128

Trabajo Original e

Reproducibilidad interciclica de la hormona
anti-milleriana y su correlacion con foliculos

antrales, FSH y estradiol

Irma Ré, Idelma Serpa, Anabella Lima, Carla Lopez, Sergio Gersevich,
Fernanda All, Gustavo Botti, Carlos Morente

PROAR - Programa de Asistencia Reproductiva de Rosario. Rosario, Santa Fe, Argentina.

Reproduccién 2009; 24:128-134

Resumen

Objetivo: El objetivo de este estudio fue comparar
la reproducibilidad interciclica de la hormona anti-
miilleriana (HAM), recuento de foliculos antrales
(FA), hormona foliculo estimulante (FSH) y estradiol
(E2) en dos ciclos menstruales consecutivos y estable-
cer la correlacion existente entre estas variables en
ambos ciclos. Disefio: Estudio prospectivo de cohorte.
Métodos: Se estudiaron 30 mujeres de parejas infér-
tiles que realizaron tratamientos de alta complejidad
en PROAR (Programa de Asistencia Reproductiva
de Rosario) entre julio de 2007 y enero de 2008. Se
tomaron muestras de sangre en dos ciclos menstrua-
les consecutivos para realizar las determinaciones sé-
ricas de HAM, FSH, E2 y se realizaron ecografias
transvaginales para el recuento de foliculos antrales
(4-10mmy) en fase folicular temprana (dia 2-4). Re-
sultados: La mayor reproducibilidad interciclica se
encontré para la HAM (CCI=0,90; P=<0,0001)
y en menor proporcion para FSH (CCI=0,64;
P=<0,0001). La reproducibilidad para FA fue dé-
bil (CCI=0,32; P=0,04) y no se hallé correlacion
interciclica para el E2. La HAM se correlaciond
fuertemente y en forma positiva con el niimero de FA
(r=0,77; P=<0,0001 y r=0,79; P=<0,0001, respec-
tivamente para cada ciclo), mientras que se encontrd
una correlacion moderada y negativa con la FSH
(-0,61; P=0,002 y -0,58; P=0.007). No hubo co-
rrelacion estadisticamente significativa entre HAM
y E2 (r= 0,07; P=0,8 y r=-0,02; P=0,9). Conclu-
sion: Se encontrd una mejor reproducibilidad inter-
ciclica en los valores de HAM en comparacién con
los marcadores habituales del status folicular. Esta
evidencia respalda su rol como promisorio marcador
de la reserva ovdrica.
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Anti-miillerian hormone intercycle
reproducibility and its relationship
with follicle-stimulating hormone,
estradiol and early follicular counts
Summary

Objective: Our aim was to compare the intercyclic
reproducibility of serum anti-mullerian hormone
(AMH) measurements with that of antral follicle
counts (AF), FSH and Estradiol (E2), in two conse-
cutives menstrual cycles and to compare the relations-
hip between these markers or ovarian follicles status.
Methods: A total of 30 infertile women were studied
prospectively in PROAR (Programa de Asistencia Re-
productiva de Rosario - Program of Reproductive As-
sistance) from July 2007 to January 2008. On early
Jollicular phase of menstrual cycle (days 2 to 4) serum
levels of AMH, E2 and FSH were measured and the
number of early antral follicles (4-10mm in diame-
ter) was estimated by intravaginal ultrasound scan.
Results: Serum AMH sowed significantly higher re-
producibility (ICC=0.90, P=<0.0001) than FSH le-
vels (ICC=0.64, P=<0.0001). Early follicular count
showed a weak reproducibility (ICC=0.32, P=0.04)
and E2 levels did not showed any correlation cycle by
cycle. Serum AMH levels were positively and strongly
correlated with AF count (r=0.77, P=<0.0001 and
r=0.79, P=<0.0001 for each cycle respectively). The
relationship between AMH and FSH levels was mo-
derated and negative (r=-0.61, P=0.002 and -0.58,
P=0.0007). There was not any correlation between
AMH measurement and E2 levels (r=0.07, P=0.8
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and r=-0.02, P=0.9). Conclusions: Serum levels
of AMH showed a superior consistency cycle to cycle
compared with other markers of ovarian follicular
status. This evidence supports its role as a promising
marker of ovarian follicular status.

Key words: Antimullerian hormone, antral follicles,
intercycle variability, reproducibility, ovarian reserve.

Introduccién

La hormona anti-miilleriana (HAM) es una
glicoproteina perteneciente a la superfamilia del
factor transformador del crecimiento B (77ansfor-
ming Growth Factor Beta - TGF-B) (Cate y col,
1986; Pepinsky y col, 1998). El gen de la HAM se
localiza en el brazo corto del cromosoma 19 (19p
13.3) (Al-Qantani y col, 2005). Se la ha identifi-
cado como factor de regresién de los conductos
miillerianos durante el desarrollo fetal (Behringer
y col, 1994) y de alli su denominacién. En mu-
jeres, la producciéon de esta hormona es detecta-
ble en forma variable al momento del nacimiento
(Rajpert-De Meyts y col, 1999) y alcanza valores
elevados en la pubertad (Hudson y col, 1990).
Durante la vida adulta contintia su produccién
por parte de las células de la granulosa de los foli-
culos ovéricos tempranos (Vigier y col, 1984). Su
rol en la fisiologia femenina no estd del todo com-
prendido atn. Estudios en roedores sugieren que
la HAM reduce la actividad aromatasa y el nime-
ro de receptores de LH en las células de la granu-
losa, estimuladas previamente por la FSH (Josso
y col, 1998) y favorece, ademds, la produccién de
testoterona en las células de la teca (Ingraham y
col, 2000). La HAM participa en forma directa e
indirecta en varias fases de la foliculogénesis, desde
el foliculo primordial al foliculo antral temprano,
(Durlinger y col, 2001 y 2002), probablemente
a través de su receptor especifico Tipo 11, el cual
se expresa en las células de la granulosa (Visser y
col, 2006). Este patrén de expresién sugiere que
la HAM jugaria un rol importante en el recluta-
miento inicial y en la seleccién del foliculo domi-
nante (Visser y col, 2006). Su produccién dismi-
nuye al final del proceso de maduracién folicular
y durante el proceso de luteinizacién (Baarends y

col, 1995). Ademds, los niveles séricos de HAM
declinan a medida que aumenta la edad de la mu-
jer (de Vety col, 2002) y durante el desarrollo fo-
licular en la hiperestimulacién ovdrica controlada
(Feyereisen y col, 2006; Fanchin y col, 2005).
Estos hallazgos sugieren que los niveles séricos de
HAM serfan representativos del poo/ de foliculos
ovaricos (La Marca y col, 20006) y reflejarian la
actividad de aquellos foliculos con poca o ninguna
influencia hormonal de la transicién lateo-folicu-
lar, foliculos pre-antrales y antrales tempranos, a
diferencia de los otros marcadores hormonales de
la reserva folicular ovdrica como los niveles séricos
de FSH, E2 y de inhibina B. Estos dos tltimos
son producidos por foliculos antrales tempranos
en respuesta a la FSH. Un marcador cuantitativo
de la reserva ovdrica es el recuento de FA, visibles
por ultrasonido al inicio de la fase folicular (Sche-
ffer y col, 2003). Se ha demostrado que existe una
importante correlacién entre los valores de HAM
y el nimero de foliculos antrales en el dia 3 del
ciclo menstrual y que a su vez esta relacién es ma-
yor que con otros marcadores de reserva ovdrica
como FSH, E2, inhibina B (Fanchin y col, 2003).
La produccién de HAM por parte de los folicu-
los pre-antrales y antrales tempranos, con poca o
ninguna influencia a la accién de la FSH, reduci-
ria la variablidad interciclica de sus niveles. Esta
hipétesis fue demostrada mediante un estudio en
el que se encontré una menor variabilidad ciclo
a ciclo de los niveles de HAM en comparacién
con inhibina B, E2, FSH y recuento de foliculos
antrales (Fanchin y col, 2005). Ademds, se com-
probé no sélo la alta reproducibilidad interciclica
de la HAM, sino también su superioridad como
marcador de la reserva ovdrica en pacientes con
ciclo cortos, marcador clinico de envejecimiento
ovérico (Cedrin-Durnerin y col, 2008). Por otro
lado, varios investigadores encontraron una gran
correlacién entre los valores de HAM y el nimero
de ovocitos recuperados en mujeres que realizaron
tratamientos de fertilizacién asistida de alta com-
plejidad (FAAC), confirmando la relevancia de los
valores de HAM como predictor de la respuesta
ovdrica en pacientes sometidas a FAAC (Seifer
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y col y van Rooij y col, 2002; Eldar-Geva y col;
Tremellen y col, 2005). A su vez, se hallé cierto
valor en la medicién de HAM como predictor de
embarazo en pacientes que realizaron ciclos de fer-
tilizacién in vitro (FIV) (Hazout y col, 2005).

En el presente estudio comparamos la repro-
ducibilidad interciclica de la hormona anti-miille-
riana (HAM), recuento de foliculos antrales (FA),
hormona foliculo estimulante (FSH) y estradiol
(E2) en dos ciclos menstruales consecutivos y eva-
luamos la correlacién existente entre estas varia-
bles en ambos ciclos.

Materiales y métodos

Pacientes

Se estudiaron en forma prospectiva 30 mujeres
de parejas infértiles en tratamiento de fertilizacién
asistida de alta complejidad en PROAR (Progra-
ma de Asistencia Reproductiva de Rosario) entre
julio de 2007 y enero de 2008. La seleccién se
llevé a cabo segtin los siguientes criterios de inclu-
sién: edad menor de 40 anos, ciclos menstruales
regulares (25-35 dias), presencia de ambos ovarios
y ausencia de administracién de preparados hor-
monales en el ciclo previo. Se obtuvo el consenti-
miento informado de cada una de las pacientes.

Protocolo de estudio

En fase folicular temprana (dias 2-4) de
dos ciclos menstruales consecutivos se toma-
ron muestras de sangre por venopuncién a
cada paciente para la determinacién sérica de
HAM, FSH y E2. Las muestras fueron extrai-
das aproximadamente entre las 8 y 9 horas de
la mafana, se centrifugaron a 1700 rpm, se
separé el suero y posteriormente fueron con-
servadas a -20°C hasta su utilizacién. Las de-
terminaciones de FSH y E2 fueron realizadas
mediante EQLIA (Enzyme-Linked Quimiolu-
miniscent Inmunosorbent Assay), utilizando
INMULITE (DPC, Los Angeles CA). Para el
E2 la sensibilidad funcional fue 15 pg/ml y el
coeficiente de variacién intraensayo menor a
8%. Para FSH la sensibilidad funcional fue de
0,1 mUI/ml y el coeficiente de variacién in-
traensayo fue menor a 5%.

Los niveles de AMH fueron determinados
mediante ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay. DSL Diagnostic Systems Laboratories, Inc.
Texas, USA) con una sensibilidad analitica de
0,05 ng/ml y un coeficiente de variacién intraen-
sayo menor al 5 %.

El mismo dia de la obtencién de la muestra
de sangre, se les realizé en forma indistinta por
dos profesionales una ecografia ginecolégica con
transductor intravaginal de 9 MHz (ATL HDI
P50) y se evalud el nimero y tamafio de los foli-
culos en ambos ovarios. Se consideraron aquellos
que median entre 4 y 10mm (foliculos antrales).

Anadlisis estadistico

Se calcularon los coeficientes de correlacién
intraclase (CCI) en dos ciclos subsiguientes para
HAM, FSH, E2, recuento de FA y el coeficiente
de correlacién (r) entre estos marcadores de re-
serva ovdrica. Los valores se presentaron con me-
diana y rango intercuartil o promedio y desvio
estdndar segtin la distribucién de la variable ana-
lizada. El andlisis de los datos se realizé mediante
el paquete estadistico STATA 8.0. Un valor de
p<0,05 fue considerado como estadisticamente
significativo.

Resultados

El promedio de edad fue 34,5 anos (DS=3,3).
La duracién del ciclo menstrual fue en promedio
de 28,5 dias (DS=2,03). Los valores séricos hor-
monales y el recuento de FA en cada ciclo estdn
representados en la Figura 1. La mediana para
los valores de HAM fue 1,43 ng/ml (rango inter-
cuartil: 0,73-3,08) en el primer ciclo y 1,68 ng/
ml (rango intercuartil: 1,06-3,07) para el segun-
do ciclo. La mediana para los niveles séricos de
FSH fue 7,31 mUI/ml (rango intercuartil: 5,61-
9,11) para el primer ciclo y 7,39 mUI/ml (rango
intercuartil: 5,53-9,5) para el segundo ciclo. La
mediana para los valores de E2 fue 32,8ng/ml
(rango intercuartil: 19-76) y 31,7 (rango inter-
cuartil: 19-76), respectivamente para cada ciclo.
La mediana para el recuento de FA fue 7 (rango
intercuartil: 5-11) y 6 (rango intercuartil: 3-9)
para cada ciclo respectivamente.
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Figura 1. Representacion grifica de los valores séricos de HAM, FSH, E2 y recuento de FA (4-10mm) en el dia 3 de dos
ciclos consecutivos. Las lineas horizontales dentro de las cajas representan los valores para la mediana. Por encima y por
debajo de los limites de la caja se representan los cuartiles 25 y 75 respectivamente.
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En fase folicular temprana la HAM se co-
rrelacioné fuertemente y en forma positiva con
el ndmero de FA (r=0,77 y r=0,79, respectiva-
mente para cada ciclo), ambas estadisticamente
significativas (P=<0,0001 y P=<0,0001) (Figu-
ra 2). La FSH present6 una correlacién mode-
rada y negativa respecto a la HAM en los dos
ciclos (r= -0,61 y r= -0,58). Esta correlacién

Estradiol

entre ambas hormonas fue estadisticamente
significativa tanto en el primero como en el
segundo ciclo (P=0,004 y P=0,007, respectiva-
mente) (Figura 3). No hubo correlacién entre
HAM y E2 (r=0,07 y r=-0,02 para cada ciclo)
y estos resultados no fueron estadisticamente
significativos (P=0,8 y P=0,9; respectivamente)
(Figura 4).

Figura 2. Correlacion entre HAM y FA en el dia 3 de dos ciclos menstruales consecutivos. Se observa una fuerte correla-
cidn entre ambos marcadores (r=0,77; r=0,79) estadisticamente significativa (P=<0,0001 y P=<0,0001).
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Figura 3. Correlacion entre HAM y FSH para los dos ciclos consecutivos analizados (r=-0,61 y r=-0,58). Esta asocia-
cibn fue negativa, moderada y estadisticamente significativa (P=0,004 y P=0,007).

4

o l}ﬁd values 15

fsh_1/Fi

5

30

f?“_ﬂfined val%s

Figura 4. Correlacion entre HAM y E2 en el dia 3 de los dos ciclos menstruales analizados: r=0,07; P=0,8 en el primer

ciclo y r=-0,02; P=0,9 en el sequndo ciclo.
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Al evaluar la reproducibilidad de los niveles
hormonales y el recuento de FA en dos ciclos
consecutivos se encontré una alta reproduci-
bilidad interciclica para la HAM (CCI=0,90),
estadisticamente significativa (P=<0,0001). La
FSH presenté una mediana reproducibilidad
interciclica (CCI =0,64) y estadisticamente
significativa (P=<0,0001). La reproducibilidad
interciclica para el recuento de FA fue débil
(CCI=0,32; P=0,004) y no se hallé reproduci-
bilidad interciclica para el E2 (CCI=<0,0001;
no estadisticamente significativo). Estos valores
se encuentran expresados en la Tabla 1.
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Tabla 1. Reproducibilidad interciclica de los niveles hor-
monales y el recuento de FA.

Parametros CCl Valor de P
HAM 0,90 < 0,0001
FSH 0,64 < 0,0001
E2 <0,0001 NS
FA 0,32 0,004
Discusion

Los resultados del presente trabajo concuer-
dan con estudios previos (Fanchin y col, 2003;
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Cedrin-Durnerin y col, 2008) al demostrar que
el nivel sérico de HAM, medido en el dia 3 del
ciclo menstrual, es mejor predictor de la reserva
ovdrica en comparacion con los otros marcadores
hormonales habituales como el estradiol y la FSH.
El motivo por el cual se produce este fenémeno
podria ser la singularidad biolégica que presenta
la HAM y que no comparte con las demds hormo-
nas. Esto es, la HAM es producida por foliculos
pequefios, disminuye con la maduracién folicular
y es presumiblemente independiente de la FSH.
En contraposicién, los valores de E2 dependen de
la actividad de las células de la granulosa, repre-
sentada en parte por el nimero y tamano folicular
y por la accién de la FSH. Si bien se conoce que
la FSH ejerce cierta influencia sobre la HAM, este
estudio demuestra una asociacién negativa dé-
bil. A su vez, la HAM es secretada por foliculos
independientes de la FSH, reflejando el poo/ de
foliculos antrales sin depender del crecimiento fo-
licular ni del patrén hormonal. A medida que los
foliculos van madurando pierden la capacidad de
expresar HAM vy sus valores no se correlacionan
con el desarrollo folicular, sino con el poo/ de foli-
culos que van a ser reclutados.

En este trabajo demostramos que los niveles
séricos de la HAM se correlacionan en forma
significativa con el recuento de FA y que esta
asociacién es mds notable que la que presenta la
HAM con FSH y E2. Por otro lado la HAM, al
no estar influenciada por la dindmica hormonal
de la transicién lateo-folicular, es un marcador al-
tamente reproducible entre un ciclo y otro. Se ha
demostrado en sucesivos estudios que el recuento
de FA, realizado en fase folicular temprana, es un
marcador util para predecir la respuesta ovdrica
en cada ciclo individual, pero es conocido que
el status ovérico varia en ciclos subsecuentes. La
HAM es un marcador estable de la reserva ovérica
y por ésto sus niveles séricos pueden ser medidos
en cualquier momento del ciclo. Esto convierte a
la HAM en una herramienta util para evaluar la
reserva ovérica en el manejo diario del consulto-
rio. Se necesitan mds estudios para convalidar los
resultados del presente trabajo y para reafirmar la
utilidad clinica de la medicién de la HAM. Ade-
mis, serfan de utilidad estudios bien definidos en
la poblacién general como prueba definitiva de su
valor prondstico de la reserva folicular.
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