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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar se existe relagdo preditiva da medida do
nivel sérico do horménio antimilleriano (HAM), da contagem de foliculos antrais
(CFA) e do volume ovariano com os resultados de FIV. Realizou-se um estudo
prospectivo no periodo de janeiro de 2010 a marco de 2012 com mulheres de 35
anos ou mais que realizaram FIV. Os niveis do HAM, CFA e volume ovariano foram
correlacionados com resposta a hiperestimulacdo ovariana, com as taxas de
fertilizacdo, com a qualidade dos embrides e com os indices de gestacdo. Foram
avaliadas 40 pacientes com uma mediana de idade de 39 anos. Observou-se uma
correlacdo direta significativa entre os niveis do HAM e o numero de foliculos
maiores de 14 mm (rs = 0,81 e P < 0,001), ocorrendo o mesmo com a CFA (rs = 0,69
e P <0,001). Tal correlacdo néo foi significativa quando avaliado o volume ovariano.
HAM, CFA e volume ovariano ndo apresentaram uma correlacdo estatisticamente
significativa com as taxas de fertilizacdo, com a qualidade embrionaria, nem com 0s
indices gestacdo. Na predicdo de boa ou mé resposta, HAM e CFA apresentaram
um alto valor preditivo positivo (100% para o HAM e 87% para a CFA, usando um
ponto de corte de 0,9 ng/ml e 7 foliculos respectivamente, valores estabelecidos pela
curva ROC). Concluimos, com o estudo, que HAM e CFA podem ser utilizados como
preditores da resposta a hiperestimulacdo ovariana em FIV; porém, nao estédo

relacionados a qualidade embrionaria, taxas de fertilizacdo ou gestacao.

Palavras-chaves: reserva ovariana, FIV, hormonio antimilleriano, contagem de

foliculos antrais, gestacéo.




ABSTRACT

The aim of this study was to check if there is a predictive relationship of
measured serum levels of anti-Mullerian hormone (AMH), antral follicle count (AFC)
and ovarian volume with the results of IVF. We conducted a prospective study
between January 2010 and March 2012 with women aged 35 or more who
underwent IVF. The levels of AMH, AFC and ovarian volume were correlated with
response to ovarian hyperstimulation, with rates of fertilization, with embryo quality
and pregnancy rates. We evaluated 40 patients with a median age of 39 years old.
There was a significant direct correlation between the levels of AMH and the number
of follicles larger than 14 mm (rs = 0.81 and P < 0.001). The same happened to the
AFC (rs = 0.69 and P < 0.001). This correlation was not significant when evaluated
the ovarian volume. AMH, AFC and ovarian volume did not show a statistically
significant correlation with rates of fertilization, with embryo quality or with pregnancy
rates. In predicting good or poor response, AMH and AFC showed a high positive
predictive value (100% for the AMH and 87% for AFC, using a cutoff of 0.9 ng/ml and
7 follicles respectively, values established by ROC curve). We conclude from this
study that AMH and AFC can be used as predictors of response to ovarian
hyperstimulation in IVF, but they are not related to embryo quality, fertilization rates

or pregnancy.

Keywords: ovarian reserve, IVF, anti-Mullerian hormone, antral follicle count,

pregnancy.
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1 INTRODUCAO

A diminuicdo da fertilidade feminina com o avancar da idade €& bem
documentada e esta associada a diminuicdo da quantidade e qualidade dos odcitos
[1, 2]. O inicio do declinio da fertilidade inicia apds os 30 anos, acelera a partir dos
35, chegando a esterilidade em torno dos 41 anos [3]. As mudancas na sociedade
moderna onde 0s casais postergam a primeira gestacao tém causado um aumento

na incidéncia de infertilidade devido a idade aumentada das pacientes [4].

Diante da diminuicdo da fertilidade, nos casos em que ha indicacdo de
realizacdo de procedimentos de reproducédo assistida, especialmente em mulheres

acima de 35 anos, é necessario avaliacdo da reserva ovariana.

Marcadores hormonais e parametros ultrassonograficos sédo utilizados para
predizer esta reserva. Tais testes incluem: concentracdo do horménio foliculo
estimulante (FSH), do hormdnio luteinizante (LH), do estradiol, da inibina B, do
horménio antimilleriano (HAM), medida do volume ovariano, contagem de foliculos
antrais (CFA), biopsia ovariana e os testes dinamicos usando agonista do horménio

liberador de gonadotrofina (GnRH), FSH ou citrato de clomifeno [5].

Identificar as pacientes mas respondedoras antes de iniciar um programa de
fertilizag&o in vitro (FIV), especialmente apos os 35 anos de idade, poderia ajudar no
manejo da estimulacdo ovariana ou, até mesmo, na decisdo da interrup¢do do
tratamento. Metandlise sobre o assunto concluiu que a CFA deve ser considerado o
teste de primeira escolha para avaliacdo destas pacientes [6]. Outros estudos
demonstraram que o HAM pode ser pelo menos tdo bom quanto a CFA em predizer

a resposta a hiperestimulacéo ovariana em FIV [7, 8].

O HAM é um membro da familia dos fatores de crescimento de transformacéao

B e é produzido nas células da granulosa [9]. E expresso nos ovarios a partir da 362
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semana de vida intrauterina e apresenta maiores concentracdes a partir da
puberdade [10]. Sua concentracdo € detectada nas células da granulosa desde a
fase de foliculo primordial até a fase antral precoce [11], enquanto que sua
expressao desaparece nos foliculos dominantes em crescimento [7, 10]. Pesquisas
demonstram que os niveis do HAM tém se correlacionado fortemente com o niumero

de foliculos [12, 13] e com a resposta a estimulacdo ovariana em FIV [14, 15].

O intuito deste trabalho é correlacionar o HAM, CFA e o volume ovariano com
a resposta a hiperestimulacdo ovariana para FIV. Além disso, observaremos as suas
relacbes com as taxas de fertilizacdo, qualidade dos embrides e indices de

gestacéao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 IDADE E FERTILIDADE

Estudos demograficos indicam que as taxas de fertilidade estdo diminuindo
em Varios paises [16]. A chamada “Segunda Transicado Demografica”, ocorrida no
final da década de 60, caracterizou-se pela dissociacdo do conceito de sexo para
procriacdo da espécie, pela divulgacdo de métodos contraceptivos mais eficazes,
por uma maior qualificagdo educacional da mulher e, consequentemente, por sua
maior participagdo no mercado de trabalho. Esta sequéncia de eventos resultou na
emancipacao feminina, que atrasou o desejo reprodutivo e reduziu o niamero de
filhos por casal. Com tudo isso, a fertilidade tornou-se uma preocupacado entre a
populacdo feminina, visto que a idade cronolégica é um forte preditor do sucesso
reprodutivo por ser um fator determinante da reserva ovariana. Nas Ultimas décadas,
as mulheres tém atrasado intencionalmente a gravidez, e o envelhecimento ovariano

se tornou o fator mais impeditivo para a gestacao [17].

A reserva ovariana é determinada pela quantidade de foliculos primordiais
existentes nos ovarios, levando-se em conta, igualmente, a qualidade dos odcitos. A
reducdo das taxas de gestacdo por FIV relacionada a idade é largamente atribuida
ao declinio progressivo da qualidade e quantidade dos odcitos ovarianos [18]. No fim
da idade reprodutiva, 0s ovarios comecam a apresentar processos apoptoéticos,
reducdo da espessura do cortex, formacédo de cistos de inclusdo em seu interior,
reducdo do numero de foliculos, invaginacdo do seu epitélio de superficie,
apagamento da linha entre a medula e o cortex, surgimento de fibrose e cicatrizes no
estroma e alteracdo de vasos sanguineos. Essas mudancas estruturais sao
expressas como alteracdes nos ciclos menstruais, no perfil endédcrino e bioquimico e
na diminuicdo da fertilidade. Mesmo antes do surgimento de alteracdes menstruais,

a reserva ovariana ja estd em declinio, podendo causar prejuizo a funcéo
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reprodutiva. Ambos os aspectos qualitativo e quantitativo da reserva ovariana estéo
inversamente relacionados a idade. Consequentemente, a relagdo existente entre
baixa qualidade e quantidade pode ser apenas indireta e dependente de sua forte

correlagdo com uma terceira variavel, a saber, a idade da mulher [19].

A populacéo de foliculos primordiais presentes nos ovarios em torno do quinto
més de vida intrauterina € de aproximadamente 10 milhdes, diminuindo para cerca
de 1 milhdo ao nascimento e de 500.000 durante a menarca. De acordo com o
modelo biexponencial de envelhecimento de Faddy e Gosden, a perda folicular
aumenta consideravelmente aos 37,5 anos (quando temos apenas 25.000 foliculos)
e aos 51 anos, idade média da menopausa, temos apenas 1.000 foliculos [1].

O envelhecimento ovariano € uma marca multifatorial, determinada pelo estilo
de vida, uso de medicacdes, fatores genéticos, autoimunes e idiopaticos. H4 muitos
outros fatores de risco estabelecidos, e varios outros ainda estdo sendo revelados,
sendo a herdabilidade o fator que exerce maior influéncia [17]. O HAM e a CFA
parecem ser 0s biomarcadores mais confidveis na predicdo do envelhecimento
ovariano. O advento da Vvitrificacdo de od6citos pode introduzir melhores

oportunidades de preservacao da fertilidade em mulheres de risco.

A avaliacdo da reserva ovariana esta indicada quando a mulher apresentar
mais de 35 anos, infertilidade sem causa aparente, histéria familiar de menopausa
precoce, cirurgia ovariana prévia, tabagismo e pobre resposta anterior a estimulacéo
com gonadotrofinas. Marcadores bioquimicos e parametros ultrassonograficos sao
utilizados para este fim. Embora possam ser usados previamente as técnicas de
reproducdo assistida, tais testes possuem um baixo valor preditivo nos casos de
falha de gestacdo e somente devem excluir o casal do tratamento se seus niveis

forem significativamente alterados [20].

A idade é o primeiro parametro a se considerar na determinacdo da reserva
ovariana. A fertilidade feminina atinge seu nivel maximo em torno dos 25 anos,
declinando consideravelmente apds os 35 anos de idade e ainda mais depois dos 38
anos, chegando a praticamente zero nos meados da quinta década. Estudos
mostram que, entre mulheres com niveis normais de FSH, a idade avangada é um
importante fator negativo na predicdo da resposta ovariana a estimulagcao
farmacolégica. Em meados da quinta década de vida, surgem desvantagens em

relagdo a concepcdo. Ha& maior risco de sindromes hipertensivas gestacionais,
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diabetes gestacional, trissomias e maior dificuldade em levar a gestagéo de um feto
normal até o termo. Os mecanismos de regulacdo responsaveis pela montagem do
fuso meidtico podem estar significativamente alterados em mulheres acima de 40
anos, tanto no que diz respeito ao alinhamento de cromossomos, quanto a matriz de

microtubulos que compdem esse fuso meidtico, predispondo & aneuploidias [21].

A queda do potencial reprodutivo tem sido associada com a idade e com a
qualidade dos odcitos. Experiéncias com od0citos jovens doados a mulheres com
idade mais avancada indicam que a maior responsabilidade do declinio da fertilidade
pode ser atribuida a idade dos odcitos [22]. Casos de gravidez por FIV forneceram
evidéncias suficientes de taxas reduzidas de gestagcdo com od0citos de idade
avancada. As taxas de gravidez apés estimulacdo ovariana controlada sdo mais
baixas entre mulheres com mais de 40 anos de idade, faixa etaria em que estas
devem considerar FIV caso n&o concebam dentro de 1 a 2 ciclos de
hiperestimulagdo ovariana controlada. Quando analisadas somente gestacdes entre
jovens doadoras de odcitos, as taxas de gravidez alcancadas foram similares entre
mulheres com menos e com mais de 40 anos de idade. Entre mulheres com mais de
50 anos, uma taxa de gravidez por ciclo de 30% pode ser alcancada por meio de
doacéo de odcitos, Unico tratamento efetivo para o envelhecimento ovariano [23]. As
taxas de gravidez com esta alternativa terapéutica séo significativamente mais altas
do que aquelas alcancadas por hiperestimulacédo ovariana controlada ou mesmo por

FIV com 6vulos da prépria paciente.

A taxa de abortamento aumenta com a idade oocitaria, variando de 14% entre
mulheres entre 20 e 24 anos até 44,5% entre aquelas com mais de 35 anos de
idade. O risco de abortamento espontaneo também aumenta em 75% do numero
total e em 26% dos clinicamente identificados entre mulheres com mais de 40 anos
de idade em comparacdo com apenas 12% entre as mulheres com menos de 20
anos [24].

A elevacdo da incidéncia de infertilidade entre casais de idade mais avancada
€ atribuida primariamente ao declinio das taxas de fertilidade, e ndo a esterilidade
absoluta, uma vez que muitos casais inférteis irdo conceber se persistirem tentando
por mais um ano [25]. Mulheres em idade reprodutiva devem estar cientes de que a

fertilidade natural e o sucesso das técnicas de reproducgéo assistida - com excegao
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da doacgédo de oOvulos - sdo significativamente mais baixos apos os 35 anos de idade
[26].

Devido ao declinio da fertilidade e a uma espera mais longa até conceber,
mulheres acima de 35 anos devem ser referenciadas a centros de medicina
reprodutiva apos seis meses de tentativas de concepcdo sem sucesso. O casal
deve ser informado sobre a reducdo da possibilidade de gravidez espontanea, o
aumento do risco de anormalidades cromossdmicas e de perdas gestacionais com o
avancar da idade, e um acompanhamento pré-natal adequado a esses riscos deve

ser oferecido a mulher uma vez que a gestacéo esteja estabelecida.

2.2 OS TESTES DE AVALIACAO DA RESERVA OVARIANA

Testes hormonais e parametros ultrassonogréficos tém sido utilizados para
avaliar a reserva ovariana e prever 0s resultados das técnicas de reproducéo
assistida. Os marcadores e parametros incluem:. concentracbes do FSH, LH,
estradiol, inibina B e HAM, medida do volume ovariano, contagem de foliculos
antrais e bidpsia ovariana. Também podemos realizar os testes dindmicos que

utilizam o citrato de clomifeno, GnRH ou FSH [5].

O FSH medido no terceiro dia do ciclo é usado por muitos centros de
reproducdo humana como indicador de resposta ovariana, mesmo que as evidéncias
para apoiar sua utilizacdo para esta finalidade sejam fracas [27]. O FSH é uma
medida indireta da coorte folicular e € regulado por varios fatores incluindo as
inibinas, as ativinas, o estradiol e a folistatinas [3]. O FSH apresenta variacao dos
seus niveis no ciclo menstrual; por esse motivo, a sua avaliagdo é mais dificil em
pacientes com ciclos irregulares. O uso do FSH como teste de predicdo dos
resultados da FIV tem sido questionado [28]. Em pacientes com alto risco (idade
acima de 40 anos e com resultados ruins em ciclos anteriores), existe alguma
evidéncia do valor do FSH como preditor de gestacdo [29]. Em contrapartida, em

pacientes jovens, 0 seu uso é limitado [27].

A relacdo FSH/LH também pode ser utilizada para a avaliacdo da reserva

ovariana. Uma relacdo aumentada, mesmo com um FSH normal, pode ser avaliado
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como um sinal de reserva diminuida e considerado preditor de mé& resposta a

hiperestimulagéo ovariana [30].

Niveis altos de estradiol no terceiro dia do ciclo estdo relacionados a um
prognéstico ruim em FIV. Estudos demonstram sua associacdo com ma resposta a
estimulacdo ovariana [31], maiores taxas de cancelamento do ciclo e menores taxas
de gestacdo, mesmo com FSH normal [32]. O valor do uso dos niveis de estradiol
para avaliacdo da reserva ovariana ainda € discutivel e ndo existem dados sobre a

sua relacdo com a fecundidade em ciclos espontaneos [33].

A inibina B é produzida pelas células da granulosa em crescimento. A queda
dos seus niveis no terceiro dia do ciclo menstrual pode prever pobre reserva
ovariana e ocorre antes do aumento dos niveis do FSH [34, 35]. Niveis de inibina B
menores de 45 pg/ml foram associados a ma resposta a estimulacédo ovariana com
gonadotrofinas, altas taxas de cancelamento de FIV, baixo niumero de odcitos
captados e baixas taxas de gravidez [36]. Em contrapartida, outros estudos né&o
suportam sua utilizagdo como marcador preditivo dos resultados de FIV [37, 38],
além de ser menos preditivo do inicio da insuficiéncia ovariana e da menopausa que
o HAM [39].

Em relacdo a medida do volume ovariano realizada por ultrassonografia,
estudo demonstra sua correlacdo com a idade, niveis de FSH e estradiol no terceiro
dia do ciclo em pacientes pré-menopausicas, indicando que este teste é um
marcador de idade avancada e de reserva ovariana diminuida [40]. Outros estudos
demonstram que a sua reducado esta relacionada a ma resposta a hiperestimulacéo
ovariana [41, 42]; porém, a sensibilidade e especificidade € menor quando
comparada a contagem de foliculos antrais [41]. Pacientes com volume ovarino

menor que 3 cm3 tém maiores taxas de cancelamento de FIV [43].

Outro parametro ultrassonografico utilizado para avaliacdo da reserva
ovariana € a contagem de foliculos antrais (CFA). Pesquisas demonstram correlacao
positiva deste teste com outros marcadores bioguimicos, especialmente o HAM [10,
11], com gravidez clinica e nascimentos vivos em casais com esterilidade sem causa
aparente que realizaram hiperestimulacdo ovariana controlada mais inseminacao
intrauterina [44]. Outro estudo demonstra uma sensibilidade de 89% e uma
especificidade de 39% para identificacdo de pacientes mas respondedoras a

hiperestimulacdo ovariana [45]. Metanalise mais recente concluiu que a precisédo dos
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modelos multivariados para a predicdo de resposta ovariana em mulheres
submetidas a FIV é semelhante a precisdo da CFA e que este deve ser considerado

o teste de primeira escolha para avaliagdo dessas pacientes [6].

Os testes dinamicos utilizando o citrato de clomifeno, o GnRH e o FSH
exogeno também tém sido propostos para avaliar a reserva ovariana. O teste do
citrato de clomifeno envolve a medida do nivel de FSH no terceiro dia do ciclo
menstrual e, em seguida, a administracdo de 100 mg de citrato de clomifeno diarios
do quinto ao nono dia do ciclo. Uma elevacdo anormal do FSH no décimo dia do
indica um teste alterado. O teste de estimulacdo com agonista do GnRH induz um
aumento inicial do FSH, LH e estradiol (flare-up), seguido por uma dessensibilizacao
pituitaria. Uma resposta diminuida do estradiol reflete diminuicdo da coorte de
foliculos secretores. O outro teste dinamico envolve a administracdo de 300 Ul de
FSH recombinante no terceiro dia do ciclo. FSH, estradiol e inibina B sdo medidos
antes da administracdo e 24 horas apés. O aumento nos niveis de FSH e estradiol
pode ser usado para prever a resposta a FIV tardia. Os testes acima mencionados

nao sdo mais comumente utilizados [5].

2.3 O HORMONIO ANTIMULLERIANO

O HAM é um membro da familia dos fatores de crescimento de transformacéao
B e é produzido nas células da granulosa [9]. Tradicionalmente, € mais reconhecido
por seu papel na diferenciacdo sexual masculina, pois induz a regressao dos ductos
mdillerianos. Na sua auséncia, os ductos miullerianos irdo desenvolver o tergo

superior da vagina, o Utero e as trompas de falépio [46].

O gene humano do HAM esta localizado no cromossomo 19p13.3. O HAM
exerce seus efeitos bioldgicos atraves de receptor transmembrana serina/treonina
quinase tipo Il expresso nas gonadas e nas células mesenquimais adjacentes aos

ductos mullerianos [47].

O HAM é expresso nos ovarios a partir da 362 semana de vida intrauterina e
apresenta maiores concentracdes a partir da puberdade. Ele age como modulador
no desenvolvimento folicular com acéo inibitoria sobre o crescimento dos foliculos

primordiais e o crescimento folicular induzido pelo FSH e como regulador da
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esteroidogénese [10]. Estudos em animais sugerem que o HAM reduz a atividade da
aromatase e 0 numero de receptores do horménio luteinizante nas células da
granulosa estimuladas pelo FSH [48], bem como influencia a producdo de
testosterona pelas células da teca [49]. A expressdo do HAM durante a menacme é
detectada nas células da granulosa desde a fase de foliculo primordial até a fase
antral precoce, antes que ocorra a dominancia [11]. A expressdo é maxima em
células da granulosa de foliculos pré-antrais e pequenos foliculos antrais (até 6 mm
de didmetro). Na fase de foliculos antrais maiores (> 8 mm), a expressao do HAM
diminui até que se torne indetectdvel quando o crescimento folicular FSH-
dependente foi iniciado. Nenhuma expressdo do HAM é detectada nos foliculos
atrésicos [50, 51].

Pelas razbes explanadas anteriormente, acredita-se que o HAM tenha relacéo

direta com o pool folicular, sendo um marcador confiavel da reserva ovariana.

2.4 O PAPEL DO HORMONIO ANTIMULLERIANO EM MEDICINA REPRODUTIVA

A associacao entre o pool folicular e os niveis séricos do HAM é demonstrada
em varios estudos nos ultimos anos [39, 52-54]. Ademais, o HAM ndo apresenta
variagao durante o ciclo menstrual, tratamento com agonistas do GnRH ou uso de
pilulas anticoncepcionais orais [52, 55]. Seus niveis também se mantém estaveis
durante a gravidez, parto e puerpério [56]. Tais fatores fazem do HAM um teste

adequado para avaliacédo da reserva ovariana.

Os niveis do HAM podem estar relacionados a fatores como etnia, tabagismo
e uso de alcool [57, 58]. Plante demonstrou a diminuicdo dos niveis do HAM em
pacientes fumantes ativas com idade entre 38 e 50 anos, confirmando os efeitos do

tabagismo sobre a reserva ovariana [59].

Vérias pesquisas demonstram que os niveis do HAM s&o mais elevados nas
pacientes com Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) e se correlacionam com a
gravidade da doenca [60-64], além de serem mais elevados em mulheres com
resisténcia a insulina e amenorreicas, quando comparados a mulheres com insulina
normal e oligomenorreicas, respectivamente [65, 66]. Estudo em pacientes obesas

demonstra que as pacientes sem a sindrome tém diminuicdo dos niveis do HAM,
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concluindo que a obesidade pode estar associada a reserva ovariana diminuida [67].
O efeito da obesidade sobre a reserva ovariana ainda é controverso. Alguns autores
referem que a diminuicdo dos niveis do HAM em tais pacientes é fisiol0gico e néo se
deve a reserva ovariana diminuida [68]. Niveis aumentados do HAM também tém
sido observados nas filhas de pacientes com SOP nas fases peripuberais [69, 70],
indicando que alteragdes no desenvolvimento folicular j& estdo presentes nessas

fases.

Em relacdo ao dano a reserva ovariana causado por cirurgias nos ovarios, o
HAM se mostra promissor para avaliacdo dos efeitos desses procedimentos.
Estudos recentes recomendam a afericdo dos niveis do HAM pré e pos-operatorio
para avaliacdo da eficacia do procedimento cirargico em termos de preservacao da
fertilidade [71, 72]. Por outro lado, ndo existem dados sobre quais valores
determinam a necessidade ou ndo da cirurgia em relacdo as taxas de gravidez
espontanea ou relacionadas ao tratamento no pds-operatorio, podendo fornecer uma
falsa seguranca as pacientes. Outrossim, ndo existem respostas claras quanto as
implicacdes clinicas, ao aconselhamento das pacientes e o tempo em que o teste
deve ser repetido quando os niveis do HAM estédo reduzidos. Por tais motivos, 0s
procedimentos cirlrgicos devem ser realizados em locais de referéncia e por
profissionais experientes, especialmente nos casos onde a fertilidade futura é a

grande preocupacao [73].

Devido ao fato de o HAM estar diminuido apds a quimioterapia, ele tem sido
recomendado como um marcador na decisdo de estratégias de prevencao da
fertiidade em pacientes que realizam tratamento quimioterapico [74, 75]. Estudo
recente indica que o HAM pode ser utilizado como um marcador direto da reserva
ovariana para prever a longo prazo a atividade ovariana apds quimioterapia [76]. Em
contrapartida, outro estudo em pacientes jovens com cancer da mama demonstrou
que, apesar da reducéo rapida do HAM apds a quimioterapia, essa reducao nao era
preditiva de retorno da fungdo menstrual [77]. Portanto, novas pesquisas serao
necessarias para esclarecer o papel do HAM nesses casos, mas,
independentemente dos seus niveis, deve ser oferecida a possibilidade da
criopreservacdo de odcitos a todas as mulheres que realizardo tratamento

quimioterapico, desde que em idade fértil e com desejo de gestacao futura.




Revisdo da Literatura 23

Apesar de o HAM ser amplamente difundido como preditor da fertilidade a
longo prazo, ha apenas um estudo que demonstra que o HAM esta relacionado com
a fertilidade da populacdo em geral [78]. No entanto, o referido estudo foi baseado
em uma amostra pequena e seguimento curto, além do intervalo de confianca muito

amplo.

O HAM néo € um teste para estimar reserva ovariana a longo prazo, mas sim,
para fazer o diagndstico de baixa reserva ovariana. Um nivel normal do HAM pode
ser tranquilizador no momento; contudo, ndo sabemos em quanto tempo seus niveis
irdo declinar. Ademais, um HAM normal ndo garante a concepgdo, mesmo em uma
FIV e muito menos na populacdo geral. Estudo demonstra que niveis séricos do
HAM menores de 1,05 ng/ml diminuem significativamente as chances de
nascimento, mas esses niveis ndo determinam a nao realizacao do tratamento, pois
pacientes com niveis baixos, ou mesmo indetectaveis podem alcancar taxas
surpreendentes de gestacao [79]. Bem assim ndo esta claro com que frequéncia

deveriamos realizar o teste e nem em qual nivel deveriamos ficar preocupados [73].

Em pacientes com infertilidade sem causa aparente, fatores como o tempo de
infertilidade, idade feminina e ocorréncia de gestacfes anteriores podem ser usados
para estimar as chances da gravidez [80]. O HAM né&o apresenta valor adicional para
a previsdo do tempo para gestagdo em pacientes com infertiidade sem causa

aparente ou infertiidade masculina leve [81]. Assim, ndo é recomendada a

realizacdo do teste como rotina na avaliacdo dessas pacientes.

Em relacdo ao valor do HAM nas pacientes que realizam FIV, pesquisas
demonstram que ele se apresenta como um marcador com capacidade adequada
para prever a resposta a estimulacédo ovariana [8, 82, 83]. A previsao de boa ou ma
resposta através da avaliacdo do HAM é de extrema importancia para orientar o
esquema mais adequado de inducéao e, por outro lado, fazer um aconselhamento
pré-tratamento Nos casos em que seus niveis se encontram baixos, evitando, assim,
0 estresse psicolégico que uma ma reposta pode causar nos casais que se

encontram em um programa de FIV [73].

Apesar de ser um preditor de resposta ovariana em FIV, o HAM néo é preditor
de gestacdo [84], nem de qualidade dos odcitos [85]. Embora alguns trabalhos

tenham demonstrado associagédo dos niveis baixos do HAM com néo gestacao [86],
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outros trabalhos relatam razodveis taxas de gestacdo com niveis extremamente
baixos do HAM [84, 87].

Como foi explanado anteriormente vemos que o tema horménio
antimilleriano é amplo e muitas questdes ainda ndo foram respondidas. Por esse
motivo, varios trabalhos estdo sendo publicados nos ultimos anos para tentar

esclarecer as vérias duvidas que ainda se tém sobre o tema [72, 82, 84-87].
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3 OBJETIVOS

3.1 PRINCIPAL

Correlacionar o HAM, a CFA e o volume ovariano com a resposta a

hiperestimulacdo ovariana para FIV.

3.2 SECUNDARIOS

Correlacionar o HAM, CFA e o volume ovariano com as taxas de fertilizacao,

qualidade embrionéria e indices de gestacao pela FIV.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar se existe relagdo preditiva da medida do
nivel sérico do horménio antimilleriano (HAM), da contagem de foliculos antrais
(CFA) e do volume ovariano com os resultados de FIV. Realizou-se um estudo
prospectivo no periodo de janeiro de 2010 a marco de 2012 com mulheres de 35
anos ou mais que realizaram FIV. Os niveis do HAM, CFA e volume ovariano foram
correlacionados com resposta a hiperestimulacdo ovariana, com as taxas de
fertilizacdo, com a qualidade dos embrides e com os indices de gestacdo. Foram
avaliadas 40 pacientes com uma mediana de idade de 39 anos. Observou-se uma
correlacdo direta significativa entre os niveis do HAM e o numero de foliculos
maiores de 14 mm (rs= 0,81 e P < 0,001), ocorrendo o mesmo com a CFA (rs= 0,69
e P <0,001). Tal correlacdo nao foi significativa quando avaliado o volume ovariano.
HAM, CFA e volume ovariano ndo apresentaram uma correlacdo estatisticamente
significativa com as taxas de fertilizacdo, com a qualidade embrionaria, nem com 0s
indices gestacdo. Na predicdo de boa ou mé resposta, HAM e CFA apresentaram
um alto valor preditivo positivo (100% para o HAM e 87% para a CFA, usando um
ponto de corte de 0,9 ng/ml e 7 foliculos respectivamente, valores estabelecidos pela
curva ROC). Concluimos, com o estudo, que HAM e CFA podem ser utilizados como
preditores da resposta a hiperestimulacdo ovariana em FIV; porém, nao estédo

relacionados a qualidade embrionaria, taxas de fertilizacdo ou gestacao.

Palavras-chaves: reserva ovariana, FIV, hormonio antimilleriano, contagem de

foliculos antrais, gestacgéo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to check if there is a predictive relationship of
measured serum levels of anti-Mullerian hormone (AMH), antral follicle count (AFC)
and ovarian volume with the results of IVF. We conducted a prospective study
between January 2010 and March 2012 with women aged 35 or more who
underwent IVF. The levels of AMH, AFC and ovarian volume were correlated with
response to ovarian hyperstimulation, with rates of fertilization, with embryo quality
and pregnancy rates. We evaluated 40 patients with a median age of 39 years old.
There was a significant direct correlation between the levels of AMH and the number
of follicles larger than 14 mm (rs = 0.81 and P < 0.001). The same happened to the
AFC (rs = 0.69 and P < 0.001). This correlation was not significant when evaluated
the ovarian volume. AMH, AFC and ovarian volume did not show a statistically
significant correlation with rates of fertilization, with embryo quality or with pregnancy
rates. In predicting good or poor response, AMH and AFC showed a high positive
predictive value (100% for the AMH and 87% for AFC, using a cutoff of 0.9 ng/ml and
7 follicles respectively, values established by ROC curve). We conclude from this
study that AMH and AFC can be used as predictors of response to ovarian
hyperstimulation in IVF, but they are not related to embryo quality, fertilization rates

or pregnancy.

Keywords: ovarian reserve, IVF, anti-Mullerian hormone, antral follicle count,

pregnancy.
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INTRODUCAO

A diminuicdo da fertilidade feminina com o avancar da idade € bem
documentada e esta associada a diminuicdo da quantidade e qualidade dos oécitos
[1, 2]. O inicio do declinio da fertilidade inicia apds os 30 anos, acelera a partir dos
35, chegando a esterilidade em torno dos 41 anos [3]. As mudanc¢as na sociedade
moderna onde 0s casais postergam a primeira gestacdo tém causado aumento na

incidéncia de infertilidade devido a idade aumentada das pacientes [4].

Diante da diminuicdo da fertilidade, nos casos em que h& indicacdo de
realizacdo de procedimentos de reproducédo assistida, especialmente em mulheres

acima de 35 anos, € necessario avaliacdo da reserva ovariana.

Marcadores hormonais e parametros ultrassonogréficos sdo utilizados para
predizer esta reserva. Tais testes incluem: concentracdo de hormonio foliculo
estimulante (FSH), de horménio luteinizante (LH), de estradiol, de inibina B, do
horménio antimulleriano (HAM), medida do volume ovariano, contagem de foliculos
antrais (CFA), biépsia ovariana e os testes dinAmicos usando agonista do GnRH,
FSH ou citrato de clomifeno [5].

Identificar as pacientes mas respondedoras antes de iniciar um programa de
fertilizac&o in vitro (FIV), especialmente apds os 35 anos de idade, poderia ajudar no
manejo da estimulacdo ovariana ou, até mesmo, na decisdo da interrupcdo do
tratamento. Metanalise sobre o assunto concluiu que a CFA deve ser considerado o
teste de primeira escolha para avaliacdo dessas pacientes [6]. Outros estudos
demonstraram que o HAM pode ser pelo menos tdo bom quanto a CFA em predizer

a resposta a hiperestimulacdo ovariana em FIV [7, 8].

O HAM é um membro da familia dos fatores de crescimento de transformacao
B e é produzido nas células da granulosa [9]. E expresso nos ovarios a partir da 362
semana de vida intrauterina e com maiores concentragdes a partir da puberdade
[10]. Sua concentracdo é detectada nas células da granulosa desde a fase de
foliculo primordial até a fase antral precoce [11], enquanto que sua expressao
desaparece nos foliculos dominantes em crescimento [7, 10]. Pesquisas
demonstram que os niveis do HAM tém se correlacionado fortemente com o niumero

de foliculos [12, 13] e com a resposta a estimulacdo ovariana em FIV [14, 15].




Artigo Original 30

O intuito deste trabalho é correlacionar o HAM, a CFA e o volume ovariano
com a resposta a hiperestimulacéo ovariana para FIV. Além disso, observaremos as
suas relacdes com as taxas de fertilizacdo, qualidade dos embrides e indices de

gestacao.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento

Realizamos um estudo de coorte prospectivo que correlacionou os testes de
avaliacdo da reserva ovariana HAM, CFA e volume ovariano com os resultados da
FIV em 40 mulheres atendidas na Clinica Fertilitat — Centro de Medicina
Reprodutiva, no periodo de janeiro de 2010 a mar¢o de 2012.

Foram incluidas no estudo mulheres com idade igual ou superior a 35 anos e
com ciclos regulares. Foram excluidas as que apresentavam anovulacdo cronica,
cirurgia ovariana prévia, presenca de endometrioma ou cisto ovariano maior de 20
mm no terceiro dia do ciclo. O estudo foi aprovado e obedeceu as normas internas
do Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande
do Sul. Todas as pacientes assinaram termos de consentimentos para participarem

do trabalho e do Programa de Fertilizacdo Assistida da Clinica Fertilitat.

Protocolo de Tratamento

As pacientes realizaram a hiperestimulagdo ovariana controlada com
protocolos com agonista do GnRH (down regulation ou flare-up) ou com antagonista
do GnRH. O estimulo ovariano foi feito com FSH recombinante e/ou gonadotropina
menopausica urinaria (hMG) que foram mantidos até que, pelo menos, 3 foliculos
atingissem um diametro médio de 18 mm, quando foi aplicado o hCG (gonadotropina
coribnica humana) recombinante para a maturacdo oocitaria. A aspiracao folicular foi

realizada 36 horas apoés a aplicacédo do hCG.
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Medidas das variaveis do estudo

No terceiro dia do ciclo, realizou-se a coleta de sangue para a medida nos
niveis séricos do HAM e uma ultrassonografia transvaginal para contagem dos
foliculos antrais (foliculos com diametro entre 2 e 10 mm) e medida de volume
ovariano (diametro longitudinal x diametro antero-posterior x diametro trasverso X
0,52).

A medida do nivel sérico do HAM foi realizada através do método de ELISA
(enzime-linked immunosorbent assay), usando o kit AMH Gen Il ELISA (Beckman
Coulter, U.S.A)).

As pacientes foram acompanhadas por ultrassonografias seriadas (a cada 2
dias) e a reposta a hiperestimulacdo ovariana foi obtida pelo numero de foliculos
com mais de 14 mm no dia da puncdo dos foliculos. Foram consideradas boas
respondedoras as pacientes que obtiveram 4 ou mais foliculos.

As taxas de fertilizacdo foram obtidas pelo nimero de odcitos inseminados

divididos pelo nimero de odcitos fertilizados.

A qualidade embrionéria foi avaliada pela graduacdo segundo os critérios da
Red Latinoamericada de Reproduccién Asistida (REDLARA) modificada (quadro 1).
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Quadro 1. Graduacédo morfolégica de embrides humanos cultivados in vitro segundo os critérios da
REDLARA modificada [16].

GRAU DESCRICAO

Grau | Embrido com blastémeros simétricos e auséncia de

fragmentacéo citoplasmatica.

Grau Il Embrido com blastdmeros simétricos ou assimétricos,
elou com menos de 20% de fragmentagdo

citoplasmatica.

Grau lll Embrido com blastdmeros simétricos ou ndo, e com 20-

50% de fragmentacéao citoplasmatica.

Grau IV Embrido com blastdmeros simétricos ou ndo, e com mais

de 50% de fragmentacéo citoplasmatica.

Foram considerados embrides de boa qualidade os de grau | e Il e de m&

qualidade os embrides de grau lll e IV.

No que tange aos indices de gestacao, foram consideradas as pacientes que
tiveram o exame de beta-HCG positivo e uma ecografia demonstrando saco

gestacional e embrido com vitalidade.

Andlise estatistica

Utilizamos a mediana e o intervalo interquartil (valores de percentil 25 e 75)
para a descricdo das variaveis quantitativas. A relacdo entre estas variaveis foi
avaliada pelo coeficiente de correlacdo Spearman. A comparacdo das variaveis
numeéricas foi feita utilizando-se o teste U de Mann-Whitney. Utilizamos a curva ROC
(receiver operating characteristic) para determinarmos o ponto de corte, as
sensibilidades, as especificidades e os valores preditivos dos testes. As associacdes
foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de P foi menor de
0,05.

RESULTADOS

A mediana da idade das pacientes foi de 39 anos (36 a 41). A mediana dos

niveis do HAM foi de 1,1 ng/ml (0,3 a 2,1), a mediana da contagem de foliculos
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antrais foi de 8 foliculos (5 a 11,7) e a mediana do volume ovariano foi de 3 cm?3 (3 a

4).

As correlacdes do HAM, CFA e volume ovariano com o namero de foliculos

maiores de 14 mm no dia da puncdo, com a taxa de fertilizacdo e a qualidade dos

embrides sdo demonstradas nas tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1. Correlacao entre os niveis séricos do hormdnio antimilleriano e as variaveis foliculos com

didmetro maior que 14 mm, taxa de fertilizagdo e qualidade embrionaria.

Variavel HAM
; 0,81 rs
Foliculos > 14 mm
<0,001 P
- ~ '0124 I's
Taxa de fertilizacdo
0,17 P
i . 0,08 rs
Qualidade embrionaria
0,65 P

HAM = horménio antimilleriano; rs = coeficiente de correlagdo de Spearman; P

estatistica.

Tabela 2. Correlagdo entre contagem de foliculos antrais e as variaveis foliculos com diametro maior

gue 14 mm, taxa de fertilizagcdo e qualidade embrionaria.

Variavel CFA

Foliculos > 14 mm 0,69 rs
<0,001 P

Taxa de fertilizagéo -0,22 rs
0,20 P

Qualidade embrionaria -0,18 rs
0,29 P

CFA = contatem de foliculos antrais; rs = coeficiente de correlagdo de Spearman; P = significancia

estatistica.

significancia
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Tabela 3. Correlagdo entre o volume ovariano e as variaveis foliculos com didametro maior que 14

mm, taxa de fertilizacdo e qualidade embrionaria.

Variavel Volume ovariano

Foliculos > 14 mm 0,14 rs
0,35 P

Taxa de fertilizacéo -0,22 rs
0,19 P

Qualidade embrionaria -0,13 rs
0,94 P

rs = coeficiente de correlagcao de Spearman; P = significancia estatistica.

A relacdo dos niveis do HAM e da CFA com a resposta (boa ou ma) a
hiperestimulacéo ovariana é demonstrada nas figuras 1 e 2.

5,0000

4,0000]

3,0000

HAM
ng/ml

2,0000]

-5 T

0000

Boa Resposta Ma

Figura 1. Relacdo do HAM (horm&nio antimilleriano) com a resposta a hiperestimulagcao ovariana.
Boa resposta = = 4 foliculos. Ma resposta = < 4 foliculos. Teste U de Mann-Whitney: Z = -
4,65; P < 0,001.
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Figura 2. Relacdo da CFA (contagem de foliculos antrais) com a resposta a hiperestimulacdo
ovariana. Boa resposta = = 4 foliculos. Ma resposta = < 4 foliculos. Teste U de Mann-
Whitney: Z = -3,72; P < 0,001.

A analise da curva ROC demonstrou uma area = 0,96 (IC95%: 0,91 a 1,00)
com valores de sensibilidade de 85%, especificidade de 100%, valor preditivo
positivo de 100% e valor preditivo negativo de 76% quanto utilizado o HAM para
predicdo de boa ou ma resposta, utilizando-se um ponto de corte de 0,9 ng/ml. Em
relacdo a CFA, utilizando-se um ponto de corte de 7 foliculos, a curva ROC
demonstrou uma area = 0,87 (IC95%: 0,75 a 0,98) com valores de sensibilidade de
78%, especificidade de 77%, valor preditivo positivo de 87% e valor preditivo
negativo de 62%.

Em relacdo aos resultados de gestacdo, ndo encontramos relacédo

estatisticamente significativa com nenhum dos testes.

DISCUSSAO

A questdo da aplicacdo dos testes de avaliacdo da reserva ovariana em
pacientes que irdo a FIV tem sido levada em consideragéo devido ao alto grau de

complexidade e custo do tratamento, além do estado natural de ansiedade, comum
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a muitos casais. Embora varios trabalhos tenham sido publicados, ainda nédo existe

um consenso quanto ao melhor preditor de resposta a hiperestimulacéo ovariana.

Atualmente hd uma série de esquemas para hiperestimulagdo ovariana, mas
a individualizacdo da conduta depende de uma criteriosa avaliagdo da reserva

ovariana.

Revisdo sistemética sobre os testes de avaliagdo da reserva e FIV concluiu
gque nenhum teste individualmente pode ser usado para predizer a resposta a
estimulacdo ovariana [17]. Todavia, apenas dois estudos envolvendo HAM foram
analisados neste trabalho. Entretanto, por estimar a quantidade e a atividade das
unidades recrutaveis de um pool inicial de foliculos em estagios precoces de
maturacdo, varios autores tém considerado o HAM como o marcador sérico mais

fidedigno para a predicdo da reserva ovariana [3, 10-13, 18].

No que concerne a CFA, estudos mostram que ela apresenta correlacao
positiva com as concentracdes dos marcadores séricos conhecidos, principalmente o
HAM [10, 11]. Segundo Muttukrishna, a CFA é capaz de identificar 89% das
pacientes mas respondedoras previamente a estimulacdo com gonadotrofinas
exogenas. Apesar da especificidade de 39%, foi encontrada associacao significativa
com o numero de odcitos obtidos apoOs ciclos induzidos e a probabilidade de
gravidez quimica [18].

Em nosso estudo, verificamos uma correlacdo estatisticamente significativa
entre 0o HAM e a CFA com a resposta a hiperestimulacdo ovariana. Ambos os testes
possuem um alto valor preditivo positivo para estimar a resposta ovariana. Esses
achados séo concordantes com revisao sistemética que concluiu que ambos HAM e
CFA sao preditores da resposta ovariana [19]. A previsdo de boa ou ma resposta
através da avaliacdo do HAM é de extrema importancia para orientar o esquema
mais adequado de indugdo e para fazer um aconselhamento pré-tratamento [20].
Por outro lado, ndo encontramos relacdo significativa dos testes com as taxas de
fertilizagdo, a qualidade embrionaria, nem com os indices de gestacdo. Pesquisas
demonstram que, apesar de ser um preditor de resposta ovariana, o HAM nao é
preditor de gestacdo [21], nem de qualidade dos odcitos [22]. Embora alguns
trabalhos tenham demonstrado associacdo dos niveis baixos do HAM com né&o
gestagcdo [23], outros trabalhos relatam razoaveis taxas de gestacdo com niveis

extremamente baixos do HAM [21, 24].
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N&o ha duvidas da importancia do HAM para a avaliacdo da reserva ovariana,
mas Sao necessarias mais pesquisas para que possamos usa-lo como um marcador

na predicao da fertilidade.

No que tange ao volume ovariano, ndo encontramos associacdo desta
variavel com os resultados da FIV. Alguns estudos ja demonstraram que a sua
reducdo esta relacionada a ma resposta a hiperestimulacdo ovariana [25, 26], porém

a sensibilidade e especificidade € menor quando comparada a CFA [25].

Concluimos, com este trabalho, que HAM e CFA séao eficientes preditores da
reposta a hiperestimulagéo ovariana em FIV. O volume ovariano parece ndo ser um
marcador adequado para este propésito. HAM, CFA e volume ovariano ndo estao

relacionados a qualidade embrionaria, taxas de fertilizacdo ou gestacao.
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