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RESUMEN

La hormona antimulleriana (HAM) ha sido propuesta como biomarcador de reserva
ovérica (RO) y predictor cuantitativo y cualitativo en tratamientos de reproduccion asistida
(TRA) de alta complejidad. El objetivo de este estudio fue evaluar HAM sérica en mujeres
infértiles y su impacto en los resultados de los TRA. Sujetos y métodos: Se evaluaron
retrospectivamente los niveles séricos de HAM en 96 mujeres infértiles antes de iniciar un
TRA. Se excluyeron pacientes con sindrome de ovario poliquistico (criterios de
Rotterdam) y con valores de HAM mayores a 6 ng/ml. Se analizaron valores de HAM,
edad, numero de ovocitos recuperados (OR) y nimero de ovocitos maduros en metafase
Il (ovocitos MII). Se correlacionaron niveles de HAM con edad, OR y ovocitos MIl. Se
valoré subunidad beta de gonadotrofina coriénica humana (hCGp) 14 dias después de la
transferencia embrionaria. Se compararon edad, OR, ovocitos MIl y HAM entre pacientes
con embarazo positivo y embarazo negativo. Se utilizaron correlacion de Spearman y test
U. Resultados: HAM correlacioné positivamente con OR y ovocitos MIl (r=0.657 y
r=0,667 respectivamente; p<0,001), pero no correlacion6 con la edad. Las mujeres con
embarazo positivo presentaron diferencias significativas en ovocitos Mll y el valor de HAM
respecto de las que no lograron embarazo (7,4 £+ 4,7 vs. 45+38y 2,89+ 1,69 vs. 1,55+
1,24 ng/ml respectivamente, p<0,05). No hubo diferencias significativas en edad y OR
entre ambos grupos (p>0,05). Conclusién: La utilizacion de biomarcadores precisos de
respuesta ovarica y embarazos es de vital importancia para la decisién clinica de la mejor
estrategia de estimulacién y tratamiento en mujeres infértiles sometidas a TRA. Nuestros
resultados muestran que la evaluacién de HAM sérica es un buen predictor del nimero de
ovocitos maduros recuperados y podria predecir probabilidades de embarazo en TRA.
Seria necesario un estudio multicéntrico con mayor nimero de pacientes para poder

establecer limites de corte.
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INTRODUCCION

La hormona antimulleriana (HAM) es una glicoproteina miembro de la superfamilia
del factor de crecimiento transformante beta (TGF-). Es producida por las células de la
granulosa del ovario y secretada a sangre periférica. Desempefia un papel fundamental
en la regulacion del reclutamiento folicular y en el desarrollo de los ovocitos dentro del
ovario. Ejerce un papel inhibitorio en el reclutamiento de los foliculos primordiales,
impidiendo la seleccion y el crecimiento folicular dependiente de la hormona foliculo
estimulante (FSH) (1,2).

En mujeres, los niveles mas altos de HAM se observan después de la pubertad con
valores maximos a los 24,5 afos. Después de los 25 afios los niveles descienden
progresivamente hasta llegar a valores minimos en la menopausia (3,4).

La variabilidad de HAM durante el ciclo menstrual es motivo de debate. Los estudios
iniciales sugerian que la hormona no sufre variaciones significativas intraciclo ya que su
produccion es independiente de la secrecion de gonadotrofinas enddégenas (5). Sin
embargo, publicaciones mas recientes han demostrado fluctuaciones amplias durante el
ciclo, aunque los resultados son conflictivos (6-8).

La llamada reserva ovarica (RO) o reserva ovarica funcional, se define como el pool
de foliculos maduros en crecimiento, después que son reclutados. La RO funcional
representa sélo una parte mindscula de la RO total constituida por foliculos primordiales
en reposo que no han sido reclutados (9). La HAM es uno de los principales marcadores
de RO, comparable con el recuento de foliculos antrales (10). La RO, la calidad de los
ovocitos y la respuesta de los ovarios a la estimulacion por gonadotrofinas exdgenas
descienden de manera gradual con el envejecimiento. Los niveles séricos de HAM
estiman la RO y la proximidad de la menopausia reflejando una declinacién en la RO
relacionada con el aumento en la edad (11). Un valor bajo o indetectable de HAM

usualmente se encuentra en mujeres con RO disminuida (ROD) (12,13).



Los tratamientos de reproduccion asistida (TRA) se utilizan cada vez con mayor
frecuencia en el manejo de parejas con infertilidad. Se consideran de alta complejidad
cuando la unién entre Ovulo y espermatozoide tiene lugar en el laboratorio, mediante
técnicas de fertilizacion in vitro (FIV) o inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI). En estos programas, se realiza la estimulacion ovérica de las pacientes para lograr
mayor nimero de ovocitos y, por consiguiente, de embriones en cultivo y asi incrementar
la posibilidad de embarazo. La induccién de la ovulacién permite la maduracién in vivo de
ovocitos. Después de la estimulacion hormonal, los ovocitos son recuperados mediante
aspiracion guiada por ecografia. Los ovocitos recuperados (OR) se encuentran en
diferentes estadios de maduracion y en su mayoria son ovocitos maduros detenidos en la
etapa de metafase de la segunda division mei6tica (Mll). Sélo los ovocitos maduros tienen
la capacidad o competencia para ser fertilizados. Profusa bibliografia muestra una fuerte
correlacion entre los niveles basales de HAM y el nimero de OR en mujeres bajo
estimulacion ovarica, por lo cual se la utiliza cominmente como predictora de respuesta
ovarica, y también ha sido propuesta como predictora de embarazo (14).

El envejecimiento ovarico se caracteriza por una disminucién progresiva de la
cantidad y calidad de los ovocitos. Debido a que algunas mujeres tienden a retrasar la
procreacion y la fertilidad decae con los afios, conocer la RO se vuelve cada vez mas
importante. Los marcadores séricos de RO como FSH, estradiol, inhibina B, e incluso
HAM, no predicen la calidad de los ovocitos, por lo cual las parejas infértiles no deberian
ser excluidas de los TRA en base a los resultados de estos marcadores (15,16).

Los objetivos de este estudio fueron evaluar HAM sérica en mujeres infértiles, y
analizar su impacto en los resultados de los TRA, relacionando sus niveles con otras
variables biolégicas de relevancia en reproduccion como edad, el nimero de OR, el

namero de ovocitos MIl y probabilidad de embarazo.



MATERIALES Y METODOS

Se incluyeron en el estudio 96 mujeres con edades entre 30 y 40 afios que fueron
atendidas en el Centro de Fertilidad Nascentis, de la ciudad de Cordoba. Todas eran
eumenorreicas con ciclos de 28+7 dias. La extraccidon de sangre para la cuantificacion de
HAM se realiz6 en ayunas Yy sin tener en cuenta el dia del ciclo menstrual. Las muestras
de sangre se centrifugaron y los sueros obtenidos se remitieron al Laboratorio Central del
Sanatorio Allende de Cérdoba donde se mantuvieron congelados a -4°C hasta el
momento de su andlisis. La valoracién de HAM se realizé6 mediante el inmunoensayo
HAM Gen Il Elisa (Beckman Coulter inc. USA).

Después de la extraccibn de sangre, las pacientes iniciaron un ciclo de alta
complejidad, realizando la estimulacién con gonadotrofinas hipofisarias en dosis entre 225
y 300 Ul, dependiendo de la RO de la paciente, durante un periodo de 9 a 10 dias. La
estimulacion ovarica se controlé ecograficamente, observando el crecimiento folicular.
Cuando los foliculos alcanzaron un diametro mayor a 18 mm se indujo la descarga
ovulatoria con una inyeccion de gonadotrofina coriénica humana (hCG). La recuperacién
de ovocitos se realizd6 36hs después de la administracion de hCG mediante aspiracion
folicular guiada por ecografia transvaginal. En todos los casos se registré el nUmero de
ovocitos aspirados, detallando el nimero de ovocitos maduros. La maduracién nuclear fue
evaluada al microscopio. Los ovocitos maduros en MIl poseen el corpusculo polar
extruido en el espacio perivitelino y se hallan rodeados por las células del camulus y
liquido folicular viscoso. Se aspiraron 71 pacientes, 65 con ovocitos maduros en Mll; 14
pacientes fueron canceladas por ausencia de embriones buenos y 57 fueron transferidas.

El dosaje de subunidad beta de gonadotrofina coriénica humana (hCG-) se realizé
14 dias después de la transferencia embrionaria. De las 57 pacientes transferidas, 12

lograron embarazo (Emb) y 45 no lo lograron (NoEmb). La determinacion de hCG-§ se



realizd en el Laboratorio Central del Sanatorio Allende de Coérdoba en autoanalizador
Modular E170, mediante electroquimioluminescencia (Cobas-Roche).

Se efectud la comparacion de edad, valores de HAM, nimero de OR y nimero de
ovocitos MIl entre pacientes Emb y NoEmb. Se correlacionaron los niveles de HAM con
edad, OR y ovacitos MIl. Fueron excluidas las pacientes con diagnéstico de sindrome de
ovario poliquistico (Criterios de Rotterdam Consenso 2003)(17) y aquellas con niveles de
HAM mayores a 6 ng/ml.

Para la evaluacion estadistica se utilizaron test U y correlacion de Spearman. Una

p<0,05 fue considerada significativa.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la comparacién entre las pacientes Emb
y NoEmb. Los niveles de HAM y el nimero de ovocitos MIl fueron significativamente
mayores en las pacientes Emb con respecto a las que no lograron embarazo, mientras
que, el nimero de OR, que fue también mas elevado en el grupo Emb, no tuvo diferencia

significativa. Tampoco fue significativa la diferencia de edad entre Emb y NoEmb.



Tabla 1: Comparacion de niveles de HAM, ovocitos recuperados, ovocitos MIl y edad de

las pacientes que se embarazaron y las que no lograron el embarazo.

Emb (n=12) NoEmb (n=45)

37,09+3,11

35,92+2,46
2,89+1,69 1,55+1,24 0,02
- 85,37 5,62+4,42 0,16
7,42+4,69 4,51+3,81 0,03

Emb: pacientes embarazadas; NoEmb: pacientes no embarazadas; HAM: hormona antimilleriana; OR:
ovocitos recuperados; ovocitos MIl: ovocitos en metafase I

HAM correlacion6 positivamente con OR (r=0,657, p<0,001) y ovocitos Mll (r=0,667,

p<0,001) (Figuras | y I1) y no correlacion6 con la edad de las mujeres.
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r=0,657
2 (p<0,001)

Figura |[|. Correlacion entre
hormona antimulleriana (HAM) y
ovocitos recuperados (OR).




. r=0,667
° (p<0,001)

Figura 2. Correlacion entre
hormona antimilleriana (HAM )
y ovocitos Mll (MII).

DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue evaluar los niveles de HAM en 57 mujeres
infértiles, y analizar cudl era su impacto en los resultados de los TRA. Para ello, se
compararon los valores séricos de HAM entre las pacientes que habian logrado el
embarazo en TRA y las que no lo lograron, y se buscé establecer relaciones entre los
valores de HAM y la edad de las pacientes, el numero de OR, el nimero de ovocitos Mll y
la tasa de embarazo.

La tasa de gestacion se ve limitada en la FIV por la edad materna. Los datos de la
Sociedad Europea de Reproducciéon y Embriologia Humana (ESHRE) del afio 2006
mostraron que, en paises europeos, las tasas de embarazo por ciclo disminuyen a medida
que aumenta la edad de las pacientes, de 28,2% a 22,2% y 9,6% en mujeres <35 afios,
entre 35 y 39 anos y 240 afios respectivamente (18). Una tendencia parecida se observd
en el andlisis de datos provenientes de clinicas de fertilidad en los Estados Unidos, con
tasas de embarazo por ciclo de 45,2% en mujeres <35 afos, 37,7% en mujeres de 35 a
37 afos y 23,5% de 38 a 40 afios (19). Recientemente, un trabajo multicéntrico publicado
en Alemania reportd una tasa de 25,9% de embarazos en mujeres de 36,5t4 afios
sometidas a TRA (20). Nuestro estudio, que incluyé mujeres entre 30 y 40 afios, mostré

una tasa de embarazo similar ya que se logré el embarazo en el 21% de las pacientes. La

9



edad de las mujeres que lograron embarazo fue ligeramente menor que la de pacientes
NoEmb (35,92+2,46 afios y 37,09+3,11afios respectivamente), si bien esta diferencia no
fue significativa.

El incremento en la edad femenina se asocia con niveles bajos de HAM. Un estudio
report6 que mujeres con 39 afios o mas, tuvieron concentraciones de HAM dos veces
mas bajas que las mujeres de 29 afios 0 mas jévenes (21). Recientemente, dos trabajos
reportaron valores de referencia para HAM estableciendo rangos especificos por edades.
Uno de ellos estudié una poblacion de 1298 mujeres coreanas con ciclos menstruales
regulares. Las pacientes tenian entre 20 y 50 afios y fueron clasificadas en 6 categorias
por edad. Los autores observaron que la concentracion de HAM, valorada el dia 3° del
ciclo, disminuyé continuamente con el incremento de la edad (4). Otro estudio, quizas el
mas importante en cuanto al tamafio de la muestra, valor6 HAM en el suero de 17120
mujeres en edad reproductiva, de 24 a 50 afios (22). La declinacion de los valores de
HAM fue lineal y no bifasica, como habia sido sugerida por otros investigadores y los
niveles de HAM para categorias de edad equivalentes fueron mas bajos que los
publicados por Hee Yoo J y col. (4). Segun estos ultimos autores la diferencia se debié a
que los valores séricos de HAM reportados por Seiffer DB y col. provenian de mujeres
que se encontraban realizando estudios de fertilidad y no eran representativas de la
poblacion general. Las pacientes incluidas en nuestro trabajo tenian entre 30 y 40 afos.
Teniendo en cuenta que todas consultaron por problemas de fertilidad, observamos que
las concentraciones de HAM de estas pacientes, fueron similares a las publicados por
Seiffer DB y col. para el mismo rango de edad, y que la edad de las mujeres con niveles
mas altos de HAM fue ligeramente mayor que la de las pacientes con concentraciones
menores de la hormona; sin embargo, no hallamos correlacion entre los valores de HAM y
la edad de las pacientes. Es probable que el nimero de muestras analizadas sea

insuficiente para observar una declinacion significativa de los niveles de HAM con la edad.
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También se podria atribuir a la amplia variacion en los valores de HAM dentro de cada
afio de edad descripta por Seiffer y col.,, y que permiti6 a estos autores sostener el
concepto que los niveles de HAM reflejan la reserva folicular en forma relativamente
independiente de la edad (22).

La evaluacién de la RO tiene gran importancia en la infertilidad y los TRA. En los
ultimos afios, diversos estudios han sugerido que HAM podria ser un posible marcador de
la RO vy reflejar la edad reproductiva en las pacientes. Si bien la variabilidad de HAM
durante el ciclo menstrual es motivo de debate, tiene menos fluctuaciones intra-
individuales que otros marcadores séricos, tanto intra-ciclos como inter-ciclos, por lo que
la HAM surge como el mejor pardmetro para medir la RO (5-8,10,15,23). La mayoria de
los estudios han demostrado una asociacion entre los niveles de HAM en fase folicular
temprana y el nimero de OR en procedimientos de FIV, siendo el nimero de OR una
buena medida para evaluar la respuesta ovarica a la estimulacion hormonal. La HAM fue
mas especifica que FSH como test de RO y particularmente Util en mujeres jévenes en las
que la RO disminuida es subestimada o en las que tienen un riesgo elevado de sindrome
de hiperestimulacién ovarica (24). Comparando mujeres con respuesta baja a la
estimulacion hormonal y mujeres con buena respuesta o0 respuesta normal, numerosos
estudios revelaron que el indicador mas sensible y especifico de RO fue el nivel de HAM
en el 3° dia del ciclo menstrual (20,25-27). Sin embargo, Takahashi C y col., no
encontraron correlaciéon significativa entre HAM sérica y el nimero de OR. La diferencia
con los otros estudios radica en que la valoracion de HAM se realiz6 durante el
tratamiento de FIV el mismo dia que la recuperacién de ovocitos (28). Nuestros
resultados, en coincidencia con la mayoria de las publicaciones, mostraron buena
correlacion entre HAM y la cantidad de OR (r=0,657;p<0,001), superior a la reportada por
Guerif F y col. (r=0,32;p<0,0001) (21). En las pacientes con niveles mas altos de HAM se

recuperdé un mayor nimero de ovocitos. A pesar que la estabilidad de HAM durante el
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ciclo menstrual ha sido cuestionada recientemente, es importante destacar que los
valores de HAM de nuestras pacientes no siempre correspondieron a la fase folicular
temprana y aun asi tuvimos hallazgos similares a los de la mayoria de los estudios que
analizaron HAM en el 3°dia del ciclo.

En los procedimientos de FIV se realiza la recuperacién de ovocitos y se evalla su
madurez. Los ovocitos que han completado su maduracién nuclear (metafase Il) y
expelido un cuerpo polar son considerados maduros y en condiciones para ser
fertilizados. Una compleja cascada de eventos durante el proceso de desarrollo folicular
les proporciona a los ovocitos la capacidad de ser sometidos a una fertilizacién normal y
el subsecuente desarrollo embrionario. Se ha sugerido que HAM podria ser predictivo de
la calidad de los ovocitos en términos de la madurez nuclear. En nuestro trabajo, de las 71
pacientes que fueron aspiradas, 65 tenian ovocitos maduros en metafase Il, coincidiendo
los valores méas altos de HAM con un mayor numero de ovocitos maduros. Nuestros
resultados muestran buena correlacion entre los niveles de HAM y la cantidad de ovocitos
maduros (r=0,667;p<0,001), en concordancia con la mayoria de los trabajos publicados
que reportaron correlaciones variables de 0,33 a 0,80 (16,29-31), excepto un estudio en el
que HAM correlacioné, aunque débilmente, con el nimero de OR (r=0,32;p<0,0001), pero
no lo hizo con la tasa de ovocitos maduros (21).

Numerosos estudios han mostrado también buena correlacion entre la tasa de
embarazo clinico y la RO cuantitativa medida a través de los niveles HAM. La fuerza de
esta asociacion es modulada por la edad de la paciente. El éxito de los TRA esta
determinado conjuntamente por la interaccién entre calidad y cantidad de ovocitos. El
envejecimiento ovarico resulta de la declinacion en la proporcién de ovocitos competentes
(calidad) y de la disminucion en el numero de ovocitos disponibles para ser reclutados
(cantidad). Por lo tanto, un mayor niumero de OR por ciclo de FIV tiene més chance de

obtener los ovocitos competentes que se requieren para lograr el embarazo. Hazout A y
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col. hallaron una asociacién fuerte entre los valores mas altos de HAM en el dia 3° del
ciclo y una mayor tasa de embarazos clinicos (16). Otros autores encontraron estrecha
relacion de HAM con la calidad de ovocitos, el nUmero de ovocitos maduros y la tasa de
embarazos (30,32-35). Lehmann y col. demostraron que las pacientes con niveles de
HAM <0,46 ng/ml (<percentil 25th) tenian una probabilidad de lograr embarazo 2 veces
menor que la poblacién de referencia comprendida entre los percentiles 25th y 75th,
independientemente de la edad (31).

Sin embargo, existen discrepancias, y otros autores han sostenido que HAM no
predice el embarazo. Entre ellos, Smeenk JM y col. concluyeron que HAM fue capaz de
predecir el nUmero de ovocitos y el nUmero de embriones pero no la calidad embrionaria
ni la chance de embarazo (36). En otro estudio se reporté que, en mujeres <40 afios, la
tasa de embarazo no fue significativamente diferente en presencia de niveles bajos,
intermedios o altos de HAM (37). Wang atribuye estas discrepancias a la diferencia en el
tamafio de los grupos estudiados y a la variabilidad de las edades de esas poblaciones.
La tasa de embarazo de nuestras pacientes fue 21% y, como se mencioné anteriormente,
estuvo cercana a las cifras publicadas por la mayoria de los autores en mujeres de
edades similares. También encontramos asociacién entre la proporcion de mujeres con
embarazo positivo y los niveles de HAM; la media de HAM de este grupo fue
significativamente mas elevada que la del grupo que no logré el embarazo (2,89+1,69
ng/ml vs 1,55+1,24; p=0,02). Por lo tanto, estos resultados sugieren que HAM podria ser
un buen predictor de embarazo en los tratamientos de reproduccién asistida de nuestro
centro de estudios.

Se ha intentado determinar cudél puede ser el valor minimo de HAM en mujeres con
ROD severa que permita lograr embarazo clinico, lo que es bastante dificil debido que

estadisticamente es mucho mas bajo el nimero de embarazos clinicos con éxito y
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nacidos vivos en esta poblacion de pacientes (9). Segun la publicacion de Gnoth C y col.,
valores de HAM <1,26 ng/ml permitieron identificar mujeres con ROD, baja respuesta a la
estimulacion ovéarica y menor probabilidad de embarazo clinico. Estos autores sugieren
que cuando los niveles de HAM se hallan entre 0,5 y 1,26 ng/ml se deberia realizar
también el recuento de foliculos antrales para aumentar la especificidad de HAM como
predictor (38). Barad DH y col. demostraron que, con concentraciones de HAM<0,4 ng/ml,
la probabilidad de embarazo fue <5%, pero aumentd significativamente en mujeres que
tenian niveles de HAM entre 0,41 y 0,80 ng/ml (39), y el estudio de Buyuk E y col.,
encontré que la tasa de embarazo clinico fue mayor en mujeres con niveles de HAM = 0,6
ng/ml (40). Sin embargo, la mayoria de las investigaciones revelan que, a valores bajos,
HAM conserva su cualidad de buen marcador cuantitativo de la RO, pero es pobre como
marcador de la calidad de los ovocitos, perdiendo por lo tanto valor predictivo (14,21,39-
41). Dado que el embarazo, en pacientes con ROD severa, puede ocurrir con niveles
indetectables de HAM, no se deben usar lineas de corte extremadamente bajas para
excluir parejas del tratamiento de FIV. Ademas, la HAM no deberia ser el Unico criterio

usado para determinar si las pacientes con ROD pueden tener acceso a los TRA.

CONCLUSION

La utilizacién de biomarcadores precisos de respuesta ovarica y embarazos en TRA
es de vital importancia en la decisidon clinica para elegir la mejor estrategia de
estimulacion y tratamiento en mujeres infértiles. Nuestros resultados muestran que la
evaluacion de HAM sérica es un buen predictor del nimero de OR, del nimero de
ovocitos maduros y, ademas, podria predecir probabilidades de embarazo en tratamientos
de reproduccion asistida. Para poder establecer limites de corte de los valores de HAM,

seria necesario realizar un estudio multicéntrico con mayor nimero de pacientes.
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