cambiar
las recomendaciones de las sociedades cientificas que siguen recomendando que este

marcador debe utilizarse en fase folicular precoz.

Marcadores de reserva ovarica y prediccidon acumulada de
éxito en FIV/ICSI

Los resultados de nuestro segundo trabajo que reflejan como la AMH y el rAFC son
excelentes predictores de CLBR deberian ser confirmados, en estudios prospectivos y
con una definicion de CLBR que incluya ciclos iniciados (no solo puncionados) y

finalizados (todos los embriones transferidos).

Aunque que los estudios previos que evaluaban diferentes marcadores de reserva
ovarica como predictores de resultado acumulado de FIV/ICSI, incluyendo el primer
trabajo que forma parte de esta tesis, concluyen que los marcadores de reserva ovarica
por si solos no presentan una buena capacidad discriminatoria entre las pacientes que
conseguiran RNV/ciclo y las que no. Todos demuestran que la probabilidad de conseguir
el éxito esta claramente relacionada con los marcadores de reserva y la respuesta a la
estimulacion. Es decir, a mejor valor del marcador de reserva ovarica, mejor respuesta,
por tanto, mayor nimero de embriones, mayor numero de blasto y en definitiva mayor

probabilidad de conseguir el embrién que dé lugar a RNV (euploide)[20].
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Por tanto, aunque los marcadores de reserva ovarica no pueden utilizarse por si solos
para predecir el éxito del ciclo, deberian incluirse en modelos predictivos que alnan
varias variables para predecir el éxito del ciclo previo a su inicio. Asi, por ejemplo,
McLernon demostrd como en un modelo para predecir la probabilidad de RNV por ciclo,
creado con datos provenientes del registro americano de reproduccién asistida, las
variables pretratamiento que influian en esta probabilidad eran la edad, el IMCy la AMH.
Asi, la probabilidad de una mujer de conseguir RNV/ciclo dependia del nivel de AMH,
por ejemplo, una mujer con un nivel de AMH de 5 ng/mL tenia un 22% mas de
probabilidades de tener un nacimiento vivo en comparacién con una mujer con un nivel

de AMH de 2.5 ng/mL [103].

Marcadores de reservay “fertility awareness”

Existe controversia sobre si los marcadores de reserva ovarica debieran utilizarse en
mujeres en edad reproductiva no estériles, dado que no han demostrado ser predictores
de fertilidad natural. Asi la guia clinica americana sobre los marcadores de reserva
ovarica del 2020 contraindica su uso en paciente no estéril [62] y expone que los
marcadores de reserva ovarica no deberian de utilizarse para promover las técnicas de

preservacion de fertilidad.

Sin embargo, hay estudios que sugieren que, si las mujeres sintieran que su fertilidad es
limitada, cambiarian sus planes de maternidad, incluyendo avanzar la busqueda

gestacional o acceder a técnicas de preservacion de la fertilidad [104,105].

Si bien es cierto que la determinacién de AMH o realizarse una AFC en fase folicular
precoz no esta al alcance de todas las mujeres en edad reproductiva (requiere de una
analitica y una ecografia programada en un momento concreto del ciclo), la existencia
de marcadores de reserva ovarica sencillos, simples, econdmicos y facilmente
disponibles, podrian ser tiles para que las propias mujeres o médicos/ginecélogos de
atencién primaria buscaran un adecuado asesoramiento reproductivo cuando estos

marcadores estuvieran afectados. Demostrar que existen marcadores de reserva
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ovdrica de estas caracteristicas que fueran eficaces podria tener un impacto en la

fertilidad.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

1. Elrecuento de foliculos antrales medido tras frenacidon hipofisaria con agonistas
de la hormona liberadora de gonadotropinas en un ciclo de estimulacion ovarica
bajo protocolo largo, es un excelente predictor de baja e hiperrespuesta en un

ciclo de Fecundacion in Vitro

2. Aunque el recuento de foliculos antrales medidos en frenacion hipofisaria con
agonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas en un ciclo de
estimulacion ovarica bajo un protocolo largo esta relacionado con la
probabilidad acumulada de tener un recién nacido vivo por ciclos de

Fecundacion in Vitro, su precisidon para predecir este resultado es limitada

3. Lalongitud del ciclo menstrual es un excelente predictor de baja respuesta.

4. Elrecuento de foliculos antrales valorado en cualquier momento del ciclo es un

excelente predictor de baja e hiperrespuesta en un ciclo de Fecundacion in Vitro.

5. El recuento de foliculos antrales valorado en cualquier momento del ciclo, es
buen predictor de la probabilidad acumulada de recién nacido vivo por ciclo de

Fecundacion in Vitro.

6. La longitud del ciclo menstrual no es buen predictor de la probabilidad

acumulada de recién nacido vivo por ciclo de Fecundacion In Vitro.
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Antral follicle count measured at down-regulation as predictor of ovarian
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agonist IVF cycles
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ABSTRACT

Objective: Evaluate antral follicle count measured after pituitary suppression (AFCaps) with a GnRH
agonist as predictor of ovarian response and cumulative live birth (CLB).

Methods: This study is a large cohort analysis of retrospective data between January 2011 and
September 2020 in a tertiary-care university hospital. All first initiated IVF/ICSI cycles in women under
43years of age for whom AFCaps was registered in our database were included. To evaluate CLB
rates (CLBRs), only finalized cycles were analyzed (at least one live birth and/or all embryos transferred),
excluding PGT cycles and severe male factor requiring testicular sperm extraction.

Results: AFCaps showed a good predictive ability in predicting ovarian response to ovarian stimulation.
Predicting poor response, AFCaps presented an area under the receiver-operating characteristic curve
(AUCgoc) of 0.85 (95% Cl 0.83-0.87), for high response prediction, the AUCyo was 0.80 (95% confidence
interval [Cl] 0.77-0.83).

Although AFCaps was statistically higher in patients who achieved at least one live birth (13.6+6.05
vs. 9.79+6.33) and CLBRs per started cycle significantly increase between AFCaps quartiles (15.9%,
36.2%, 45.1% and 52.9%) its ability to predict CLBR was modest, with an AUC., of 0.67 (95% ClI
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0.65-0.69).

Conclusions: Women undergoing their first IVF/ICSI cycle following a long agonist GnRH protocol can be
counseled with AFCaps measurement about their probability of achieving poor/high response. Based on
this marker physicians can personalize ovarian stimulation with the aim of optimizing ovarian response and
minimizing its risks. However, AFCaps has failed to predict CLB per started IVF cycle as an isolated marker.

Introduction

European guideline on ovarian stimulation for in vitro fertiliza-
tion/intracytoplasmic sperm injection (IVF/ICSI) recommend
the GnRH antagonist protocol as the first line therapy in pre-
dicted high responders and in normal responders in relation to
improved safety [1]. But, from the efficacy point of view, the
debate remains open: Lambalk meta-analyses concluded that in
a general IVF population, antagonist treatment resulted in one
less ongoing pregnancy of every 28 women treated [2]. Same
year, a randomized controlled trial in unselected population
concluded that significantly more oocytes were retrieved in the
long agonist protocol and some subgroups of patients may still
benefit from this protocol [3]. Moreover, long protocol offers
easier logistic planning. All these arguments justify that the long
GnRH agonist protocol is still being used in poor responders
and in some cases of normal responder patients.

Two of the main goals of ovarian reserve tests are counseling
IVF patients about their prognosis and optimizing/minimizing risks
of ovarian stimulation [4]. For prediction high and poor response

to ovarian stimulation, use of either basal antral follicle count (AFC)
or anti-Miillerian hormone is recommended over other ovarian
reserve tests [1].Ovarian reserve markers have classically failed to
predict the probability of pregnancy, but this conclusion has been
related to results in fresh embryo transfer (ET).

Reporting IVF success with CLBRs has become the standard
in the vitrification era, but there is a need for consensus for
defining success rates [5]. When the objective is elucidating the
outcome of one IVF/ICSI cycle, all started cycles should be
analyzed (not only aspirated) and only finalized cycles should
be included (all embryos transferred until one live birth (LB)
or no more embryos available).

CLBR has a significant positive association with ovarian
response [6, 7], but there are only a few publications evaluating
the ability of ovarian reserve markers (including basal AFC) to
predict CLBs [8-12].

AFC should be measured in the early follicular phase [13],
although no significant differences have been found between
AFC measurements in early follicular phase and after
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down-regulation with GnRH agonists (AFCaps) [14-16]. The
accuracy of AFCaps in the prediction of poor ovarian response
after ovarian stimulation has been evaluated in small cohorts
[17-19], but its ability to discriminate hyper-response or CLB
has not yet been evaluated.

Based on the hypothesis that AFCaps is a good ovarian
reserve marker and that the CLBR is positively related to ovarian
response, we retrospectively analyzed our lengthy experience
with the long GnRH agonist protocol with two main objectives:
evaluate AFCaps as a predictor of ovarian response and evaluate
the relation between AFCaps and the CLBR per started and
finalized IVF/ICSI cycle.

Materials and methods
Study population

The present study included all the first initiated IVF-ICSI cycles
following a long GnRH agonist protocol between January 2011
and September 2020 in women between 20 and 42years old in
whom the AFC after pituitary suppression had been registered
in our database.

A total of 2731 first IVF started cycles were analyzed to
evaluate ovarian response to IVE. To evaluate CLBR, only 2518
cycles were analyzed, excluding non-finalized cycles (no LB with
remaining embryos at the time of the analysis and cycles in
which cryopreserved embryos after ET failure were warmed but
not transferred). PGT IVF cycles and severe mail factor requiring
TESE were also excluded.

Figure 1 shows the flowchart of patients included in both
analyses.

Ovarian stimulation protocol

Pituitary desensitization was achieved by subcutaneous admin-
istration of triptorelin acetate or leuprolide acetate started in
the mid-luteal phase of the previous cycle. Gonadotropin drug
and doses were individually chosen according to age and ovarian
reserve markers available: age, BMI, basal FSH, basal E2, with
a maximum initial dose of 450UI (300UI from the year 2018).
From day five onwards, gonadotropin was adjusted according to
ovarian response. The criteria for human chorionic gonadotropin
administration, cycle cancelation and embryo grading system
were described previously [20].

Antral follicle count after pituitary suppression
measurement

Ultrasound scans were performed the day in which pituitary
suppression was checked (after 12-18days of agonist treatment),
and the number of follicles with a mean diameter of 2-9mm
was counted

Outcome measures

Ovarian response
Ovarian response was categorized into three groups: poor ovarian
response (cancelled cycle or <4 oocytes retrieved), normal
response (4-15 oocytes retrieved) and hyper-response (>15
oocytes retrieved).

Moderate- severe OHSS was defined according to the classi-
fication proposed by Golan [21].

Cumulative live birth
Clinical pregnancy was diagnosed by increasing serum concen-
trations of b-HCG after ET/FET and the subsequent demonstra-
tion of an intrauterine gestational sac by ultrasonography.
Pregnancy loss included ectopic pregnancy, miscarriage and
stillbirth according to standardized definitions [22]. The cumu-
lative clinical pregnancy rate (CCPR) was defined as the pro-
portion of cycles that achieved at least one clinical pregnancy
per cycle. The CLBR was described as a proportion of deliveries
with at least one LB per assisted reproductive technology (ART)
cycle. The delivery of a singleton, twin, or other multiples was
registered as one delivery [23, 24].

All these pregnancy outcome rates are shown per started
cycle, per aspirated cycle and per embryo-transfer (fresh embryo
transfer (ET)/frozen embryo transfer (FET)).

Statistical analyses

Continuous variables were described as mean and standard devi-
ation whereas percentages were used for categorical variables.
The association between categorical variables and ovarian
response/cumulative live birth was analyzed using the Chi-Square
test. Continuous variables were compared with the ANOVA test
with Bonferroni correction when more than 2 comparisons
were made.

The associations of AFCaps with ovarian reserve parameters
and ovarian response were evaluated using correlation coeffi-
cients. The ability of AFCaps to predict poor response,
hyper-response and CLB was evaluated using receiver operating
characteristic (ROC) curves. Sensitivity, specificity, and the area
under the curve (AUC) were obtained for the outcomes based
on the Youden index. An AUC of 0.5 suggests no discrimination;
between 0.7 and 0.8 is considered acceptable and 0.8-0.9
excellent

For in-depth analysis of the probability of CLB, subjects were
grouped according to AFCaps quartiles and selected variables
of interest were summarized within each quartile. Finally, to
control for possible confounding variables that might have
changed over the study period, we performed a multivariate
logistic regression model to estimate the odds ratios (OR) of
the CLBR for the variable AFCaps quartiles, adjusting for age,
year of stimulation, total dose of gonadotropins and cryopres-
ervation technique.

All tests were two-tailed and p<0.05 was considered statis-
tically significant, all the analyses were exploratory and no formal
sample size calculation was performed

Data were analyzed with the Statistics Package for Social
Sciences, version 25.0 (SPSS, Chicago, IL, USA), and R software
(R Core Team, 2019) and MedCalc Software (Mariakarke,
Belgium).

Results
Ovarian response

According to the predefined ovarian response categories, 173
patients were classified as high (6.3%), 2003 (73.3%) as normal
and 555 (20.3%) as poor responders. Table 1 describes the base-
line and stimulation characteristics, ovarian response and IVF/
ICSI outcomes per started cycle by response subgroup.

Cycle cancelation due to insufficient follicular growth occurred
in 287 patients (51.7% of poor responders). Twenty-four mod-
erately severe ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS) cases



GYNECOLOGICAL ENDOCRINOLOGY 1081

3434 IVF/ICSI cycles

Long protocol aGnRH

AFCaps registered
636 cycles excluded.
-592 cycles corresponding to 2nd/3d
> | attempts.
-44 cycles in patients with previous cycles in
another IVF unit.
v
2798 patients

Long protocol aGnRH
AFCaps registered

1st attempt

67 patients excluded

v

-2 43 yearsold

2731 patients

Long protocol aGnRH

AFCaps registered

1st attempt 213 patients excluded

</=42 years old -69 ovarian stimulation for PGT

-85 remaining embryos NOT used by the
time of the analysis

v

-31 severe mail factor

-1 any transfer (embryos vitrified patient
cancer dx during stimulation and posterior
death)

-27 No Live Birth in fresh transfer, not use
of VT embryos (all devitrified without
transfer)

Figure 1. Flowchart of patient selection.

(0.8%) were observed, with no statistically significant differences and high response was 5.81+4.1, 12.1+6.0 and 17.6+6.5, respectively
in the prevalence of OHSS between groups (p=0,3). (p<0.001). Regarding the diagnostic accuracy of AFCaps to discriminate

The present study found a significant positive association between between normal and poor response cycles, the AUC, was 0.85 (95%
AFCaps and ovarian response. The mean+SD AFCaps for poor, normal,  CI 0.83-0.87) with an optimal cutoff of <8, and with a sensitivity of
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Table 1. Baseline characteristics, ovarian stimulation and IVF/ICSI outcome according to ovarian response (n=2731).

Variable Poor response Normal response High response P-value
n=555 (20.3%)1 n=2003(73.3%)2 n=173 (n=6.3%)3 overall

Baseline characteristics

Age (y) 37,45+2,7 3591+3,2 34,58+3,6 <0,001%"

BMI (kg/m?) 24,53+4,4 24,09+4,4 23,61+4,5 04

Duration of infertility (y) 4,51+29 4,34+2,6 3,90+2,2 0,2

Infertility factor 0,001

Donor’s semen 21 (3,8) 61(3,0) 4(2,3)

Male factor 156(28,3) 716(35,7) 73(42,2)

Tubal factor 48 (8,7) 151 (7,5) 11 (6,4)

Endometriosis 97 (17,6) 196 (9,8) 8 (4,6)

Unexplained 219 (39,7) 810 (40,4) 61 (35,3)

PGT 11 (2,0) 69 (3,4) 16 (9,2)

AFCaps 581+4,1 12,09+6,0 17,65+6,5 0,000*

Basal FSH (IU/L) 10,60+4,6 8,10+2,8 6,72+1,7 <0,001*

Basal E, (pg/mL) 57,27 £44,9 52,83+37,3 41,79+27,8 <0,001*

Ovarian stimulation

Days to pituitary suppression 14,51+2,3 14,87+2,2 14,88+1,9 0,003"2

Days of ovarian stimulation 9,98+2,9 11,75+1,7 11,56+1,8 <0,0071vs2 1vs3

Total IU of FSH 3002+913 2665+957 1908 +722 0,000*

Patients with hCG and ovum retrieval 268 (48,3) 2003 (100) 173 (100) <0,001*

IVF/ICSI outcome

No. of 2PN oocytes on day 12 1,45+0,9 481+24 9,86+3,7 0,000*

No. of suitable embryos for transfer or cryopreservation? 1,34+0,7 3,39+2,1 721+4,6 0,000*

No. of embryo transfers performed? 0,41+0.5 1,27+0,6 1,74+1,0 0,000*

Severe OHSS? 0(0) 21 (1,0) 3(1,7) 0.5°

Note: Values are mean +standard deviation or n(%), unless otherwise stated.
BMI=body mass index; PGT =Preimplantational genetic testing; AFCaps=antral follicle count measured after pituitary suppression.
FSH=follicle-stimulating hormone; E2=estradiol; hCG=human chorionic gonadotropin; 2PN=two pronuclei; OHSS =Ovarian Hyperstimulation

syndrome;.
Values are relative to the number of patients with oocyte retrieval.

P - values are for between-group analysis of variance (ANOVA) test unless otherwise stated. 'Poor response group, *Normal response group,

3Hyper-response group.
bP - values for between-group difference from x 2 test.

Pairwise comparisons are indicated in superscripts: *All pairwise comparisons p <0,05, when only some pair-wise comparisons reach statistical

significance these are stated.

78.2% and a specificity of 78.7%. When the likelihood of high response
was analyzed, the AUC, was 0.80 (95% CI 0.77-0.83). The best value
for AFCaps discriminating between high response and normal response
was >13 (sensitivity 76.3%; specificity 73.22%) (Supl 1, Supplementary
material).

Cumulative live birth

Of the 2518 cycles included in the CLB analysis, a total of 942
patients achieved at least one LB (CLBR = 37.4% per started
cycle; 42.1% per oocyte retrieval; 43.3% per cycle with at least
one ET). CLBRs steadily increased with the number of oocytes
retrieved, reaching 66.7% when 18 oocytes were retrieved.
Figure 2 describes the flowchart of cycles analyzed until final-
ization (LB/No more embryos available).

Baseline characteristics, ovarian stimulation and IVF/ICSI
outcomes according to CLB are shown in Table 2. The median
(+SD) AFCaps was statistically higher in patients who achieved
LB 13.6£6.05 vs. 9.79+6.33. Nevertheless, AFCaps demonstrated
limited accuracy for the prediction of CLB (the AUC,,. was
0.67; 95% CI 0.65-0.69) (Supl 2, Supplementary material).

To analyze the influence of AFCaps on IVF cycle outcomes
in-depth, the patient population was stratified according to
AFCaps quartiles (<6, 7-10, 11-14 and =15) (Tables 3). The
median number of oocytes retrieved and embryos available for
transfer or cryopreservation significantly increased (p<0,001)
across the AFCaps quartiles.

The CLBR per started cycle reached significant differences for
all AFCaps quartile pair-wise comparisons (15.9%, 36.2%, 45.1%
and 52.9% for the 1%, 27, 3™ and 4% AFCaps quartiles,

respectively). To control for possible confounding variables that
might have changed over the long study period, we performed a
multivariate logistic regression analysis to estimate de OR of CLBRs
for the AFCaps quartiles adjusting for age, stimulation year, total
dose of gonadotropins and cryopreservation technique. The results
show that none of the adjustment variables was significant (Table 4)

Discussion

This study in women undergoing IVF/ICSI following a long
GnRH agonist protocol demonstrates that AFCaps is strongly
related to ovarian response and the probability of achieving a
LB in started ART cycles. Although the accuracy of AFCaps in
predicting ovarian response is good, the power of CLB prediction
is modest. These results reinforce its use for optimizing ovarian
stimulation and minimizing its risks but not as an isolated
marker to predict IVF success.

Our findings are in line with small previous prospective
cohort studies assessing the relationship between AFCaps and
the number of oocytes retrieved and its accuracy in predicting
poor ovarian response [17-19]. Despite the retrospective design
of our study, the large number of cycles included emphasizes
that as a single test AFCaps has substantial accuracy in predicting
poor ovarian response. To our knowledge, the present study is
the first to assess the ability of AFCaps to predict hyper-response.
In clinical practice this finding could imply improve the safety
of the long GnRH agonist protocol, when this protocol has been
chosen despite the ESHRE guidelines, allowing the physician to
apply strategies to reduce/avoid OHSS risk when a high AFCaps
is encountered: perform stimulation with low gonadotropin doses;
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Table 2. Baseline characteristics, ovarian stimulation and IVF/ICSI outcome according to cumulative live birth in

finalized cycles (n=2518).

Live birth No live birth
Variable n=942 (37,4%) n=1576 (62,6%) P-value
Baseline characteristics
Age (y) 35,25+3,08 36,80+3,19 0,000
BMI (kg/m?) 23,82+4,3 2439+4,6 0,006
Duration of infertility (y) 419+2,37 4,44+2,68 0,045
Infertility factor 0,001¢
Donor’s semen 20(2,1) 62(3,9)
Male factor 383(40,7) 517(32,9)
Tubal factor 63(3,7) 133(8,5)
Endometriosis 94(10) 194(12,3)
Unexplained 382(40,6) 667(42,4)
AFCaps 13,06 +6,05 9,79+6,33 0,000
Basal FSH (IU/L) 7,93+2,65 8,96 +3,87 0,000
Basal E, (pg/mL) 51,74+38,83 53,89+39,05 0,227
Ovarian stimulation
Total IU of FSH 2480,09 + 896,68 2817,01+£985,5 0,000
Patients with hCG and ovum retrieval 942 1295 0,000
No. of oocytes retrieved (range)® 9,56+4,22 7,54+4,14 0,000
No. of metaphase Il oocytes® 7,94+3,70 6,03+3,76 0,000
IVF/ICSI OUTCOME
No. of 2PN oocytes on day 1° 5,67 +2,89 3,98+2,76 0,000
No. suitable embryos for transfer or cryopreservation® 4,33+2,65 2,76+2,14 0,000

Note: Values are mean = standard deviation or n(%), unless otherwise stated.
BMI=Body mass index; AFCaps =antral follicle count measured after pituitary suppression; IU=International units;

FSH=Follicle-stimulating hormone;.

E2 =estradiol; hCG=human chorionic gonadotropin; 2PN=two pronuclei;.
3Day of hCG administration or cancelation day. ®Values are relative to the number of patients with oocyte retrieval.
P - values are for between-group analysis of variance (ANOVA) test unless otherwise stated.

P - values for between-group difference from x? test.

Table 3. Reproductive outcome per cycle in relation to AFCaps stratified into four groups in finalized cycles(n=2518).

Total AFCaps < 6  AFCaps 7-10  AFCaps 11-14  AFCaps =15 P-value
N 2518 672 527 690 629
Age 32,22+3,24 37,37+2,76 36,70+3,00 35,99+3,07 34,83+3,52 0,000*
Patients with hCG and ovum retrieval (%) 2237 (88,8) 444 (66,1) 484 (91,8) 681 (98,7) 628 (0,2)
No. of oocytes retrieved (range)? 8,39+4,44 5,03+2,93 7,14+3,43 8,99+3,74 11,17+4,78 0,000*
No. of metaphase Il oocytes? 6,84+3,85 4,03+2,44 5,80+2,94 7,37 +3,51 9,04+4,13 0,000*
No. of 2PN oocytes on day 1 2 4,70+2,93 2,74+1,90 3,97+2,30 5,13+2,69 6,16 £3,27 0,000*
No. Patients with at least one embryo transfer 2176 417 467 668 624
No. of suitable embryos for transfer or cryopreservation®  3,42+2,49 2,16+1,47 2,96+1,84 3,62+2,33 4,45+3,12 0,000*
No. of embryo transfers performed 1,09+0,70 0,68+0,59 1,06 +0,60 1,27 +0,66 1,34+0,72 0,000*
Cumulative Clinical Pregnancy (n/% per started cycle) 1134 (45) 138 (20,5) 228 (43,3) 379(54,9) 389 (61,8) 0,0001vs234 2vs1.4.
Cumulative Live Birth (n) 942 107 191 311 333
Rate per started cycle 37,4 15,9 36,2 45,1 52,9 0,000*
Rate per ovum pick up 42,1 24,1 39,5 45,7 53 0,0001vs23:4. 2v4. 3vst.
Rate per cycle with at least one embryo-transfer 43,3 25,7 40,9 46,6 53,4 0,0001vs234- 2vs34.

Note: Values are mean + standard deviation or n(%), unless otherwise stated.; AFCaps=antral follicle count after pituitary suppression; OSI=0Ovarian Sensitivity

Index; 2pn = 2 pronuclei.

AFCaps=Antral follicle count after pituitary suppression; N=number; HCG=Human chorionic gonadotropin; 2PN=two pronuclei; ET=Fresh embryo transfer;

FET=Frozen embryo transfer.

TAFC < 6 group, 2AFC 7-10 group, 3AFC 11-14 group, *AFC > 15 group. *All pairwise comparisons p<0,05, when only some pair-wise comparisons reach

significance is stated.
#Values are relative to the number of patients with oocyte retrieval.

P-values are for between-group analysis of variance (ANOVA) test unless otherwise stated.

switch the agonist to antagonist (antagonist rescue) with a pos-
sible agonist trigger [25-27]; cancel cycle.

The role of ovarian reserve markers in the prediction of CLBR
has been underexplored in the literature [8-12]. To our knowledge,
this study is the first to evaluate the probability of CLB per started
and finalized IVF/ICSI cycle. The CLBR definition employed in
previous studies differed; the Hamdine group used all the treat-
ments performed within 1year after ART initiation (including
more than 1cycle) as the denominator, while Arce only included
FETs performed within 1year of the patient’s start of treatment
(not real finalized cycles). Only Arce analyzed CLBR per started
cycle, while other authors did per aspirated cycle. Moreover, some
studies only included good prognosis patients [8, 9].

The strengths of the design of our study include absence of
selection bias, as all patients who started their first IVF/ICSI
cycle were included (independently or their prognosis), analysis
of real cycle prognosis, including all started cycles (not only
aspirated) and real CLB data (not estimated) considering only
finalized cycles (all embryos available transferred) in the analysis.
With the long follow-up of our cohort, CLBRs were not under-
estimated; most patients used all their supernumerary embryos.

In our analysis, although CLBR increases significantly among
AFCaps quartiles, AFCaps presented a modest ability to dis-
criminate between patients achieving CLB versus those who did
not, despite analyzing cycles in CLBRs per started and really
finalized cycles. Accordingly with previous research, ovarian



Table 4. Logistic regression analysis for AFCaps quartiles for CLBR's.

n=2518 OR adjusted 95% Cl
AFCaps <6 1

AFCaps 7-10 2,313 1,76-3,03
AFCaps 11-14 2,276 1,68-3,07
AFCaps >15 2,594 1,90-3,54
Age 0,891 0,86-0,92

AFCaps = Antral follicle count measured after pituitary suppression;
CLBR=Cumulative Live Birht Rate.

Adjusted for age, stimulation year, total dose of gonadotropins and cryopreser-
vation technique.

reserve markers are unable to predict IVF success, only predictive
models integrating multiple variables in IVF have demonstrated
high accuracy in CLBR prediction [28, 29]

However, several limitations are associated with our study, most
of which are related to the retrospective study design and the
long study period. During 10years of study several changes in the
IVF standard stimulation and laboratory techniques have taken
place, for instance switching from long agonist protocol (90% in
2011) to antagonist protocol (>80% in 2020), type and maximum
dose of gonadotropin and embryo cryopreservation technique.
Despite the multivariate logistic regression model adjusting for
these possible confounding variables and age (the most important
factor related to chances of pregnancy/live birth) the AFCaps
category remained an independent predictive factor for CLBR.
Another limitation in our analysis is the lack of data regarding
‘gold standard’ ovarian reserve markers such as basal AFC and
AMH, although the low number of cycles with this data available,
AFCaps presented a significant correlation with them.

In conclusion, our findings demonstrate interesting and clinically
relevant elements for counseling patients undergoing their first IVF/
ICSI following a long agonist protocol. AFCaps is a good predictor
of poor and hyper response. Its measurement after pituitary sup-
pression can be useful to adjust gonadotropin type/dosage or even
to switch to an antagonist protocol with the objective of optimizing
ovarian response and minimizing its risks. Although AFCaps quar-
tiles are related to the probabilities of CLB in started ART cycles,
its accuracy in predicting success is limited. The primary clinical
role of AFCaps is the individualization of stimulation.
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