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"Acreditar na medicina seria a suprema loucura
se ndo acreditar nela ndo fosse uma maior ainda,
pois desse acumular de erros, com o tempo,
resultaram algumas verdades."

Marcel Proust
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Resumo

Objetivo: Este estudo teve como objetivo comparar o valor sérico basal de hormona anti-
Mulleriana com outros marcadores de reserva ovarica - medicdo dos niveis séricos basais de
hormona foliculo-estimulante e estradiol e contagem de foliculos antrais por ecografia
bidimensional e tridimensional - na avaliacdo da reserva e resposta ovaricas a estimulacao

controlada, em Procriacao Medicamente Assistida.

Material e Métodos: 37 mulheres, submetidas a tratamentos de infertilidade, de segunda
linha, foram estudadas prospectivamente. Foram medidas as concentragdes séricas basais de
hormona anti-Mulleriana, estradiol e hormona foliculo-estimulante. A contagem de foliculos
antrais (2-10mm de diametro) foi realizada por ecografia bidimensional e pelo método
semiautomatico de ecografia tridimensional. Para avaliar a resposta ovarica ao tratamento
por estimulacdo ovarica controlada utilizou-se a contagem de foliculos evolutivos (diametro

superior a 12mm).

Resultados: A contagem de foliculos antrais por ecografia a 2 dimensdes e por ecografia
semiautomatica a 3 dimensodes correlacionou-se fortemente (t= 0,630 e p <0,01; t= 0,591 e
p <0,01, respetivamente) com o nivel sérico basal de hormona anti-Mulleriana.

Ambas as ecografias, bem como a hormona anti-Mulleriana possuem uma forte relacao direta
(t= 0,666 e p <0,01; t= 0,564 e p <0,01; t= 0,581 e p <0,01, respetivamente) com a resposta
ao tratamento. A idade apresenta uma forte correlacao inversa (t= -0,504 e p <0,01). Ja os
niveis séricos de estradiol e hormona foliculo-estimulante nao demonstraram relacdo com a
resposta ovarica (t= -0,054 e p >0,01; t =0,023 e p >0,01, respetivamente).

A percentagem de concordancia entre a contagem do nUumero de foliculos antrais pelas
ecografias 2D e ecografia 3D é de 35,14%, nao se podendo afirmar que um método seja mais

eficaz que o outro, nesta perspetiva.

Conclusdo: O presente estudo conclui que ha uma forte associacdo entre a hormona anti-
Mulleriana e a reserva folicular ovarica, bem como com a resposta ovarica ao tratamento por
estimulacao ovarica controlada. Esta relacao é superior a encontrada quando utilizados outros
testes de avaliacdo de reserva ovarica (idade, concentracdes séricas de hormona foliculo-
estimulante e estradiol); mas é semelhante quando comparada a contagem de foliculos

antrais por ecografia tanto a duas como a trés dimensoes.

Palavras-chave

HAM; ecografia; reserva ovarica; resposta ovarica; PMA.
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Abstract

Objective: The present study aims to compare the value of the basal serum anti-Mullerian
hormone level with other ovarian reserve markers - basal serum concentrations of follicle
stimulating hormone, estradiol and antral follicle count using two-dimensional and three
dimensional ultrasound imaging - in the assessment of the reserve and ovarian response, in

assisted reproduction techniques.

Materials and Methods: A prospective analysis was performed in 37 patients undergoing
fertility treatments. Basal serum levels of anti-Mullerian hormone, estradiol and follicle
stimulating hormone were measured. The number of antral follicles (2-10 mm in diameter)
was estimated by two-dimensional and semi-automatic three dimensional ultrasound imaging.
Follicle (> 14mm in diameter) count was used to evaluate the ovarian response to controlled

ovarian hiperstimulation.

Results: Antral follicle count using two-dimensional and semi-automatic three dimensional
ultrasound imaging are strongly correlated (t= 0,630 p< 0,01; t= 0,591 p< 0,01, respectively)
with basal serum anti-Mullerian hormone level.

Both ultrasound imaging techniques and anti-Mullerian hormone are directly correlated
(t= 0,666 p< 0,01; t= 0,564 p< 0,01; t= 0,581 p< 0,01, respectively) with treatment response,
as age is inversely correlated (t= -0,504 p<0,01) with it. On the other hand, basal serum levels
of estradiol and follicle stimulating hormone did not correlate (t= -0,054 p>0,01; t= 0,023
p>0,01,respectively) with ovarian response.

The percentage of agreement between the antral follicle count by two and three dimensional

ultrasound is 35.14%, though we cannot affirm that a method is more efficient than the other.

Conclusion: This study concludes that there is a strong association between anti-Mullerian
hormone and ovarian follicular reserve, and response to controlled ovarian hiperstimulation.
This relation is higher than that found when using other tests to assess ovarian reserve (age,
serum follicle stimulating hormone and estradiol), but is similar to the antral follicle count,

by two-dimensional and semi-automatic three dimensional ultrasound techniques.

Key-words

AMH; ultrasound; ovarian reserve; ovarian response; ART.
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1. Introducao

Em Portugal, a prevaléncia de infertilidade em mulheres com idade reprodutora (entre os
25 e 44 anos) é de 8,2%. Neste grupo, 57% a 61% recorrem a consulta médica de especialidade
e 25% sao tratadas por técnicas de procriacao medicamente assistida (PMA) [1].

No que respeita a populacédo do distrito de Castelo Branco, as mulheres casadas, de direito
ou de facto, sem filhos, nas faixas etarias de 30 a 34 anos e de 35 a 39 anos representam
36,4% do total, o que podera significar baixa fertilidade espontanea ou que optaram por adiar
para idades mais tardias o seu projeto de procriacao [2].

Tais valores demonstram a importancia de investir na melhoria da qualidade dos servicos

prestados nesta area.

A avaliacao clinica apurada e precisa da(s) causa(s) de infertilidade de um casal permitira
uma melhor gestao da patologia individual subjacente e uma maximizacao dos resultados do
tratamento por PMA. Esta avaliacao, a ambos os elementos do casal, consiste hum conjunto
de exames iniciais que inclui a avaliacdo do esperma, da permeabilidade das trompas, da
normalidade do Utero, da ovulacao e, nas pacientes com irregularidade menstrual ou acima
de 35 anos, da reserva ovarica.

A reserva ovarica pode ser definida como o nimero de foliculos antrais presentes nos
ovarios, num determinado periodo, cujo crescimento pode ser estimulado pela hormona
foliculo estimulante (FSH) [3].

A FSH sérica e a contagem do nimero de foliculos antrais por ecografia transvaginal sao os
exames mais frequentemente utilizados para avaliar a “pool” folicular. Contudo, a verdadeira
reserva ovarica so6 pode ser determinada apos um ciclo de estimulacdo ovarica [3] uma vez
que os testes existentes tém sensibilidade e especificidade diferentes na previsao da
fertilidade e devem complementar-se um ao outro. Sendo indicativos da resposta ovarica,
mas nao de gravidez.

Recentemente tem-se vindo a verificar que o teste de medicdo da hormona anti-

mulleriana (HAM) sérica podera conseguir ultrapassar essas limitacoes.

A HAM é uma glicoproteina dimérica membro da super-familia “transforming growth factor
B”. E produzida pelas células da granulosa dos foliculos pré-antrais e antrais, restringindo a
sua expressao aos foliculos em crescimento [4], ou seja, foliculos que ainda n&do atingiram
tamanho e diferenciacao necessarios para serem selecionados pela acdo da FSH. A HAM nao é
produzida por foliculos atrésicos nem por células da teca. [5, 6].

Considera-se que a HAM tem um papel essencial na foliculogénese. Assim, ela inibe o
processo de recrutamento dos foliculos primordiais e modifica o crescimento dos foliculos
antrais e pré-antrais, pois diminui a sua sensibilidade para a FSH [6-9].

Além disso, a atividade da HAM parece ser FSH independente [4, 5, 10] e a sua

concentracao no soro mantém estavel, tanto durante como entre ciclos menstruais [11-13].
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Os niveis séricos desta hormona variam na dependéncia do nimero de foliculos ovaricos. Por
exemplo, estudos confirmam a diminuicdo de concentracdo de HAM a medida que a idade da
mulher aumenta [14, 15] e na presenca de faléncia ovarica prematura [16], enquanto se
observa uma elevacao dos niveis desta hormona em mulheres com sindrome de ovario
poliquistico [17, 18].

Portanto, o nivel sérico de HAM correlaciona-se fortemente com o nimero de foliculos
antrais, refletindo o tamanho da “pool” folicular [19, 20] o que, associado as outras
caracteristicas supracitadas faz com a concentracao desta hormona seja um teste promissor
na avaliacdo da reserva ovarica.

Este trabalho pretende verificar a relacdo entre os niveis séricos de HAM e a reserva
ovarica e ainda a sua aplicabilidade prognodstica na resposta do ovario a estimulacdo ovarica
controlada, numa populacdo submetida a PMA. Comparando este método com as técnicas ja
existentes, nomeadamente medicdo dos niveis basais de FSH e estradiol séricos e contagem
de foliculos antrais por ecografia bidimensional (2D) e tridimensional (3D).

Assim, temos como objetivos de estudo:

1. Aferir se a medicdo dos niveis séricos de HAM em comparacdo com outras
técnicas ja utilizadas € mais preciso na avaliacdo da reserva folicular.

2. Analisar se a concentracdo da HAM consegue predizer a resposta ovarica nas
mulheres sujeitas a tratamento por estimulacao ovarica controlada.

3. Comparar o método de ecografia 2D com o método semiautomatico de

ecografia 3D, na contagem de foliculos antrais.
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2. Material e Métodos

Participaram neste estudo prospectivo 37 pacientes que foram submetidas a tratamentos
com técnicas de PMA de segunda linha, na Unidade de Medicina Reprodutiva do Centro
Hospitalar da Cova da Beira, E.P.E. (CHCB) de outubro de 2011 a fevereiro de 2012. A
Comissdo de Etica deste Centro aprovou o protocolo apresentado de comparacdo dos exames
para avaliacdo da reserva com a concentracdo sérica de HAM na previsdo da resposta ovarica.

As caracteristicas das mulheres incluidas foram: idade compreendida entre 18 e 40 anos;
concentracdes basais (D3 do ciclo menstrual) de FSH <15Ul/L; com ambos os ovarios

presentes, confirmado por ecografia transvaginal.

2.1. Amostras de sangue e ensaios hormonais

As amostras de sangue venoso para medicao de FSH e estradiol foram colhidas entre os
dias 3-5 do ciclo menstrual espontaneo, tendo sido armazenadas a -20°C. Utilizaram-se
ensaios imunoenzimaticos para determinar a concentracao sérica de FSH e estradiol (Abbot
Laboratories, Diagnostics Division Lisnamuck, Longford Co.).

As amostras de sangue venoso para medicao de HAM foram recolhidas no dia da realizacao
da ecografia basal (D1 a D3 do ciclo), previamente ao tratamento por estimulacdo ovarica
controlada. As amostras foram armazenadas a -20°C até terem sido utilizadas. Para as
medicoes utilizou-se o teste ELISA para enzimoimunoensaio (Anti-Mullerian Hormone - AMH -

Gen Il kit, Beckman Couter, Inc).

2.2, Medicées ecograficas

No mesmo dia de recolha de sangue para medicdao da HAM, realizaram-se as ecografias
transvaginais 2D e 3D para contagem basal do nimero de foliculos com 2-10 mm de tamanho,
em ambos os ovarios. Os exames foram todos feitos pelo mesmo observador, sem
conhecimento dos resultados dos ensaios hormonais.

Utilizou-se o equipamento ecografico com a marca GE® modelo Voluson Eé equipado com

sonda vaginal volumétrica interligado com o software sonoAVC.

2.3. Protocolo de estimulagao ovarica

Todas as mulheres foram submetidas a estimulacdo ovarica controlada usando quer um
protocolo longo com um agonista da hormona libertadora de gonadotrofinas (GnRH) (n=31)
quer um protocolo curto com um antagonista da GnRH (n=7).

Para o protocolo longo com agonista foi usada a triptorrelina 0.1 mg (Decapeptyl®) com
inicio dez dias antes da provavel menstruacao do ciclo anterior, em dose diaria por oito dias,
seguida de dias alternados por mais 12 dias (14 ampolas / 20 dias).

No protocolo curto com antagonista foi usada a Ganirelix 0.25 mg (Orgalutran®) em dose

diaria a partir do dia em que os foliculos apresentavam pelo menos 12 mm (protocolo
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variavel) e nao antes do Dé (protocolo fixo) do inicio do estimulo ovarico. Utilizou-se este
protocolo em pacientes com possibilidade de sindrome da hiperestimulacao ovarica ou nas
que nao responderam ao protocolo longo.

Em ambos os protocolos, utiliza-se o bloqueio do ciclo menstrual com contraceptivo
hormonal oral combinado, utilizado de forma continua e ininterrupta. Apds a paragem da
toma e do inicio do fluxo menstrual, administra-se a FSH recombinante (Puregon®) e/ou uma
combinacdo de FSH e hormona luteinizante (LH) (Menopur®), segundo protocolo especifico a
cada paciente.

Posteriormente, quando ao controlo ecografico for evidenciado de um a trés foliculos com
pelo menos 18 mm de diametro médio, é administrada a gonadotrofina corionica humana
(hCG) recombinante (Ovitrelle®) para 36 horas depois se realizar a puncao dos foliculos

ovaricos para recolha dos odcitos.

2.4. Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o programa “SPSS for Windows package” (SPSS, version
17, Chicago, USA).

As correlacoes entre os diferentes parametros foram calculadas através da aplicacdao do
teste Tau-b de Kendall.

0 grau de concordancia entre as contagens de foliculos antrais pelas ecografias 2D e 3D foi
analisado pelo Teste de concordancia de Bland-Altman.

Um valor-p<0,01 foi considerado estatisticamente significativo.
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3. Resultados

As caracteristicas das 37 mulheres que participaram neste estudo estao presentes na
Tabela 1.

Tabela 1 - Carateristicas demograficas, ecograficas e bioquimicas das pacientes

Caracteristicas Grupo em estudo (n=37)
Idade (anos) 33.73+3.85

FSH (Dia 3 do ciclo) 6.08:1.86
Estradiol (Dia 3 do ciclo) 62.6+£54.20
Volume ovarico médio 8.23:4.55
Contagem de foliculos ovaricos (2D) 19.41+12.13
Contagem de foliculos ovaricos (3D) 20.6+13.01
Contagem de foliculos ovaricos

(no dia da administracao de hCG) 12.42£10.73
Hormona Anti-Mulleriana 1.83+2.00

Todos os valores apresentados sdao expressos como média + desvio-padrao.

Dos 37 casais incluidos neste trabalho que recorreram a Unidade de Medicina Reprodutiva
do CHCB, 24,3% fizeram-no devido a infertilidade de causa unicamente masculina, 27,0% por
infertilidade de causa unicamente feminina, 35,1% por causas mistas e 13,5% por esterilidade
ou infertilidade sem causa aparente.

Das situacdes de infertilidade feminina, 32% correspondiam a endometriose, 36% a fatores
uterinos, 24% a fatores ovulatorios e 8% a fatores tubarios.

Dois ciclos foram cancelados, um por auséncia de resposta ovarica e o outro por risco de

sindrome de hiperestimulo ovarico.

A Figura 1 apresenta a correlacao entre o nivel sérico basal (dia 3 do ciclo menstrual) da
HAM com a contagem de foliculos antrais por ecografia 2D e 3D. Verifica-se uma correlacao
positiva e forte entre o nivel sérico da hormona e o respetivo nimero de foliculos, que é
estatisticamente significativa (p <0,01), para ambos os métodos ecograficos. De salientar, que
a correlacao entre o nivel de HAM com a contagem por ecografia 2D é ligeiramente superior
(t= 0,630) a dependente da que ¢é feita por contagem por ecografia 3D (t= 0,591).

A correlacdo entre o nivel sérico de HAM e o volume ovarico médio revelou ser positiva

(t=0,454) e estatisticamente significativa (p <0,01).
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A correlacao entre a idade e a concentracao de HAM mostrou ser negativa (t= -0,433) e

com significado estatistico (p <0,01).
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Figura 2 - Correlacao entre a contagem basal (dia 3 do ciclo) de foliculos antrais por
ecografia 2D e 3D e do volume ovarico médio com o nivel sérico basal de HAM
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A Tabela 2 demonstra a correlacao entre o nimero de foliculos antrais contados por ambos
os métodos ecograficos com a idade e os niveis séricos basais de FSH e estradiol. As duas
técnicas ecograficas tém correlacdo negativa e estatisticamente significativa com a idade
(t= -0,460 e p <0,01 para ecografia 2D e t= -0,480 e p <0,01). No que respeita aos niveis
séricos basais de FSH e Estradiol, estes apresentam correlacdes muito fracas com o nimero de

foliculos antrais contados pela ecografia, sem significado estatistico (p >0,01).

Tabela 2 - Correlacdo entre o nimero de foliculos antrais, contados por ecografia 2D e 3D, com a
idade e niveis séricos basais de FSH e estradiol

Numero de foliculos Numero de foliculos
antrais antrais
(contagem por P (contagem por P
ecografia 2D) ecografia 3D
Idade -0,460 <0,001 -0,480 <0,001
Nivel sérico
basal de FSH -0,024 0,834 0,043 0,742
Nivel sérico
basal de -0,090 0,439 -0,154 0,200

Estradiol

Teste de correlacao de tau-b de Kendall

p< 0,01 indica significancia estatistica



Contributo para a definicao do interesse da medicao do valor sérico da hormona anti-Mulleriana, em
Procriacao Medicamente Assistida

A Figura 2 elucida o teste de concordancia entre as ecografias 2D e 3D. Através dele pode
observar-se que a percentagem de concordancia entre a contagem do nimero de foliculos
antrais pelas ecografia 2D e ecografia 3D é de 35,14%, ndo se podendo afirmar que um

método ecografico conte mais ou menos foliculos que a outro.
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Figura 2 -Concordancia entre a contagem de foliculos por ecografia 2D e por ecografia 3D.
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A Figura 3 demonstra a correlacdo entre o nimero de foliculos (diametro >12mm) contados
por ecografia 2D, no dia da administracdo da hCG recombinante com diferentes parametros.
Neste caso, considerou-se que o foliculos contados neste dia traduziram a resposta ovarica ao

tratamento por estimulacédo ovarica controlada.
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Figura 3 - Correlacao entre o nimero de foliculos antrais por ecografia 2D, 3D, a idade e valor basal
sérico de HAM com a contagem por ecografia 2D de foliculos, dia da administracdo de hCG recombinante
(reposta ovarica ao tratamento).
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4. Discussao

Estudos publicados anteriormente indicavam que a HAM poderia, de alguma forma, estar
relacionada com o tamanho da “pool” folicular e, portanto, com a reserva ovarica. Por isso,
coloca-se a possibilidade de adotar esta hormona como marcador bioquimico capaz de
predizer a resposta ovarica aquando da sua estimulacao controlada.

O presente trabalho pretendia avaliar a relacao direta entre o nivel sérico de HAM, medido
pela técnica de ELISA, e a reserva folicular, medida no dia 3 do ciclo menstrual por ecografia,
na populacdo em tratamento com técnicas de PMA de segunda linha, na Unidade de Medicina
da Reproducdao do CHCB, E.P.E. Além disso, comparou-se a forca das correlacdes entre o
numero de foliculos antrais com a idade das mulheres em estudo e alguns parametros
hormonais, implicados direta ou indiretamente na “pool” folicular.

Observou-se uma forte correlacao entre o nimero de foliculos antrais, contados tanto pela
ecografia bidimensional como pela ecografia tridimensional, e o nivel basal sérico de HAM, tal
como também ja foi descrito por outros estudos [20, 23-26]. Esta relacdo pode ser explicada
pelo fato de a HAM ser produzida pelas células da teca dos foliculos antrais [4-6], portanto
quanto maior o nimero de foliculos antrais mais quantidade de hormona sera produzida e
maior sera a sua concentracdo no sangue. Ja os niveis séricos basais (dia 3 do ciclo) de FSH e
estradiol ndao mostraram relacdo com a contagem de foliculos antrais, e a idade teve uma
correlacéo fraca. Deste modo, a HAM revela-se o melhor método de avaliacdo do tamanho da
reserva ovarica [19,20].

Verificou-se que o volume ovarico médio apresentou correlacdo com a concentracao sérica
de HAM, mas essa relacdo nao é melhor que a observada na comparacdo com a contagem
folicular. Estes dados estao de acordo com outras publicacées [27, 28].

A idade demonstrou ter uma correlacao negativa com a concentracao de HAM, tal como
esperado [14,15], ou seja, a medida que a idade da mulher avanca o valor sérico desta
hormona vai decaindo, por diminuicao da reserva folicular.

Entdo, parece ndao haver duvidas que as concentracdes séricas de HAM resultam do
tamanho da “pool” folicular. Por ser uma hormona de producao gonadotrofina-independente,
nao apresenta variacdes durante nem entre ciclos menstruais. A sua estabilidade resulta num
grande poder preditivo e faz com que esta hormona seja um excelente marcador da reserva
ovarica, com grande capacidade prognostica, em Procriacdo Medicamente Assistida.

No que respeita a comparacao do método ecografico semi-automatico 3D com o método
ecografico 2D, observou-se que apesar da concordancia entre eles nao ser elevada, nio se
pode afirmar que uma técnica conta o nimero de foliculos melhor ou pior do que a outra.
Contudo, o método tridimensional apresenta vantagens sobre o bidimensional [29], entre as
quais se referem a capacidade de produzir imagens em trés planos diferentes; a possibilidade
de coloracao virtual dos diferentes foliculos, o que permite nao repetir e/ou nao falhar a
identificacao dos mesmos; maior rapidez na execucao do exame e maior conforto para as

pacientes, ja que as imagens obtidas podem ser analisadas posteriormente.
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Neste trabalho, a resposta ao tratamento por estimulacdo ovarica controlada foi avaliada
pelo nimero de foliculos (diametro superior a 12mm) contados por ecografia, no dia da
administracao da hCG recombinante. O teste de correlacao tau-b de Kendall mostrou que a
HAM e a contagem de foliculos antrais apresentaram valores preditores da resposta ovarica
superiores aos relacionados com a idade e concentracdes de FSH e estradiol. E dificil
encontrar associacbes entre o nivel basal de FSH e a contagem folicular apos estimulacao
ovarica controlada, uma vez que, neste estudo, as pacientes com valores de FSH superior a
151U/mL foram excluidas, limitando qualquer associacao [30].

Assim, a HAM e a contagem de foliculos antrais possuem um valor comparavel na avaliacao
e previsao da resposta ovarica [30-34], o que foi demonstrado através da elevada correlacao
destes exames com a contagem folicular do dia de administracdo do hCG recombinante.
Porém, importa referir que a contagem folicular ecografica tem limitacdes, podendo ocorrer
uma diminuicao na capacidade de obtencao de imagens de qualidade em mulheres obesas,
com endometriose e/ou presenca de ovarios aderentes. Além disso, € uma técnica fortemente

dependente do observador o que pode ser considerado uma desvantagem.
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5. Conclusao

Em conclusao, os atuais resultados demonstram uma forte associacao entre o valor sérico
de HAM e a reserva folicular ovarica, bem como com a resposta ovarica ao tratamento por
estimulacao ovarica controlada. Esta relacao € superior a encontrada quando utilizados outros
testes de avaliacao de reserva ovarica (idade, concentracdes séricas de FSH e estradiol); mas
é semelhante quando comparada a contagem de foliculos antrais por ecografia tanto
bidimensional como tridimensional. Deste modo, apesar do poder preditivo da concentracao
sérica de HAM ser significativamente semelhante ao da ecografia, esta hormona devera ser
utilizada como exame complementar alternativo quando os métodos de imagem evidenciarem

limitacoes.

5.1. Perspetivas futuras

Torna-se, agora, necessaria a realizacdo de mais estudos construidos a partir de novas
hipoteses, com amostras maiores e que incluam um estudo do comportamento do nivel sérico
de HAM, tendo em conta, por exemplo, uma categorizacdo das mulheres de acordo com a
causa de infertilidade subjacente.

Assim, €& importante apostar mais na investigacdo da importancia da medicdo da
concentracdo sérica da HAM, ja que esta hormona podera contribuir muito para a area de
PMA através da otimizacdo de protocolos de tratamento, da diminuicdo dos efeitos
secundarios da estimulacdo ovarica controlada e da ocorréncia de ciclos cancelados.

De salientar que para se conseguir resultados basta uma Unica medicdo do valor desta
hormona, a qual pode ser feita em qualquer altura do ciclo menstrual. Isto representara uma

mais valia tanto para investigadores, como para profissionais de salde e pacientes.
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