Reserva ovariana e seu impacto na fertilidade feminina
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A fertilizagdo in vitro e a transferéncia de embrides (FIVeTE) torna-se uma realidade, na
terapéutica de casais inférteis, a partir do nascimento de Louise Brown em julho de 1978, em
Oldham, na Inglaterral. Em 1976 o grupo da Clinica Bourn Hall obtém a primeira gravidez pela
técnica de FIVeTE que resultou em prenhez ectdpica 2. O primeiro nascimento pela técnica de
FIVETE, é obtido pelo grupo inglés a partir da fertilizacdo de um Unico ovdcito captado em ciclo
natural. Edwards, depois de haver realizado 100 ciclos induzidos sem sucesso, preconiza a
FIVeTE sem a utilizacdo de drogas indutoras da ovulacdo. Existem atualmente cerca de 5
milhdes de criangas nascidas por técnicas de reproducéo assistida.

O resultado da FIVeTE depende diretamente da resposta ovariana a estimulagéo
exogena. A importancia deste fato justifica o estudo dos vérios fatores prognésticos da

intensidade da resposta ovariana a esta estimulagdo. Os principais fatores progndsticos s&o:
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idade cronoldgica, dosagem de horménio foliculo estimulante (FSH) basal, hormonio 17-beta
estradiol (E2) basal, inibina B, horménio anti-mulleriano (AMH) ,testes de estimulo Challenge
test de Navot (CCCT), Exogenous FSH Ovarian Reserve Test (EFORT) e a Contagem do

Numero de Foliculos Antrais na avaliacdo da reserva ovariana.

1.IDADE

Um trabalho que estudou uma populacdo de Hutterites (grupo étnico onde o
planejamento familiar é proibido ) mostra taxa de infertilidade de 11% em mulheres com menos
de 34 anos, 33% entre 35 e 40 anos e 87% de 41 e 45 anos®.

Dados da Red Latinoamericana de Reproduccion Assistida (REDE) de 2003, mostram
gue 49,50% dos ciclos realizados de FIV foram em mulheres acima de 35 anos, 34,8 % (4255
ciclos) entre 35 e 40 anos e 14,7% (1791 ciclos) acima de 40 anos de idade em 117 centros
acreditados na América Latina®.

Um estudo com 512 pacientes em 1.101 ciclos de FIVeTE mostrou um aumento
significativo (p<0,01).na taxa de gravidez de pacientes com idade inferior a 30 anos quando
comparadas com mulheres com mais de 37 anos (26% e 9% respectivamente) e diminuigdo, ndo
significativa, na taxa de abortamento nas pacientes com idade inferior a 30 anos quando
comparadas com mulheres com mais de 40 anos (50% e 22% respectivamente)®.

Em 1991 foram avaliados a idade e o nivel do FSH basal como fatores prognésticos
independentes em 1478 ciclos de FIVeTE, mostrando diferenca significativa (p<0,0001) na taxa
de gravidez entre pacientes com idade igual ou inferior a 30 anos e igual ou superior a 40 anos
(28% e 12% respectivamente). A taxa de implantacdo embrionaria (nimero de sacos
gestacionais obtidos por nimero de embrides transferidos) diminuiu com o aumento da idade.
Para mulheres com idade inferior a 30 anos, entre 30 e 34 anos, entre 35 e 39 e superior a 40
anos, a taxa de implantacdo embrionaria foi de 8,0%, 5,9%, 6,0% e 4,0% respectivamente. A
taxa de cancelamento neste trabalho ndo se correlacionou com a idade, variando de 4% a 9 %
(p>0,05)°.



2. FSH BASAL

Um estudo retrospectivo em 758 ciclos de FIVETE correlacionando o nivel do FSH
basal, no terceiro dia do ciclo menstrual, com a taxa de cancelamento, taxa de gravidez e taxa de
abortamento. A taxa de cancelamento foi significativamente superior (p < 0,01) no grupo de
pacientes com FSH maior ou igual a 25 mUl/ml em relagdo ao grupo com FSH menor que 15
mUl/ml, (32,1% e 9,2% respectivamente). A taxa de gravidez foi significativamente superior (p
< 0,05) no grupo de pacientes com FSH menor que 15 mUIl/ml quando comparada ao grupo de
pacientes com FSH maior que 25 mUI/ml, (24% e 10,7% respectivamente)’.

A avaliacdo simultanea dos parametros FSH basal e idade como fator prognodstico da
taxa de cancelamento em 45 ciclos de FIVeTE foi estudada em 1996. As variaveis FSH e Idade
apresentaram nivel descritivo de 0,009 e 0,041 respectivamente no screening das pacientes boas
respondedoras e mal respondedoras propondo um modelo estatistico onde estas duas variaveis
sdo utilizadas em conjunto®.

Em 1991 um estudo correlacionou o nivel do FSH basal com a taxa de cancelamento e
taxa de gravidez em 1.478 ciclos de FIVeTE. A de cancelamento foi estatisticamente significante
(p<0,001) nos 4 grupos de mulheres analisadas: 1) FSH menor que 15 UI/L (5%); 2) FSH
menor que 20 UI/L (10%); 3) FSH menor que 25 UI/L (20%), e 4) FSH menor que 30 UI/L
(40%) A taxa de gravidez diminui gradativamente até o FSH chegar a 20 Ul/I. Acima deste

valor, a taxa de gravidez cai abruptamente (0%)°.

3. ESTRADIOL BASAL

O nivel sérico do E2 basal no 3° dia do ciclo menstrual foi estudado como fator
prognostico de taxa de cancelamento e taxa de gravidez em pacientes em ciclo de FIVeTE.

Foram estudados prospectivamente 225 pacientes em 292 ciclos de FIVeTE
correlacionando a taxa de cancelamento e taxa de gravidez em 3 grupos distintos: Grupo 1 (E2
menor que 80 pg/ml); Grupo 2 (E2 maior que 80 pg/ml e menor que 100 pg/ml) e Grupo 3 E2
maior ou igual & 100 pg/ml. A taxa de cancelamento foi de 0,4%, 18,5% e 33,3%
respectivamente (p<0,0001). A taxa de gravidez foi de 37%, 14,8% e 0% respectivamente (p =
0,02)°.

Para alguns autores,, o nivel do FSH basal isoladamente é fator que representa melhor o

prognostico do resultado da FIVeTE em comparagéo com o nivel de E2 basal’.



Analisando 1309 ciclos de FIVeTE, foi verificado que o nivel do E2 basal associado ao
nivel do FSH basal, se apresentou como melhor fator prognostico na taxa de gravidez do que
quando avaliados de forma isolada®®.

Um estudo prospectivo de 231 ciclos de FIVeTE demonstrou a importancia da
associacdo do E2 basal ao FSH basal na avaliacdo da reserva ovariana. Estes autores obtiveram
taxa de cancelamento estatisticamente superior no grupo (FSH basal normal e E2 basal elevado)

versus (FSH normal e E2 basal normal) que foi de 56% e 13% respectivamente (p<0,00002)*.

4. INIBINA B BASAL

A literatura, j& na década de 90, tem reforcado a importancia do papel das inibinas como
fator progndstico da reserva ovariana em pacientes submetidas a FIVeTE. As inibinas sdo
glicoproteinas produzidas pelas células da teca e granulosa ovariana, células de Sertoli
testiculares e em pequena quantidade por tecidos extra gonadais (medula éssea, cérebro,
hipéfise, figado e adrenal). Tratam-se de horménios importantes de controle na retroalimentacao
negativa da secrecdo de gonadotrofinas hipofisarias. Existem, pelo menos, duas formas
moleculares ativas em circulagdo: a Inibina A e Inibina B. Com o aumento da idade materna
temos menor nimero de foliculos antrais, conseqlientemente baixa concentracdo de inibina B
determinando aumento dos niveis de FSH2,

Um estudo com 24 mulheres na perimenopausa, descreveram que a diminuicdo dos
niveis séricos de Inibina A e B antecedem a elevacdo do FSH basal, caracterizando, dentre
outros fatores, uma diminuicdo da reserva ovariana. Estes autores descreveram a Inibina B como
o marcador direto da “idade ovariana”*®.

O limite méximo da média de Inibina B basal em mulheres eumenorréicas férteis foi
estudado e definido em 45 pg/ml por um estudo de 1996,

Um trabalho avaliou o nivel sérico basal de Inibina B como fator progndéstico da taxa de
cancelamento e taxa de gravidez clinica em 156 pacientes que se submeteram a 178 ciclos de
FIVeTE. As pacientes foram subdivididas em: grupo A, Inibina B < 45 pg/ml e grupo B, Inibina
B > 45 pg/ml. As pacientes do grupo A apresentaram taxa de cancelamento estatisticamente
superior as do grupo B (19% versus 5%, p = 0,009) e taxa de gravidez estatisticamente inferior
(7% e 26%, p<0,009 ) respectivamente?®.

Em 1999 alguns autores estudaram 156 pacientes em ciclos de FIVeTE subdividindo-as

em: grupo A, 109 pacientes com boa resposta a HOC (>10 ovocitos) e grupo B, com 47
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pacientes com ma resposta (< 4 ovocitos). Estes autores encontraram diferenca significativa
entre os niveis séricos de Inibina B basal nos dois grupos, 108,0 6,0 ¢ 80,2 7,3
respectivamente (p<0,04) e ndo encontraram diferenca significativa entre os niveis séricos de
FSH basal, 5,7 [1 0,24 e 6,5 [ 0,4 respectivamente. Concluiram neste estudo que mulheres com
declinio da reserva ovariana apresentam gueda da inibina B basal anterior a elevacdo do FSH

basal.

5. HORMOIO ANTI-MULLERIANO

O AMH, descoberto em 1940, é uma glicoporteina de 560 aminoacidos pertencente a
grande familia TGF-B (Transforming Growth Factor). Os niveis de AMH aumentam na
puberdade e sdo indetectaveis ha menopausa.

O AMH é produzido pelas células da granulosa dos foliculos pré antrais e antrais
pequenos, principalmente pelos foliculos < 4mm e com concentragdo diminuida naqueles de 6 a
8 mm de didmetro, tornando-se indetectavel nos foliculos > 10 mm,diminuindo assim eventuais
erros de medida relacionados ao desenvolvimento folicular precoce Um estudo verificou entdo
a presenga do AMH nos foliculos FSH independentes mostrando sua importancia no processo
de recrutamento folicular?’.

Fanchin et al demonstraram existir uma correlagdo entre o nivel do AMH e o CFA mais forte
gue aquela encontrada entre a Inibina B e 0 FSH na fase folicular inicial. Nas pacientes
portadoras de ovarios polimicrocisticos, caracterizados por um ecxesso de foliculos em
crescimento, esta forte correlagdo entre AMH e 0 CFA explica a alta taxa de AMH entre as
pacientes (18)

O desenvolvimento folicular precoce ndo altera a relagdo entre AMH e CFA, contrariarmente
dos niveis de Inibina B e FSH. Existe pouca variacao inter-ciclo e mesmo durante o cilo
menstrual do AMH, fatores fundamentais para colocalo em conjuto ao CFA como os principais
marcadores do status folicular.( 19,20,21,22 )

Recentemente foi demonstrado que 0 AMH é um marcador da RO superior & idade cronolégica
por predizer o grau de envelhecimento ovariano, reforgando a hipotese de utilizalo como

preditor da idade do inicio da menopausa, ( 23)



Nas pacientes com grau variavel de hipergonadotrofismo, como nas com menoupausa precoce, 0
AMH parece ser um melhor parametro para estimar a deplecao do pool de foliculos ovarianos. (
24)

Trata-se de marcador da funcdo das células da granulosa, refletindo indiretamente a sua
massa, sendo utilizado para avaliar a reserva ovariana e o envelhecimento ovariano.

Recentemente alguns autores estudaram os niveis séricos de AMH de 20 pacientes com
idade de 22 + 3 anos, durante um ciclo menstrual normal. Observaram que os valores de AMH
mantinham-se quase constantes durante o ciclo, com pequenas variagdes, ndo estatisticamente
significantes.?

Outros autores dosaram AMH em 47 mulheres inférteis em programac&o de técnicas de
reproducéo assistida (ART) durante trés ciclos consecutivos. A duracdo média dos ciclos foi de
28 (25-34) dias. Os valores de AMH no primeiro, segundo e terceiro ciclo foram de 0,93 (0,24-
6,40)ng/ml, 0,95(0,24-7,08)ng/ml, e 0,81 (0,24-5,11)ng/ml, respectivamente. As diferengas
longitudinais das dosagens de AMH néo foram estatisticamente significantes?.

Os estudos mostram a possibilidade de obter amostras do AMH, para avaliacdo da
reserva ovariana, em qualquer dia do ciclo, uma vez que a variagdo dos niveis séricos intra-
ciclo e inter-ciclo sdo estatisticamente ndo significativos.

Uma sensibilidade de 53% e especificidade de 96% para o valor de AMH de 4,9 pmol/Il
(0,7ng/ml) para cancelamento do ciclo foi encontrada em um estudo em 2005%’.

A anélise dos valores de AMH por meio de coleta de sangue periférico de um ciclo
espontaneo, estimaram que valores de corte para AMH de 0,5ng/ml apresentariam uma
sensibilidade de 85% e especificidade de 82,3% em predizer pacientes pobre respondedoras e,
para o valor de AMH de 0,75 ng/ml, a sensibilidade e especificidade seriam de 80% e 93%,
respectivamente®.

Um estudo com 119 pacientes submetidas a FIVeTE obteve niveis de AMH de 0,2 ( 0,0
— 1, 7)mcglL VS 1,4 ( 0,0 — 6,2 ) mcglL para o grupo das mas respondedoras e boas
respondedoras respectivamente. Descreveram correlacdo direta dos niveis de AMH com o
namero de foliculos antrais e ovocitos recuperados descrevendo um novo marcador da reserva

ovariana?.



Em nosso meio um estudo mostrou igual correlagdo em estudo clinico de 24 pacientes
submetidas 4 FIVeTE , dosando o AMH basal no “screening” de paciente boas e mas
respondedoras, sugerindo preliminarmente o valor de corte de 1,85 ng | ml para diferenciar os 2
grupos?.

Recente e sistematico estudo da literatura, analisando 20 trabalhos com uma casuistica
de 2392 pacientes, encontrou que o AMH é o melhor marcador da resposta ovariana em ciclos
estimulados, quando comparado ao volume ovariano, FSH, E2, Inibina B e idade. Apenas 9
estudos permitiam comparagdo do AMH a contagem de foliculos antrais (CFA), dos quais 5
mostraram equivaléncia entre ambos os testes, 2 a superioridade do AMH e 2 a do CFA. 0s
valores de corte do AMH em predizer méas respondedoras variam de 0,1 ng/ml a 1,26 ng/ml para
uma sensibilidade e especificidade de 87.5 vs 97% e 72,2 vs 41% respectivamente®.

J& em um estudo recente e prospectivo de 135 mulheres em programagdo de TRA,
encontraram para valores de corte de AMH < 0,99ng/ml para uma sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e negativo de 100%, 73%, 32% e 100% respectivamente em predizer
mas respondedoras. Os autores sugerem este ndmero como valor de corte ideal, 0 mesmo
encontrado em outros trabalhos®..

Vérios estudos da literatura correlacionam a dosagem do AMH com a resposta ovariana na FIV.
Van Rooj et al (19 ), mostraram que no grupo das mas respondedoras ( < 4 foliculos no dia da
puncédo ovariana) exite uma baixa dosegem do AMH e um pequeno numero de CFA medidos no
3 dia do ciclo menstrual. Uma recente metaanalise comparando o valor preditivo das dosagens
do AMH e CFA no resultado da FIVV mostrou que ndo diferenca significativa nos 2 marcadores (
32). O valor preditivo isolado do AMH para ma resposta variou de 0,2 a 0,75 ng/ml com uma
sensibilidade de 76 4 96% e especificidade de 64 4 84 % ( 33,34,35,36 ). Se 0 AMH é um bom
marcador da resposta & hiperestimulacdo ovariana ele nem sempre é preditor da taxa de
gravidez em ciclos de FIV ( 37,38).

Estudos recentes mostram que tanto em ciclos espontaneos com estimulados o AMH pode
indicar a competéncia ovocitaria ( 38 )

Fanchin et al, estudaram a correlagdo da concentracdo do AMH no liquido intra folicular e a
qualidade ovocitaria. Este fato pode talvez no futuro ajudar na selecéo dos embriées com

melhor porencial de implantacéo.



6. TESTES DE ESTIMULO: CHALLENGE TEST DE NAVOT (CCCT)

Estdo também descritos na literatura varios testes de reserva ovariana apés estimulo,
guando utiliza-se indutores da ovulagdo com o objetivo de aumentar o valor preditivo da
dosagem do FSH basal no prognéstico da FIVeTE.

O teste de reserva ovariana estimulado com CC foi descrito em 1987. O teste consistia
na avaliacdo do nivel do FSH basal antes e depois da administracdo de 100 mg/dia de CC do 5°
ao 9° dia do ciclo menstrual. O teste é considerado normal quando a somatdria do FSH basal e
do FSH ap6s estimulo (apds a administragdo do CC) fosse menor que 26 mUIl/ml e anormal
guando maior que 26muUl/ml (o valor de corte do FSH foi estabelecido a partir da dosagem
média mais dois desvios padrdes)®.

Um estudo prospectivo avaliou o valor prognostico do teste do CC na taxa de
cancelamento e taxa de gravidez em 114 ciclos de FIVeTE. A taxa de cancelamento foi
significativamente superior (p<0,05) no grupo com resposta anormal ao teste em relacdo ao
grupo com resposta normal (29% e 1,5% respectivamente). A taxa de gravidez no grupo com

resposta normal foi de 20% e zero no grupo com resposta anormal®:.

7. TESTE DE ESTIMULO FSH OVARIAN RESERVE TEST (EFORT)

O teste de reserva ovariana em ciclo estimulado com FSH purificado foi avaliado
prospectivamente em 1994. O teste consiste na avaliagdo conjunta do nivel de FSH basal e do
aumento do nivel de E2 em 24 horas ( Delta E2) ap6s administragdo de 300 Ul de FSH, por via
intramuscular no 3° dia do ciclo menstrual. O teste é considerado normal quando FSH <
11mUl/ml e Delta E2 > 30 pg/ml e anormal quando FSH > 11 mUI/ml e Delta E2 < 30 pg/ml. O
teste mostrou, ao comparar-se a resposta normal e a anormal, diminuig&o significativa na taxa de
cancelamento (0% e 11% respectivamente, p<0,0001). As pacientes com teste normal tiveram
taxa de gravidez de 38% enquanto esta taxa foi zero naquelas com teste anormal®,

Em 2000, um teste semelhante foi proposto avaliando-se o Delta de Inibina B de 24hs
obtendo resultado de 202,7 pglml VS 49,01 pglml no screening das boas e méas respondedoras

respectivamente®.



8. CONTAGEM DO NUMERO DE FOLICULOS ANTRAIS (CFA).

A avaliacdo ultrassonografica do volume e numero dos foliculos antrais tornou-se
ferramenta importante na avaliagdo da reserva ovariana ja no final dos anos 90.

Nesta ultima década, com o melhor entendimento da foliculogénese e o papel do AMH
neste processo e a sua utilizacdo na reserva ovariana, observou-se que os foliculos antrais, em
particular os pequenos (<5mm), sdo a expressao anatdmica da variavel bioguimica AMH. Assim
surgiram varios trabalhos na literatura utilizando a contagem de foliculos antrais, menores de
10mm de diametro, em predizer resposta ovariana.

As mesmas conclusbes ou valores progndsticos em predizer mas respondedoras
atribuidas ao AMH podem também ser extrapoladas ou aplicadas a CFA.

Uma meta-andlise abrangendo 27 estudos comparou o volume ovariano com a contagem
dos foliculos antrais na predicdo da reserva ovariana, mostrando que a CFA pode ser
considerado como primeira escolha para estimar a reserva ovariana antes da FIVETE em
pacientes mas respondedoras®®.

A primeira publicacdo correlacionando CFA na reserva ovariana data de 1996%.

Em 1997 um estudo em 166 pacientes, previamente bloqueadas com GnRH-a, a
guantidade dos foliculos ovarianos antrais (2 a 5 mm) através da ultra-sonografia pélvica
transvaginal (USG TV). Os dois grupos tidos como ovarios normais (5 a 15 foliculos) e ovarios
micropolicisticos (mais de 15 foliculos) obtiveram estatisticamente mais ovécitos maduros
(p=0,006) e menor taxa de cancelamento em comparagdo ao grupo chamado de ovarios inativos
(menos de 5 foliculos)®.

Um ano depois foi utilizada a ultra-sonografia tri-dimensional na avaliacdo da reserva
ovariana. Este grupo encontrou menor nimero de foliculos antrais (1,9 VS 0,4) em pacientes
“Mas respondedoras” em comparacdo com as “Boas respondedoras” (8,3 VS 2,0
respectivamente, p=0,001) e ndo obteve diferenca estatisticamente significante entre os dois
grupos quando da mensuracdo apenas do volume ovariano®.

Em 2003 alguns autores mostraram em pacientes submetidas & FIVeTE aumento
significativo da taxa de cancelamento ( 41 % VS 6,4 %) e diminuicéo da taxa de gravidez ( 23,5
% VS 57,6 %) com contagem ultrassonogréfica dos foliculos antrais menores que 4 nos dois

ovarios respectivamente®,



Uma meta-andlise de 11 estudos, hum total de 1760 ciclos de pacientes em programacao
de FIVeTE, encontraram para valores de corte de CFA de 3 a 10, para uma sensibilidade de 73
vs 87% e especificidade de 96 vs 41% respectivamente em predizer mas respondedoras®.

Em nosso meio, um estudo recente com 51 pacientes em programacdo de FIVeTE, foram
realizadas a CFA (2 a 10mm ) no segundo dia do ciclo. Os autores concluiram que para um valor
de corte de CFA de 6, encontraram forte correlagdo com a resposta folicular frente ao
hiperestimulo ovariano controlado.

Um estudo prospectivo de 135 mulheres em programacdo de TRA , ja supra citado,
encontraram para valores de corte de CFA > 10 uma sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e negativo de 93%, 88%, 49% e 99% respectivamente em predizer mas

respondedoras. Os autores sugerem este nimero como valor de corte ideal®..

CONCLUSAO

A vasta e controversa literatura e aquelas citadas, mostram a importancia e necessidade
dos testes de reserva ovariana para o prognéstico das pacientes em programacao de FIV/TE. A
reserva ovariana pode ser avaliada por parametros clinicos, bioldgicos e pela ultrassonografia
transvaginal, que permite a visualizagdo direta dos ovarios e a contagem dos foliculos antrais.
Novas tecnologias estdo sendo empregadas para tentar aumentar a sensibilidade e a
especificidade do US, como o US tridimensional a fim de reduzir o tempo necessario para
realizar a CFA e eliminar o viés inter e intra examinadores e também a analise do fluxo das
artérias ovarianas por Doppler. N&o existe um unico teste para responder nossas indagagdes ou
expectativas sobre a reserva ovariana®.

Uma meta-analise de 11 estudos, através de um modelo de multivariaveis em predizer
més respondedoras, encontraram para a associacdo de AMH com inibina B e FSH uma
sensibilidade e especificidade de 68,8% e 90,5% respectivamente. Para a combinacdo teste do
clomifeno normal, idade, volume ovariano e CFA uma sensibilidade e especificidade de 81% e
75% respectivamente. Para uma associacdo simples com FSH e CFA uma sensibilidade e
especificidade de 65% e 96% respectivamente. Os autores concluem que o modelo de
multivariaveis em predizer mas respondedoras é comparavel a CFA isoladamente, assim se a
opcéo for por apenas um exame, este seria a CFA*,

Para todos os casos de reproducéo assistida, entendemos que o ideal seria a combinagdo
de testes, como FSH e CFA, pela facilidade do exame e baixo custo. Nas pacientes de risco para
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mas respondedoras, além dos testes citados poderia-se acrescentar o AMH e eventualmente a

Inibina B e teste do Clomifeno, conforme a possibilidade ou disponibilidade do exame.

Novas pesquisas e trabalhos devem ser estimulados a fim de melhorar os estudos da

reserva ovariana.
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