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Resumo

OBJETIVO: examinar a hipdtese de que o nivel sérico do horménio antimilleriano (AMH] reflefe a resposta dos
foliculos antrais & administracdo do FSH. METODOS: estudo prospectivo, no qual foram incluidas 116 pacientes
normo-ovulatérias inférfeis submetidas & hiperestimulagdo ovariana controlada com agonista de GnRH e FSH. Depois
de afingir a supress@o pituitaria e anfes da administragdo de FSH (dia basal), o nivel sérico de AMH foi mensurado.
O nomero de foliculos antrais foi deferminado pela ulirassonografia no dia basal (foliculos antrais precoces; 2 a 8
mm) e no dia da administragéo do hCG [dhCG; foliculos pré-ovulatérios; 216 mm). A resposta folicular ao FSH foi
determinada pela percentagem de foliculos antrais precoces que afingiram os estégios pré-ovulatérios em resposta
ao FSH (taxa de maturagdo). Foram estudadas as correlagdes do AMH com a idade das pacientes, nimero total de
foliculos antrais precoces e pré-ovulatérios, odcitos colefados, dose total de FSH na estimulagéo ovariana confrolada e
a taxa de maturagéo folicular. Para andlise estatistica, foram usados a regress@o simples e o teste de Spearman’s, com
nivel de significancia de 5%. RESULTADOS: o nivel sérico de AMH foi positivamente correlacionado com o nimero de
foliculos antrais precoces no dia basal (r=0,64; p<0,0001) e foliculos pré-ovulatérios em dhCG (=0,23; p=0,01).
Excepcionalmente, o nivel sérico de AMH foi negativamente correlacionado com a taxa de maturagdo (r=-0,24;
p<0,008). CONCLUSOES: 0 AMH atenua o desenvolvimento folicular em resposta & administracdo do FSH.

Abstract

PURPOSE: to test the hypothesis that the anti-millerian hormone [AMH) serum level reflects the antral follicles’ response
to the administration of FSH. METHODS: prospective study, including 116 normoovulatory infertile patients submitted to
controlled ovarian hyperstimulation with GnRH and FSH agonists. The AMH serum level was measured after reaching
the pituitary suppression and before the FSH administration (basal day). The number of antral follicles was determined
by ultrasonography at the basal day (precocious antral follicles; 2 to 8 mm) and at the day of hCG administration
([dhCG; pre-ovulatory follicles; =16 mm). The follicle response to FSH was determined by the percentage of precocious
antral follicles which reached pre-ovulatory stage in response to FSH (maturation rate). The correlation of AMH with the
patients’ age, the total number of precocious antral and pre-ovulatory follicles, collected oocytes, total dose of FHS in
the confrolled ovarian stimulation and the rate of follicular maturation was studied. For the statistical analysis, it simple
regression analysis and the Spearman’s test were used, af a 5% significance level. RESULTS: The serum level of AMH
was positively correlated with the number of precocious antral follicles at the basal day (r=0.64; p<0.0001) and
pre-ovulatory follicles in dhCG (r=0.23; p=0.01). Exceptionally, the serum level of AMH was negatively correlated
with the maturation ratio [r=0.24; p<0.008). CONCLUSIONS: AMH attenuates the follicular development caused
by FSH administration.
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Introducao

A quantidade e a qualidade dos foliculos ovarianos
refletem a reserva ovariana. Esta pode ser avaliada por mar-
cadores indiretos séricos'” ou ultrassonograficos®. Dentre os
marcadores sanguineos, o hormonio antimiilleriano (AMH)
é atualmente um promissor biomarcador do szasus ovariano',
além de predizer resultados da fertilizacdo in vitro®®.

Em mulheres adultas, a fungio fisiolégica do AMH,
um peptidio exclusivamente produzido pelas células da
granulosa dos foliculos ovarianos, ainda ndo é bem estabe-
lecida. Pesquisas experimentais sugerem o envolvimento
do AMH no controle do crescimento folicular em ratos’.
Em mulheres, algumas observacdes sugerem a hipétese
de que 0 AMH atenua a resposta folicular ao hormonio
estimulante folicular (FSH)'°. Uma delas é a parada de
crescimento dos foliculos antrais precoces observada em
pacientes oligo-anovulatérias com sindrome dos ovérios
policisticos (SOP). Estas apresentam excesso de foliculos
antrais que estdo associados ao aumento periférico do nivel
do AMH"'2 e no fluido folicular'?, suportando a hipétese
do AMH na anormalidade da resposta folicular ao FSH',
clinicamente notdvel pelos ciclos oligo-anovulatérios.

Durante o ciclo menstrual, o AMH apresenta leves
flutuacdes sanguineas, ndo interferindo na interpretagio da
1517 a0 contririo da dosagem do FSH'®.

Em mulheres normo-ovulatérias, a influéncia do
AMH na resposta folicular, caso exista, parece ser menos
notdvel. Além disso, nessas mulheres, o nivel sérico do
AMH tem sido positivamente associado a duragdo da
resposta ovariana a hiperestimulag¢do ovariana controlada
(HOC)¥2!, Entretanto, esses dados clinicos ndo contra-
dizem a hipé6tese de que o AMH atenue a resposta dos
foliculos antrais ao FSH. Realmente, a intensidade da
resposta ovariana a HOC é determinada por duas vari-
dveis. Uma delas é o tamanho do reserva folicular pré-
tratamento. Mulheres com mais foliculos antrais tendem
a produzir mais foliculos maturos e ovos fertilizados em
resposta 2 administracio do FSH?*. A segunda varidvel é
a capacidade inerente dos foliculos antrais em atingir o
estdgio pré-ovulatério em resposta ao FSH**?4. Somente
foliculos com adequada sensibilidade as gonadotrofinas e
competéncia ao desenvolvimento podem atingir a matu-
ra¢do final. Entdo, a relagdo quantitativa entre o AMH e
a resposta ovariana a HOC pode meramente resultar em
uma correlagdo positiva que existe entre o nivel periférico
de AMH e o ndmero de foliculo antral precoce nos trés
primeiros dias do ciclo menstrual®-*
de maturagio dos foliculos antrais precoces ao FSH.

Portanto, para averiguar a hip6tese de que o AMH
interfere na resposta folicular ao FSH em mulheres
normo-ovulatérias, calculamos a razio entre o nimero
de foliculos que atingiram a maturac¢do em resposta ao

reserva ovariana

, e ndo avaliar o taxa

FSH sobre a reserva folicular inicial (“taxa de maturagio
folicular”) e, assim, avaliamos a fun¢io do AMH na res-
posta folicular 2 HOC.

Métodos

Foi realizado um estudo prospectivo no Ambulatério
de Medicina Reprodutiva do Hopital Antoine-Béclere,
situado em Clamart, Franga. Avaliamos mulheres inférteis,
com idade entre 21 e 41 anos, nivel superior completo e que
apresentavam os seguintes critérios para serem incluidas
no estudo: ambos os ovirios presentes, sem anormalidades
morfolégicas e adequadamente visualizados pela ultrassono-
grafia transvaginal; ciclos menstruais regulares com duracio
entre 25 e 35 dias; nenhuma doenga em curso ou passada
que afetasse os ovérios ou a secre¢do, excre¢do e clearance
de gonadotrofinas e esteroides sexuais; sem sinal clinico
de hiperandrogenismo; indice de massa corpérea entre 18
e 25 kg/m?; nimero total de foliculos antrais precoces (2
a 8 mm de diAmetro) em ambos os ovdrios menor que 24;
sem evidéncia de endometriose; sem evidéncia de ovdrios
policisticos (critérios de Rotterdam). Foram, entéo, inclu-
idas 116 mulheres inférteis. A infertilidade era devida a
anormalidade espermdtica (54%), anormalidade nas tubas
(29%) ou inexplicada (17%). O consentimento informado
foi obtido de todas as mulheres, e a investiga¢io foi aprovada
pela Comissio de Etica da nossa instituigio.

Protocolo de HOC

Todas as mulheres receberam agonista do hormé-
nio liberador de gonadotrofinas (GnRH), triptorelina
(3mg/dia im, Decapeptyl, Beaufour Ipsen Pharma, Paris,
France), no primeiro dia do ciclo. Trés semanas depois da
aplicagdo do agonista, a dessensibiliza¢do da hipéfise foi
confirmada pela detec¢do de baixo nivel sérico de estra-
diol (E,) e gonadotrofinas. As pacientes também foram
submetidas ao exame ultrassonogrifico convencional
para excluir cistos ovarianos e também para verificar
se a espessura endometrial era <5 mm. Terapia com
FSH recombinante (Gonal-F, Serono Pharmaceuticals,
Boulogne, France) foi iniciada com a dose de 225 Ul/dia
e continuada até o dia da administra¢gio do hCG (10,000
Ul, im, Gonadotrophine Chorionique Endo®, Organon
Pharmaceuticals, Saint-Denis, France). Depois do sexto
dia de terapia de FSH recombinante, a dose didria de
FSH foi ajustada de acordo com o ndmero dos foliculos
em crescimento. Administra¢io de hCG foi realizada
quando pelo menos quatro foliculos eram superiores a
16 mm de didmetro, e o nivel de E, por foliculo maturo
(216 mm de didmetro) foi >200 pg/M1*2?. Mulheres que
ndo apresentaram esses critérios tiveram o seu ciclo de
estimulagdo cancelado. Os o6citos foram obtidos 36 horas
depois da administragio do hCG pela aspiragio folicular
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guiada pelo ultrassom transvaginal. Todos os embrides
foram transferidos dois dias depois da puncio folicular
utilizando o cateter Frydman (CCD Laboratories, Paris,
France). A fase litea foi auxiliada com progesterona mi-
cronizada (P,) (600 mg/dia, Estima, Effik Pharmaceuticals,
Bievres, France) administrada diariamente por via vaginal,
iniciada na noite da transferéncia embriondria.

Avaliagao hormonal e folicular

Para o prop6sito desse estudo, consideramos a amostra
de sangue como dia basal no dia em que a dessensibilizagdo
da hipéfise foi confirmada e dia hCG (dhCG) no dia da
administracdo do hCG . Todas as amostras de sangue foram
obtidas por pungdes venosas, e o plasma foi separado e conge-
lado a -20°C para subsequente andlise. No dia basal, o nivel
sérico de AMH foi determinado usando método enzimdtico
de imunoquimioluminescéncia (ELISA referéncia A16507;
Immunotech Beckman Coulter Laboratories, Villepinte,
France). Intra e intercoeficiente de variacao (CV) foram <6
e <10%, respectivamente; o limite minimo de detecg¢io foi
0,13 ng/mL, e 0 mdximo, 21 ng/mL para AMH. No dia
basal e dhCG, o nivel sérico de E, e P, foram determinados
por sistema de multiandlise automatizado, usando a técnica

Tabela 1 - Correlacdio entre o horménio antimillleriano e algumas varidveis

Varidveis Média e desviopadrdo r  Valordep
Idade 33,0+ 0,37 anos 021 <0,01
Nimero de foliculos antrais precoces 17,0+ 0,25 0,64  <0,0001
Numero de foliculos pré-ovulatérios 8,0+0,25 023 <001
Nomero de odcitos coletados 11+0,40 0,38  <0,0001
Taxa de maturacio folicular 0,29  <0,007

Taxa de maturagdo folicular=razdo entre nimero de foliculos pré-ovulatérios
e antrais precoces.

r=coeficiente de correlacdo (teste de Spearman); p<0,05=significancia
estatistica.
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Taxa de maturagdo folicular=razdo entre nimero de foliculos pré-ovulatérios
e antrais precoces.

dhCG=dia da administracdo da gonadotrofina coridnica; r=coeficiente de
correlagdo (teste de Spearman); p<0,05=significancia estatistica.

Figura 1 - Relagdo enfre a taxa de maturagdo dos foliculos no dhCG e
o nivel sérico de horménio antimilleriano (AMH) no dia basal (r=-0,247;

p=0,008).

de quimioluminescéncia (Advia-Centaur, Bayer Diagnostics,
Puteaux, France). Para E,, o limite minimo de detecgdo foi
15 pg/mL, e o maximo, 1.000 pg/mL; e intra e inter-CV
foram 8 e 9%, respectivamente. Para P, o limite minimo
de detecgio foi 0,1 ng/mL, e 0 maximo, de 60 ng/mL; e
intra e inter-CV foram 8 e 9%, respectivamente.

No dia basal e dhCG, o exame ultrassonografico
dos ovdrios foi realizado usando a sonda multifrequéncia
transvaginal 5,0 2 9,0 MHz (Voluson 730 Expert, General
Electric Medical Systems, Paris, France), com o objetivo
de avaliar o nimero e o tamanho dos foliculos antrais.
Determinamos, no dia basal, o nlimero e o didmetro médio
de todos os foliculos entre 2 e 8 mm de ambos ovirios e
dhCG, o ntimero e o diAmetro médio de todos os foliculos
entre 12 e 22 mm. No dhCG, foliculos medindo de 16 a
22 mm de didmetro foram considerados maturos?.

Andlise estatistica

Na andlise estatistica, a mediana e os limites mininos
e mdximos foram utilizados para avaliagdo das dosagens
hormonais. A média e o desvio padrdo da média foram
utilizadas para avaliagdo dos outros parimetros, como
idade, duragdo do ciclo menstrual e dos dias de estimulagdo
ovariana, dose total de FSH recombinante, niimeros de
foliculos antrais precoces, pré-ovulatérios, odcitos coletados
e embrides transferidos. A taxa de maturagio folicular foi
obtida pela razdo entre o nimero de foliculos medindo
entre 16 e 22 mm de didmetro no dhCG e o namero de
foliculos entre 2 e 8 mm de didmetro no dia basal. A
relacdo entre duas varidveis foi avaliada pela correlagdo
e pel regressdo simples. O teste de Spearman foi usado
para determinar se os coeficientes de correlacio(r) foram
significativamente diferentes de zero. Consideraram-se
como significantes as correlacdes entre as varidveis que
obtivessem um valor de p<0,05.

Resultados

No dia basal, a mediana (limites minino e m4ximo)
do AMH, E, e P, sérico foram 3,53 (0,71 a2 8,59) ng/mL,
31 (30 a 50) pg/mL e 0,25 (0,1 a 1,6) ng/mL, e o ni-
mero médio de foliculos antrais precoces foi 17+0,25. O
nivel sérico do AMH mostrou correlagio negativa com a
idade (r=-0.21; p<0,01) e correlagdo positiva com o ni-
mero de foliculos antrais precoces (r=0,64; p<0,0001),
e foliculos pré-ovulatérios no dhCG (r=0,23; p<0,01) e
o6citos coletados (r=0,38; p<0.0001) (Tabela 1).

No dhCG, a média do ntimero de foliculos maturos
(16 a 22 mm de didmetro) foi 8+0,25. A relacdo entre
a taxa de matura¢do dos foliculos no dhCG e o nivel do
AMH estd demonstrada na Figura 1. O nivel sérico do
AMH foi negativamente correlacionado com a taxa de
maturacio (r=-0,24; p<0,008).




A média de idade das mulheres e a duragdo do ciclo
menstrual foram 33,0+0,37 anos e 28,7+0,17 dias, res-
pectivamente. A HOC durou 12+0,13 dias e necessitou
de 2,981 +74 Ul de FSH recombinante. Observamos uma
relagdo negativa entre a necessidade de FSH recombinate
para HOC e o nivel sérico de AMH no dia basal (r=-0,29;
p<0,007). Em adi¢do, o nivel sérico do AMH no dia basal
foi comparével entre as causas de infertilidade. Os nmeros
totais médios de o6citos coletados e embrides transferidos
foram 11+0,4, e 2,2+0,05, respectivamente.

Discussao

O presente estudo mostrou que a percentagem de
foliculos sensiveis ao FSH que efetivamente respondem
ao tratamento exégeno de FSH estd reduzida em mulheres
normo-ovulatérias com ovérios multifoliculares e altos
niveis de AMH.

Neste estudo, a dosagem do AMH foi realizada
ap6s a dessensibiliza¢do hipofisiria, no dia basal, por ser
o dia em que a paciente iria realizar a ultrassonografia
endovaginal e a dosagem sérica do estradiol e FSH. Os
trabalhos recentes demonstram pequenas flutuagdes ndo
significativas na dosagem sérica do AMH durante o ci-
clo menstrual>"7, apds contraceptivos orais e vaginais®
e ap6s a administracio de anilogos de GnRH***| ndo
interferindo, assim, em nossa conclusio sobre o papel do
AMH em relagdo a sensibilidade ao FSH.

Apesar de ndo ser o objetivo principal deste estudo,
realizou-se a dosagem da progesterona e do estradiol no
dhCG, devido ao controle da prepara¢do endometrial e
do crescimento folicular’.

O papel do AMH na foliculogénese ovariana ainda ndo
estd bem esclarecido. Em estudo em ratos, especificamen-
te em cultura de células da granulosa, o AMH ex6geno
inibe a sintese e diminui a atividade da P450 aromatase,
sugerindo que AMH apresenta um fator pardcrino e um
feedback negativo no desenvolvimento folicular’’ e na
proliferagdo das células da granulosa luteinizadas®®. Além
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