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RESUMO

Introducio: A pesquisa na infertilidade tem evoluido com estudos constantes e avango
tecnologico. Os objetivos ao avaliar a reserva ovariana sdao predizer as chances de
resposta a indugdo e selecionar a dose “6tima” para a hiperestimulagdo ovariana. Dentre
os aspectos da histdria clinica, a idade ¢ considerada fator determinante de fertilidade.
Trabalhos demonstram aparente correlagcdo entre o volume ovariano, a contagem de
foliculos antrais e o estado funcional dos ovarios. A dosagem sérica basal de hormdnio
foliculo estimulante tem sido utilizada como um marcador de insuficiéncia ovariana. A
dosagem do hormdnio anti-Mulleriano tem sido usada como marcador precoce e
sensivel da reserva ovariana. Esse hormonio estd fortemente associado a contagem de
foliculos antrais. Apesar da importancia da medida da reserva ovariana, a melhor
maneira de avaliar o status folicular corretamente permanece controversa.

Objetivos: O objetivo principal ¢ identificar se os métodos usuais de avaliacdo da
reserva ovariana como a idade, o hormoénio foliculo estimulante, o volume ovariano ¢ a
contagem de foliculos antrais sdo suficientes para a identificacdo da melhor resposta
ao desenvolvimento folicular. O objetivo secundario € verificar se a dosagem de
hormonio anti-Mulleriano ¢ auto-suficiente na avaliacdo da reserva ovariana.

Casuistica e Método: Estudo retrospectivo de coorte, que envolveu pacientes em
tratamento de Reprodugao Assistida no Instituto de Medicina Reprodutiva de abril de
2009 a julho de 2014. Foram avaliadas idade, exames bioquimicos e ecografia. Os
dados foram analisados na predicao do desenvolvimento folicular e suas relagdes entre

s, utilizando para analise estatistica o programa Statistical Package for Social Sciences.
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Resultados: Dos 293 casais incluidos, 50,2% apresentavam infertilidade por fator
ovariano. A média de idade foi de 34,7 anos. Considerando a idade como principal
variavel, foi observada uma correlagdo significativa ¢ negativa com volume de ambos
ovarios (ovario direito cc=-0,21; esquerdo cc=-0,22; ambos p<0,0001), e com contagem
de foliculos antrais (ovario direito cc=-0,38; esquerdo cc=-0,47; ambos p<0,0001).
Considerando contagem de foliculos antrais como variavel principal, foi observada uma
correlagcdo significativa e positiva com total de oocitos recrutados (ovario direito
cc=0,73; esquerdo cc=0,72; total foliculos antrais cc=0,77; todos p<0,0001). Quando
correlacionamos contagem de foliculos antrais com os foliculos recrutados maiores do
que 18 mm, observa-se que com um ponto de corte de 12 foliculos antrais, tem-se um
valor preditivo positivo de 99% e uma éarea da curva ROC de 0,76. Trés grupos de
acordo com o numero de foliculos antrais foram separados: menos que seis, de seis a 15
e mais que 15, observa-se que o primeiro subgrupo apresentou idade maior que os
outros grupos (p<0,0001) e menor nimero de foliculos recrutados que os outros grupos
(p<0,0001).

Conclusdes: Concluimos com nosso trabalho que a idade e contagem de foliculos
antrais sdo eficientes preditores da resposta ovariana em ciclos de Reprodugdo
Assistida. A dosagem de hormonio foliculo estimulante € o volume ovariano nao sao
marcadores especificos para a resposta ovariana aos protocolos de inducao da ovulagao.
A dosagem de hormonio anti-Mulleriano parece ser um excelente marcador da reserva

ovariana e nos leva a necessidade de novos estudos complementares.

Palavras-chave: reserva ovariana; fertilizagdo in vitro; ultrassonografia; testes de

funcdo ovariana.
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ABSTRACT

Introduction: Research on infertility has evolved with continuing studies and
technological advances. As assessing the ovarian reserve, the objectives are to predict
the chances of response to the induction and select the “optimal” dose for the ovarian
hyperstimulation. Among the aspects of clinical history, age is considered a determining
factor of fertility. Studies have demonstrated an apparent correlation between the
ovarian volume, the antral follicles count and the functional status of the ovaries. The
basal serum follicle stimulating hormone concentration has been used as a marker for
ovarian insufficiency. The dosage of anti-Miillerian hormone has been used as early and
sensitive marker of ovarian reserve. This hormone is strongly associated with antral
follicles count. Despite the importance of the ovarian reserve measurement, the best
way to correctly evaluate the follicular status remains controversial.

Purpose: The main objective is to identify whether the usual methods for assessing
ovarian reserve as age, follicle stimulating hormone, ovarian volume and antral follicle
count are sufficient to identify the best response to follicle development. The secondary
objective is to check that the anti-Mullerian hormone dosage is self-sufficient in the
ovarian reserve assessment.

Casuistry and Methods: Retrospective cohort study, comprising patients in treatment
on Assisted Reproduction at the Institute for Reproductive Medicine, from April 2009
to July 2014. Age, biochemical tests, and ultrasound were assessed. The data were
analyzed to predict the follicular development and the relation between themselves

using, for statistical analysis, the Statistical Package program for Social Sciences.
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Results: Of the 293 couples included, 50.2% had infertility for ovarian factor. The
average age was 34.7 years. Considering the age as the main variable, and a significant
negative correlation with the volume of both ovaries was observed (right ovary cc=-
0.21; equerdo cc=-0.22; both p<0.0001) with antral follicle count (right ovary cc=-0.38;
left cc=-0.47; both p<0.0001). Considering antral follicle count as a main variable, a
significant positive correlation was observed with total recruited oocytes (right ovary cc
= 0.73; left cc = 0.72, total antral follicles cc = 0.77; all p<0.0001 ). When correlated
with antral follicle count greater than 18 mm follicles recruited, it is observed that with
a cutoff of 12 antral follicles has a positive predictive value of 99% and the area under
the ROC curve of 0.76. According to the number of antral follicles, three groups were
separated: fewer than six, six to 15 and more than 15, it is observed that the first
subgroup showed older age than the other groups (P<0.0001), fewer follicles recruited
to the other groups (P<0.0001).

Conclusions: We concluded in our study that age and antral follicle count are effective
predictors of ovarian response in Assisted Reproduction cycles. The dosage of follicle
stimulating hormone and the ovarian volume are not specific markers for ovarian
response to ovulation induction protocols. The dosage of anti-Mullerian hormone
appears to be an excellent marker of ovarian reserve and it stands out to the need for

further complementary studies.

Keywords: ovarian reserve; in vitro fertilization; ultrasound; ovarian function tests.



I. INTRODUCAO

A pesquisa na infertilidade tem evoluido com estudos constantes e grande
avango tecnologico em decorréncia do aumento de casais inférteis que procuram os
servigos que oferecam tratamento de Reprodugdo Assistida (RA) e por acreditarem nos
profissionais capazes de auxilia-los com um aumento das suas possibilidades de sucesso
na obtencdo de uma gestagio.!!™

O recrutamento e o desenvolvimento de multiplos foliculos ovarianos em
resposta ao estimulo com gonadotrofinas sdo pontos fundamentais para o tratamento
bem sucedido nas técnicas de RA.(*10 A estimulacdo ovariana, entre outras razdes,
aumenta os odcitos efetivos criando mais oportunidades para concepcdo e corrige
pequenas disfungdes ovarianas possiveis, mas ndo perceptiveis clinica ou
hormonalmente.'? O niimero de foliculos em desenvolvimento durante a estimulagio
ovariana tem relacdo direta com a quantidade de odcitos recuperados e influencia o
niimero de embrides disponiveis para selecdo, transferéncia e congelamento.?:1213)
Assim, esta diretamente relacionada com maior ou menor chance de sucesso de
gestacdo.!¥

Esta resposta dos ovarios ¢ determinada em grande parte pela reserva ovariana
que pode ser definida como uma estimativa de odcitos presentes no ovario disponiveis
para recrutamento, representando o potencial funcional dos ovarios, através do numero
e da qualidade oocitaria.!>1®

A correta avaliagdo da reserva ovariana € uma questdo central no manejo da
paciente submetida a RA.?!71920) Seus objetivos sdo, além de predizer as chances de

resposta a indugdo e selecionar a dose “Otima” para a hiperestimulagdo ovariana,



aconselhar os casais quanto as mas respondedoras (poor responder) ou com baixa
reserva ovariana,®!1421-23)

Trabalhos nos quais se tentam identificar fatores preditivos da resposta a
estimulacdo ovariana estudaram varios métodos, nenhum dos quais completos em si
mesmos, quer na sua sensibilidade ou precisdo.®1%202425 A historia clinica, os
parametros ultrassonograficos, os testes de estimulagdo ovariana, as diferentes dosagens
hormonais e, inclusive, a biopsia ovariana j& foram estudadas com essa
ﬁnalidade.“’g’l0’16’17’26’27)

Dentre os aspectos da historia clinica, o avango da idade ¢ considerado fator
determinante de fertilidade.!”-1828-30 Qcorre diminui¢io na reserva ovariana e prejuizo
na qualidade oocitaria que é acompanhada de alteragdes cromossdmicas.!” Os ovérios
completam a sua formagdo na 8" semana de gestacdo. Dos seis a sete milhdes de
oogonias iniciais, sabe-se que a menina nasce com cerca de um a dois milhdes de
odcitos e que se reduzirdo a, aproximadamente, 400 mil até a menarca.®) Durante a
vida reprodutiva da mulher, sdo recrutados, todos os meses, entre 700 e 1000 odcitos,
independentemente do uso de anticoncepcionais ou de gesta¢do. Portanto, a cada ano
sao perdidos cerca de 12 mil odcitos, o que leva a consequente diminuicao da reserva
ovariana.

Levando-se em consideracdo a unido tardia dos casais ¢ a tendéncia mundial
entre as mulheres de retardar a maternidade, a avaliacdo da sua capacidade de gestar
torna-se um desafio frequente para o ginecologista.!!”-?*3?) Somam-se a essas mulheres
as pacientes com faléncia prematura dos ovarios (ou com historia familiar de tal

anormalidade) e as submetidas a cirurgia ovariana e a quimioterapia, tratamento este



cada vez mais utilizado ndo somente nos casos de neoplasias malignas e que pode
influenciar negativamente a reserva ovariana.3-40

O fator ovariano ¢ responsavel por aproximadamente 40% das causas de
infertilidade feminina. J& que ndo ¢é possivel alterar a capacidade reprodutiva dos
ovarios a avaliacdo da sua reserva, no intuito de indicar o melhor tratamento para
indugdo de ovulacdo, constitui uma abordagem acessivel ao médico para tentar driblar a
idade cronoldgica.'®?® Embora a idade tenha grande importancia nos fatores preditivos,
essa, isoladamente, ndo assegura um determinado padrio de resposta.(?3:41-49)

Na tultima década, houve evolugdo tecnoldgica dos aparelhos de ecografia, com
marcante melhora na resolugdo de pequenas imagens. “*® A avaliacdo ecografica da
morfologia ovariana trouxe importantes avangos na area da RA. Marcadores
ultrassonograficos tém sido avaliados como preditores de resposta individualizada nos
tratamentos de inducdo da ovulagdo.*?*”3D) Assim, a observacdo do volume ovariano
(figura 1), da contagem dos foliculos antrais (CFA) e do fluxo sanguineo do estroma

ovariano tém sido, aparentemente, Uteis neste sentido. #3253

Figura 1. Imagem ecogréafica bidimensional por via endovaginal do ovario

esquerdo evidenciando o corte do ovario em dois eixos com a
realiza¢ao do calculo do volume ovariano pela medida dos seus trés

maiores didmetros.



O volume ovariano, gragas a sua boa acurdcia e bom custo-beneficio, ¢ uma
ferramenta potencialmente util no acompanhamento de pacientes submetidas a RA, ou
que necessitem uso de quimioterdpico. Sugere-se que o volume dos ovarios em
mulheres de 25 a 50 anos esteja diretamente relacionado a populagdo folicular
remanescente.'® Na maioria dos estudos, a medida do volume ovariano é considerada
significativa para mau prognéstico reprodutivo quando for menor que 3 cm?®.?”
Entretanto, o valor dessa medida ndo ¢ expressivo quando analisado isoladamente,
devendo estar associado a outros marcadores de reserva ovariana.'®)

Durante a avaliacdo do ovario na fase inicial do ciclo menstrual, deve ser
realizada a exclusdo de cisto funcional maior que 16 mm de didmetro médio, pois a
presenca de um ou mais cistos que estejam fora de sincronia com o ciclo menstrual nao
recomenda o inicio da indu¢dao de ovulagdo, pela ocorréncia de um menor indice de
sucesso, tanto na estimulacdo quanto na fertilizagao, com consequente taxa de gestacao
diminuida.')

A cavidade antral, com liquido folicular em seu interior, ¢ representada a
ultrassonografia como pequenas imagens anecoicas arredondadas, sendo o seu registro
obtido medindo-se o maior diametro de cada foliculo. A contagem do niimero de
foliculos com didmetro entre dois e dez milimetros ¢ realizada para defini¢do do nimero
de foliculos antrais (figura 2).%!317:465% Considera-se que essa contagem depende do
contetdo (pool) folicular primordial no qual os foliculos sdo recrutados. Quanto mais
foliculos primordiais estiverem presentes, mais foliculos poderdo crescer.(16:18:29:31:56)
Trabalhos demonstram, at¢é o momento, aparente correlagdo entre este pardmetro

ultrassonografico e o estado funcional dos ovirios.(14:46:3436-59)



Figura 2. Imagem ecografica bidimensional por via endovaginal evidenciando os

foliculos antrais (setas brancas). A: ovario direito. B: ovario esquerdo.

A CFA deve ser realizada entre o primeiro e o terceiro dias do ciclo menstrual.
Se visualizados menos de seis foliculos antrais considera-se baixa reserva; quando sio
visualizados entre seis e 15 considera-se média reserva e mais de 30 foliculos antrais
considera-se alta reserva. Portanto, menos que seis foliculos incluiriam as mas
respondedoras e mais que 30 foliculos visibilizados as pacientes que provavelmente
possuem os ovdarios policisticos e tem um risco aumentado de sindrome do
hiperestimulo ovariano (SHO).11:60-63)

Segundo os critérios do Consenso de Bologna de 2010, a paciente pode ser
classificada como pobre respondedora, ou poor ovarian response (POR) quando
apresentar dois dos trés critérios listados a seguir: idade materna avangada (> 40 anos)
ou qualquer outro fator de risco para POR (ou seja, todas as condi¢des genéticas ou
adquiridas possivelmente associadas com uma diminuicao da quantidade de foliculos);
ma resposta em ciclo induzido anterior (< trés oocitos apds estimulag¢do pelo protocolo

convencional); teste anormal de reserva ovariana [CFA de cinco a sete foliculos ou

hormoénio anti-Mulleriano (AMH, do inglés anti-Mullerian hormone) de 0,5-1,1



ng/mL]. Ou ainda quando apresenta como critério isolado dois episddios de ma resposta
em ciclo induzido anterior (< trés odbcitos apos estimulacdo pelo protocolo
convencional),(17:29:39:64-66)

Uma ma resposta ovariana pode estar associada com baixas taxas de gravidez e,
muitas vezes, ciclos sdo cancelados sem se conseguir a recuperagio de odcitos. > A
CFA inferior a seis foliculos em ambos os ovarios pode estar associada a um risco
aumentado de cancelamento de ciclo e representa um importante parametro de avaliagdo
preditiva de resposta ovariana.(!'122%4688) Quando comparados entre si, a CFA ¢
superior @ medida do volume dos ovarios na avaliacdo de ma resposta a fertilizagdo in
vitro (FIV).182) A CFA pode ter confidvel grau de correlagio ndo apenas com as mas
respondedoras e suas chances maiores de cancelamento de ciclo, como também com sua
relagio com o niimero de odcitos recuperados.®142934:4247.51.69) Aqsim, ela poderia ser
utilizada no prévio aconselhamento dos casais de forma isolada ou, para alguns autores,
em conjunto com marcadores hormonais.13:14:42:58.70.71)

Por outro lado, esta capacidade da CFA em predizer as chances de cancelamento
de ciclo ndo esta representada claramente na literatura. Para alguns autores, as pacientes
com possiveis respostas insatisfatorias podem ser mais bem identificadas por exames
bioquimicos, como o teste do citrato de clomifeno e o nivel basal de hormoénio foliculo
estimulante (FSH, do inglés follicle-stimulating hormone).!!*!¥

A concentragdo basal sérica de FSH e de estradiol no segundo ou terceiro dia do
ciclo, antes do emprego das drogas indutoras da ovulagdo,>>*7? tém sido usados,
representando um valor preditivo de resposta ovariana.(>%4%737%)

Niveis elevados de FSH estdo fortemente associados com ma resposta ovariana,

baixos niveis de estradiol, e baixa taxa de gestacdo em pacientes submetidas a RA,



independente da idade.®>’® Contudo, os niveis hormonais podem ter variagio entre e
durante os ciclos menstruais e, por este motivo, ndo sdo aceitos de forma definitiva na
literatura,(>18:47.77)

A despeito de ser usado em muitos servigos de RA, parece que a dosagem sérica
basal de FSH se aplica apenas a uma minoria de pacientes com niveis ja elevados deste
hormoénio,®>" (os valores considerados normais variam entre 3,0 e 15,0 Ul/mL),
portanto tem sido utilizado como um marcador de insuficiéncia ovariana. %345 Assim,
um FSH alto é associado a baixas taxas de sucesso em técnicas de RA.(16:39

A relagdo intima entre FSH e hormonio luteinizante (LH, do inglés luteinizing
hormone) na fase folicular do ciclo menstrual sugere que a dosagem de LH basal, que
deve variar entre 0,5 e 5,0 UI/L, também possa contribuir na investigacdo da reserva

ovariana.1-?®)

A dosagem desse hormodnio pode acrescentar dados relevantes a
estimativa da reserva ovariana, principalmente na vigéncia de valores de FSH
anormalmente elevados.('®

Sugere-se que o estradiol basal, que deve ser menor que 60,0 ou 80,0 pg/mL,
possa predizer ma-resposta ovariana quando elevado, mesmo frente a valores normais
de FSH.!®

em sido estudada a aplicabilidade de outros parametros de avaliagdo da reserva

T do estudad licabilidade de out tros d 1 d
folicular ovariana, como os niveis de inibina B e de AMH.G#77573%) Atualmente, a
dosagem do AMH tem sido usada como marcador precoce e sensivel da reserva
ovariana, (819:20.29.30.75,84-88)

O AMH ¢ produzido pelas células de Sertoli. Essa substancia foi inicialmente

estudada por seu papel regulador na diferenciacdo sexual masculina. Recentemente,

entretanto, descobriu-se que o AMH comeca a ser expresso no ovario fetal apés a 36



semana de gestacdo. E secretado apenas pelas células da granulosa dos foliculos
ovarianos em crescimento: primarios, secundarios, pré-antrais e antrais
precoces. 334638893 Tem dois principais mecanismos de agdio no ovario: inibe o
recrutamento inicial dos foliculos primarios a partir dos foliculos primordiais e,
secundariamente, inibe a sensibilidade dos foliculos antrais ao FSH durante o
recrutamento ciclico. O AMH previne a deple¢io prematura dos foliculos.(!%-20:9495)

Como somente os foliculos em crescimento produzem AMH, pode-se dosa-lo,
de forma confiavel, apenas quando o potencial reprodutivo é atingido.!?%. Seus niveis
plasmaticos refletem a quantidade de foliculos primordiais remanescente, assim esse
horménio esta fortemente associado a CFA (21330465593 Em pacientes com sindrome
dos ovarios policisticos 0 AMH comumente esta elevado.19:46:7296)

Recentemente, houve uma modificagdo no protocolo de avaliagdo do AMH para
uma padronizacdo mundial nos resultados. Novos valores de referéncia foram
adequados para esse novo protocolo: menor ou igual a 1,0 ng/mL reserva ovariana
diminuida; entre 1,1 e 2,0 ng/mL reserva ovariana limitrofe; entre 2,1 e 5,0 ng/mL
reserva ovariana normal e maior que 5 ng/mL reserva ovariana aumentada. ©7%

E um indicador muito conveniente ¢ sensivel do esgotamento e recuperagio
folicular em mulheres jovens durante e apds a quimioterapia, dessa forma, sugere-se que
o AMH também possa representar um marcador de lesdo ovariana.®*33%#59)  Pode
indicar o grau de toxicidade causado por tais drogas e ser util para a elaboracdo de
estratégias para a preservacio da fertilidade e aconselhamento sobre fertilidade.>>77%%
Sugere-se que esse hormonio constitua um bom indicador do provavel nimero

de oocitos a serem obtidos apods estimulacao ovariana em técnicas de RA. A partir desse

raciocinio, 0 AMH tem sido mencionado como o melhor marcador para a pesquisa da



reserva ovariana.*®*> Sabe-se que mulheres normo-ovulatorias demonstram
concentragdes decrescentes de AMH com o passar da idade, %8519 sendo essas
mudangas detectadas mais precocemente que outras alteragdes hormonais, como o
aumento do FSH e a baixa da inibina-B, assim como a diminui¢do folicular
demonstravel pela CFA.2%19D Acredita-se que as alteragdes dos marcadores da fungdo
ovariana na mulher se iniciam com um declinio sérico do AMH, seguido pela
diminui¢do de inibina-B e, por ultimo, o aumento de FSH.>!0D

Contrapondo-se ainda ao FSH, a inibina B e ao estradiol, o AMH também
apresenta a vantagem da pequena variabilidade em suas concentragdes ao longo do ciclo
menstrual e sem impacto clinico, o que lhe confere confiabilidade de resultados e
facilidade de coleta pelo fato de poder ser testado em qualquer dia do ciclo
menstrual. (19384635192 Uma Ginica medi¢do aleatdria de AMH tem sensibilidade de 80%
e especificidade de 93% para predizer ma resposta ou baixa reserva.(®

Ao contrario das conclusdes iniciais, hoje, com estudos longitudinais
prospectivos, ¢ claro que o estado hormonal influéncia a ativacdo e desenvolvimento
folicular, tendo impacto também nas concentracdes de AMH.#¢4% Gestacdo, uso de
andlogo de hormoénio liberador das gonadotrofinas (GnRH, do inglés Gonadotropin-
releasing hormone) e contraceptivos hormonais reduzem as concentragdes de AMH.“

Apesar da importancia da medida da reserva ovariana, a melhor maneira de
avaliar o status folicular corretamente permanece controversa.”) Um bom teste de
reserva ovariana deve ser preditivo de concepcao (com ou sem tratamento) e deve
indicar a duracdao provavel da atividade dos ovéarios. Além disso, deve apontar a dose

ideal de estimulagdo ovariana e a chance de se conseguir sucesso gestacional.(193104
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OBJETIVOS

O objetivo principal ¢ identificar se os métodos usuais de avaliacio da
reserva ovariana como a idade, o hormonio foliculo estimulante, o volume ovariano e a
contagem de foliculos antrais sdo suficientes para a identificacdo da melhor resposta
ao desenvolvimento folicular.

O objetivo secundario ¢ verificar se a dosagem de hormodnio anti-Mulleriano ¢

auto-suficiente na avaliacao da reserva ovariana.
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II. CASUISTICA E METODO

Ap6s aprovagio pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Sao Jos¢é do Rio Preto — FAMERP (parecer numero 18617), este estudo foi
desenvolvido no Instituto de Medicina Reprodutiva e Fetal SS - IMR - de Sao Jos¢ do
Rio Preto, Sao Paulo, entidade conveniada com a FAMERP, através do processo F-001-
005391/2005. Trata-se de estudo tipo retrospectivo de Coorte, que envolveu pacientes
de Infertilidade Conjugal.

No periodo de abril de 2009 a julho de 2014, 379 pacientes foram submetidas a
inducdo de ovulagdo para Reproducdo Assistida (RA) de alta complexidade no IMR e
selecionadas para este trabalho. Foram incluidas 293 pacientes, apos assinatura de
consentimento informado e sem prejuizo ao tratamento proposto.

As pacientes incluidas neste trabalho foram avaliadas, além da sua idade
cronoldgica, através de exames bioquimicos (hormonio foliculo estimulante e estradiol
e/ou hormonio anti-Mulleriano) e da ecografia para analise da reserva ovariana.

Foram excluidas as pacientes com suspeita de gravidez; as pacientes que fariam
procedimento com ovorecepcao; as submetidas a ooforectomia e/ou ooforoplastia uni ou
bilateral; as que realizaram a ecografia em outros servigos; as pacientes em que um
ovario nao foi visualizado no ultrassom basal; as com cisto ovariano residual (maior do
que 16 mm de diametro médio) no momento do primeiro ultrassom; as que
apresentaram dosagens de FSH maior que 15 Ul/mL.

Os dados clinicos foram colhidos através da anamnese realizada pela autora do
trabalho ou membros da sua equipe e de coleta de dados de prontuario médico.

Foram colhidas amostras de sangue para dosagem de FSH e estradiol no mesmo

dia da primeira ecografia, sempre antes do inicio do estimulo. Dosagens de AMH foram
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realizadas antes do inicio do tratamento. Os ecografistas tiveram acesso aos resultados
dos exames laboratoriais.

O exame ecografico foi realizado utilizando aparelhos de ultrassonografia da
marca Medison, modelo ACCUVIX XP e da GE, modelo Voluson E8, com transdutor
endocavitario de 5-12 MHz adequadamente preparado para a realizagdo do exame
endovaginal, realizado sempre pelos mesmos operadores (a autora do trabalho e outras
trés médicas do corpo clinico do IMR), com dura¢dao de 10 a 20 minutos. A ecografia
foi realizada entre o primeiro e terceiro dia do ciclo menstrual.

Durante o exame a paciente foi orientada a esvaziar a bexiga e colocada em
posicdo de semi-litotomia para introdu¢do do aparelho até se obter uma imagem
ultrassonografica adequada dos ovarios. Seu volume foi calculado pela medida dos seus
trés maiores diametros. Foi realizada também a contagem de foliculos antrais. Os
foliculos antrais sdo representados a ultrassonografia como pequenas imagens anecoicas
arredondadas, com didmetro entre dois e dez milimetros, sendo o seu registro obtido
medindo-se o maior didmetro de cada foliculo. A contagem do niimero de foliculos ¢
realizada através da varredura dos ovarios pela via endovaginal.

Uma nova ecografia seriada foi realizada entre seis e oito dias apds o inicio da
estimulagdo ovariana para avaliar o desenvolvimento dos foliculos ovarianos (figura 3).
A partir dai, o controle ultrassonografico foi realizado com frequéncia individualizada
para cada caso. Realizaram-se controles a cada dois dias até se atingir foliculos com 16
mm de didametro médio e apds didrio até se obter foliculos com 18 mm ou mais para a
maturacdo final com gonadotrofina corionica humana (hCG, do inglés human chorionic
gonadotropin).'V O acompanhamento ecografico possibilitou o ajuste de dose se

necessario ou cancelamento do ciclo na auséncia de resposta adequada.
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Figura 3. Imagem ecografica bidimensional por via endovaginal do ovario
direito evidenciando o desenvolvimento de multiplos cistos

foliculares.

Neste estudo foram analisados os parametros ultrassonograficos (volume
ovariano, CFA, dados do desenvolvimento folicular), as idades das pacientes e os
resultados laboratoriais (dosagens séricas de FSH, estradiol ¢ AMH) utilizados na
predi¢ao do desenvolvimento folicular, além das suas relagdes entre si.

Os dados colhidos foram tabulados e submetidos a andlise estatistica usando o
programa Statistical Package for Social Sciences for Windows package (SPSS, version
20, Chicago, USA).

A associacdo entre as variaveis foi avaliada pelo coeficiente de correlacdo de
Spearman. Utilizamos a curva ROC (receiver operating characteristic) para
determinarmos o ponto de corte, as sensibilidades, as especificidades e os valores
preditivos dos testes. A comparacao entre os subgrupos de nimero de foliculos antrais e
volume ovariano foi analisada pelo teste de Kruskal-Wallis. Um valor P<0,005 foi
considerado estatisticamente significativo.

Esse projeto ndo requereu apoio financeiro para ser desenvolvido.
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III. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 293 casais incluidos neste trabalho, 50,2% apresentavam infertilidade por
fator ovariano; 39,6% por fator masculino; 13,7% por endometriose; 12,3% por fator
tubario; 7,8% sem fator definido e classificadas como infertilidade ou esterilidade sem
causa aparente (ISCA/ESCA); 2,7% por fator uterino; e 25,6% possuiam mais de um

fator de infertilidade, conforme demonstrado na figura 4.

25,60%

50,20% W ovariano
7,80% O masculino

W endometriose
Otubario

W ISCA/ESCA

W uterino

Omaisque um fator

39,60%

ISCA/ESCA: infertilidade ou esterilidade sem causa aparente.

Figura 4. Distribuicdo dos fatores de infertilidade.

Mutlu et al. incluiram no seu estudo 192 pacientes do programa de fertilizacao
in vitro (FIV), com diferentes etiologias: masculina 36,5%, tubéria 14,5%, anovulacao
3,5%, inexplicadas 45,5%.4* Das 156 pacientes incluidas no estudo de Reijnders et al.
31,2% apresentavam infertilidade por endometriose; 26,2% por fator masculino; 25%
por fator tubario; 17,4 % por desordem do ciclo menstrual e 13,5 % por

ISCA/ESCA.®7
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A média de idade foi de 34,7 anos, variando entre 23 e 47 anos; o hormonio
foliculo estimulante basal teve uma média de 4,3 Ul/mL, variando entre 0,2 e 14,6
Ul/mL, o estradiol 18,4 pg/mL e o hormdnio anti-Mulleriano 1,4 ng/mL variando entre
0,3 e 3,6 ng/mL. A tabela 1 apresenta média, desvio padrao, mediana, percentis 25 e 75
dessas variaveis. As figuras de 5 a 8§ mostram, em porcentagens, a distribuicao dessas

variaveis na amostra.

Tabela 1. Distribuigdo das frequéncias da amostra por idade, dosagens de FSH, estradiol

e AMH com sua média, mediana, percentis 25 e 75 e desvio-padrao.

variavel N P25 Média P75 Mediana Desvio- padrao
Idade 293 31,0 34,7 38,0 35,0 4,5
FSH 233 2,0 4,3 5,6 3,2 3.4
Estradiol 203 5,6 18,4 23,7 11,2 17,7
AMH 15 0,5 1,4 1,9 0,8 1,2

N: nimero de mulheres na amostra; P: percentil; FSH: follicle-stimulating hormone; AMH: anti-
Miillerian hormone.

Média= 34,73
40+ Desvio-padrdo = 4,462
Niumero=293
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Figura 5. Distribui¢ao das frequéncias da amostra por idade.
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FSH: follicle-stimulating hormone.

Média= 4,3
Desvio-padrédo = 3,402
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Figura 6. Distribui¢ao das frequéncias da amostra por dosagem de FSH.
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Figura 7. Distribui¢ao das frequéncias da amostra por dosagem de estradiol.
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Média=1,36
Desvio-padrdo=1,207
Nimero=15

Frequéncia (numero de mulheres)
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Dosagem AMH (ng/mL)

AMH: anti-Miillerian hormone.

Figura 8. Distribui¢ao das frequéncias da amostra por dosagem de AMH.

Nelson et al. obtiveram média de idade de 30,5 anos e de FSH basal uma média
de 4,0 U/mL."® Broer et al. encontraram uma média de idade de 34,3 anos; de FSH
basal uma média de 7,8 UI/L, e 0 AMH de 2,1 ng/mL."¥ Aboulghar et al. encontraram
uma média de idade de 34 anos,®” enquanto Cakmak et al. estudaram as pobres
respondedoras e tiveram média de idade de 41,5 anos.?

A medida do volume ovariano e da contagem de foliculos antrais (CFA) foram
calculadas nas 293 pacientes, obtendo-se a média de 4,5 cm® no volume e 7,7 no
numero médio de foliculos antrais para o ovario direito e média, respectivamente, de 4,3
cm? e 7,3 para o esquerdo.

Cakmak et al. no mesmo estudo com pobres respondedoras, tiveram meédia de
CFA de seis,®” Broer et al. encontraram uma média na CFA de 11,6"'% e Souza et al.

de 7,1.47
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Considerando a idade como a principal variavel, foi observada uma correlacao
significativa e negativa com o volume de ambos ovarios (ovario direito cc= -0,21;
esquerdo cc= -0,22; ambos P<0,0001), com CFA (ovario direito cc= -0,38; esquerdo
cc= -0,47; ambos P<0,0001) e com total de foliculos recrutados (cc= -0,47; P<0,0001),
conforme figuras de 9 a 11. Isto significa uma forte correlacdo de que quanto maior a
idade, menor o volume dos ovarios, o numero de foliculos antrais ¢ o nimero de
foliculos recrutados. A associagdo inversa da idade da mulher com a CFA ja se encontra
demonstrada por alguns autores em outros trabalhos publicados.(16:17:47:38.62.69)
Barbakadze et al. apresentam dados semelhantes aos nossos, descrevendo que a idade
mostrou correlacio negativa com a CFA.®” Oehninger et al. como no nosso trabalho,

relatam que o avancar da idade aumenta o risco de baixa resposta a inducdao de

ovulacgdo.?¥
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Figura 9. A: Correlagdo do volume do ovério direito com a idade. B: Correlagao

do volume do ovario esquerdo com a idade.
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Figura 10. A: Correlagdo do nimero de foliculos antrais do ovario direito com a
idade. B: Correlagdo do numero de foliculos antrais do ovario

esquerdo com a idade.
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Figura 11. Correlagao do numero total de foliculos recrutados com a idade.

Famoso estudo de Menken et al. publicado em 1986, apresenta que mulheres de
paises diferentes e em diferentes décadas (antes de 1600 a 1930), apresentaram redugao
da fertilidade com o passar da idade.(1?>
Chot et al. relatam que antes da primeira fertilizagdo in vitro de uma paciente,

60% de seu prognostico ¢ previsto por sua idade e 40% por outros fatores clinicos.!!%®

Jehan et al. observaram que a idade maternal avancada (maior que 35 anos) esta



20

associada a reducdo da fertilidade e eventos gestacionais adversos, devido a queda na
qualidade oocitaria.(731:3)

Como exposto pelo Comité da Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva
[American Society for Reproductive Medicine (ASRM)] a fecundidade feminina diminui
mais rapidamente apos os 37 anos. Além disso, com o avangar da idade aumenta a
chance de outras desordens que podem ter efeito adverso na fertilidade, como:
leiomiomas, disfuncdo tubaria e endometriose; aumento da taxa de aneuploidias e de
abortamento espontaneo.®! Recomenda atengdo aumentada ao efeito da idade ao
orientar mulheres que desejam engravidar, e nas acima de 35 oferecer tratamento depois
de seis meses de falha na tentativa de engravidar, ou antes, se houver indicacdo
clinica.G!

Aboulghar et al. descrevem que a idade permanece como o determinante
primario do sucesso em ciclos de RA, porém, em qualquer idade, mulheres com niveis
elevados de AMH tem maior taxa de sucesso do que as com niveis mais baixos de
AMH e na mesma faixa etaria.C%

Considerando o volume de ambos os ovarios como varidvel principal, foi
observada uma correlacdo significativa e positiva com a CFA do respectivo ovario e
com total de foliculos recrutados, conforme tabela 2 e figura 12. Isto significa que
quanto maior o volume do ovario, maior o numero de foliculos antrais do respectivo

ovario e maior o numero de foliculos recrutados.
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Tabela 2. Correlagdo de Spearman entre o volume do ovario com a CFA e com o

namero de foliculos recrutados.

Variavel P CFAD CFAE Foliculos recrutados
volume ovario direito <0,0001 0,593 0,489
volume ovario esquerdo  <0,0001 0,560 0,438

P: percentil; CFA D: contagem foliculos antrais do ovario direito; CFA E: contagem foliculos antrais do
ovario esquerdo
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Figura 12. A: Correlagdo do numero de foliculos antrais do ovério direito com
seu respectivo volume. B: Correlacdo do numero de foliculos antrais

do ovario esquerdo com o seu respectivo volume.

Em relacao ao volume ovariano, encontramos associacdo desta variavel com a
resposta ovariana. Alguns estudos ja demonstraram que a sua reducao esta relacionada a
mé resposta a estimulagdo ovariana,!” porém a sensibilidade e especificidade sdo
menores se comparadas a CFA.(162%107)

Considerando a CFA como variavel principal, foi observada uma correlagdo

significativa e positiva com total de foliculos recrutados (ovario direito cc=0,73;
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esquerdo cc=0,72; total foliculos antrais cc=0,77; todos P<0,0001) conforme figura 13.

Isto significa que quanto maior a CFA maior o nimero de foliculos recrutados.

T P<0,0001

Numero total de foliculos antrais

T T T T T T T T T T T T 1
20 40 60 80
Numero total de foliculos recrutados

T T T T

Figura 13. Correlacdo do numero total de foliculos antrais com o total de

foliculos recrutados.

Também houve correlagdo positiva significante entre a CFA e o nimero de
foliculos recrutados no estudo de Souza et al.#? Observaram ainda que a CFA teve o
melhor valor preditivo, quando comparado com o FSH basal, indice de massa corporea
e idade.*”? Magalhdes et al descreveram que o poder preditivo da CFA ¢
significativamente semelhante a concentracdo sérica de AMH,"*!%® e sio os mais
sensiveis."

Contrapondo, Nelson ef al. relatam que CFA ¢ pior preditor da resposta ovariana

comparado a0 AMH, e ndo adiciona nenhum valor além do qual o AMH adiciona.!!®
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Considerando a dosagem de FSH como variavel principal, foi observada uma
correlacdo significativa e positiva com a dosagem do estradiol (cc=0,20; P=0,004). Isto
significa que quanto maior a dosagem do FSH, maior a dosagem do estradiol.
Correlacionando FSH com idade (cc=0,49; P=0,45) e CFA (ambos os ovarios cc=0,07,;
P=0,24) obtivemos correlagdo positiva, porém ndo estatisticamente significativa. E com
foliculos recrutados (cc= -0,27; P=0,68) obtivemos correlacdo negativa, e também nao
estatisticamente significativa.

Oechninger et al. e Surekha ef al. confirmam os dados do nosso estudo quando
comparamos a falta de associagdo significativa de FSH com a reserva ovariana ao
contrario dos outros marcadores especificos como o AMH e a CFA.?*?% Surekha et al.
concluiram ainda que a dosagem de FSH juntamente com a de estradiol ¢ melhor
marcador da reserva ovariana do que a dosagem de FSH isolada.¥

Em outro estudo retrospectivo, Chuang et al. concluiram que o FSH basal ¢ um
bom marcador do pool folicular remanescente.!”:'%) Magalhdes et al. descreve que é
dificil encontrar associagdes entre o nivel basal de FSH e a contagem folicular quando
pacientes com valores de FSH superior a 15 IU/mL forem excluidas do estudo,!*®
como foi feito no nosso trabalho. Por outro lado, Abdalla et al. sugerem que uma taxa
elevada de FSH (>10 UI/mL) nao deve ser um critério de exclusao de pacientes para
tratamento por FIV, ja que o teste representa o aspecto quantitativo e ndo qualitativo da
reserva ovariana, ou seja, apesar de possuir um baixo pool folicular, uma paciente nao
necessariamente apresentara uma ma qualidade oocitéria, especialmente se for jovem
(idade até 38 anos).'®!'% Huang et al. concordam que pacientes com niveis elevados de
FSH ndo devem sem desencorajadas a fazer tratamento de FIV, uma vez que este

aumenta a chance de gestacdo dessas mulheres.®?
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O AMH versus a idade mostrou correlagdo negativa (cc= -0,33; P=0,21);
correlacionando o AMH com o volume dos ovarios obtivemos valores positivos (direito
cc=0,49; P=0,06 ¢ esquerdo cc=0,28; P=0,30); e correlacionando o AMH com a CFA
obtivemos também valores positivos (direita cc=0,48; P=0,06 e esquerda cc=0,37;
P=0,17). Estas correlagdes positivas e negativas do AMH nao foram estatisticamente
significantes, provavelmente devido ao pequeno numero de pacientes que colheram a
amostra sérica para este novo tipo de marcador.

[liodromiti et al. descrevem declinio progressivo das concentracdes de AMH
com o avancar da idade.*® Outros estudos descreveram uma forte correlagdo entre o
niimero de foliculos antrais e o nivel basal sérico de AMH.®® Esta relagdo pode ser
explicada pelo fato do AMH ser produzido pelas células da teca dos foliculos antrais,
portanto quanto maior o nimero de foliculos antrais maior quantidade de hormonio sera
produzida, aumentando a sua concentra¢do no sangue.!”-1%®)

Vural et al. indicam que a CFA e dosagem de AMH tem igual poder na predi¢ao
da resposta ovariana.’®) Outros estudos sugerem que esse hormonio constitua um bom
indicador do provavel nimero de odcitos a serem obtidos apds estimulagdo ovariana em
técnicas de RA.%3) Também concluem que outros marcadores, como FSH e estradiol,
ndo se associam fortemente a CFA, indicando, portanto, a superioridade do AMH para
esse proposito.(16198)

Panchal et al. mostram que a CFA e dosagem do AMH baixas sdo os preditores
mais significativos de ma resposta a estimula¢io ovariana.*%’® Tanto isoladamente ou
em combinacio tém um poder de predicdo semelhante.”>

Ao se fazer a correlagdo de volume ovariano com foliculos recrutados maiores

do que 18 mm observa-se que, com um ponto de corte do volume de 2,6 cm3 em pelo
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menos um ovario, existe uma sensibilidade de 81%, com valor preditivo positivo de

97% e area na curva ROC de 0,73 (95% 1C=0,63-0,83) (figura 14).

] Area sob a curvaROC=0,73

4 95%1C=0,63-0,83

- Desvio-padrao =0,05

I Sensibilidade = 0,81
Especificidade = 0,59

. Valor predidito positivo = 97%

1 Valor preditivo negativo = 16%
Ponto de corte selecionado =2,6
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Figura 14. Curva ROC da correlagdo do de volume ovariano com foliculos

recrutados maiores do que 18 mm.

Nesta amostra, ndo se estabeleceu um valor preditivo de volume ovariano com
relacdo as chances de ndo se obter resposta ovariana. Entretanto, foi estudado que até
um ponto de corte de volume de 2,0 cm? ndo se mostrou estatisticamente significante.

J4, quando correlacionamos a CFA com os foliculos recrutados maiores do que
18 mm, observamos que com um ponto de corte de 12 foliculos antrais, temos um valor
preditivo positivo de 99% e uma area da curva ROC de 0,76 (95% 1C=0,64-0,88)

(figura 15).
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Figura 15. Curva ROC da correlagdo do niimero de foliculos antrais com o

numero de foliculos recrutados maiores do que 18 mm.

Ao se fazer a correlagdo de CFA com pacientes que tiveram menos de trés
foliculos recrutados maiores do que 18 mm (maés respondedoras) observa-se, quando se
utiliza um ponto de corte de 11 foliculos antrais, uma sensibilidade de 77%,
especificidade de 68% e uma area na curva ROC de 0,78. Quando se utiliza um ponto
de corte de cinco foliculos antrais observa-se uma sensibilidade de 26%, especificidade

de 93% e uma area sobre a curva ROC de 0,78 (figura 16).
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Figura 16. Curva ROC da correlagdo do nimero de foliculos antrais com o
numero de foliculos recrutados maiores do que 18 mm em pacientes
que tiveram menos que trés foliculos recrutados (mas
respondedoras). A: ponto de corte 11 foliculos antrais. B: ponto de

corte cinco foliculos antrais.

Broer ef al. encontraram uma sensibilidade de 82% e uma especificidade de 80%
para predigdo de baixa resposta. ") Kwee et al. encontraram baixa resposta com uma
CFA inferior a seis, mesmo ponte de corte que nos utilizamos, com sensibilidade de
73% e especificidade de 95%.'?

A maioria dos dados bibliograficos levantados concorda que a CFA pode ser
usada como screening para detectar provaveis pobres respondedoras ou com baixa
reserva € tem o melhor valor preditivo do nimero de odcitos que serao captados nos
ciclos de FIV.©-13:2988.113)

Ja, ao se fazer a correlagdo de CFA com pacientes que tiveram mais de 15
foliculos recrutados maiores do que 18 mm recrutados (pacientes com risco de sindrome

do hiperestimulo ovariano), observa-se, quando se utiliza um ponto de corte de 15
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foliculos antrais, uma sensibilidade de 97%, especificidade de 70% e uma area na curva

ROC de 0,91 (figura 17).
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Figura 17. Curva ROC da correlagdo do niimero de foliculos antrais com o
numero de foliculos recrutados maiores do que 18 mm em pacientes
que tiveram mais que 15 foliculos recrutados (pacientes com risco de

sindrome do hiperestimulo ovariano).

Para predicdo de risco para sindrome do hiperestimulo ovariano (SHO),
Aflatoonian et al. encontraram sensibilidade de 89% e especificidade de 92% para a
CFA com ponto de corte de >16. Mostraram ainda que a CFA ¢ o AMH tem precisao
semelhante, com area sob a curva ROC de 0,961 e 0,922, respectivamente.!'®) Martins
et al. utilizaram 20 foliculos e Jayaprakasan et al. utilizaram 24 foliculos como ponto de
corte e demonstraram que essas mulheres tem risco aumentado de SHO.'*!!) Nastri et
al. apresentam em uma revisao sistematica que a avaliagdo através da CFA e dosagem

de AMH antes de ciclo de indugdo de ovulagdo permite a predi¢do do risco de SHO e
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que outros parametros basais, tais como a idade e niveis de FSH tém menor acuracia
preditiva.(®)

Dividindo em trés grupos pelo volume do ovario: menor que 3 cm?, de 3 a 10
cm?® e maior que 10 cm?, observamos que o subgrupo das mulheres com volume menor
que 3 cm?® apresentou idade (P=0,01) e dosagem de FSH (P=0,02) maiores do que o
grupo entre 3 e 10 cm?® (igual para o ovario direito e esquerdo) conforme figuras 18 e 19

na qual foram utilizados o teste Kruskal-Wallis para amostras independentes.
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Figura 18. A: Relagdo da idade com volume do ovario direito. B: Relacdo da
idade com volume do ovario esquerdo. Teste Kruskal-Wallis.
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FSH: follicle-stimulating hormone.

Figura 19. A: Relacdo da dosagem de FSH com volume do ovério direito. B:
Relagdo da dosagem de FSH com volume do ovario esquerdo. Teste

Kruskal-Wallis.
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Observamos que volume menor que 3 cm? apresentou CFA do respectivo ovario

menor do que nos outros grupos (P=0,001 para ambos ovarios) (figura 20).
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Figura 20. A: Relagdo do niimero de foliculos antrais do ovario direito com o seu
respectivo volume. B: Relagdo do numero de foliculos antrais do

ovario esquerdo com o seu respectivo volume. Teste Kruskal-Wallis.

Observamos ainda volume menor que 3 cm?® apresentou total de foliculos

recrutados (P=0,0001 para ambos ovarios) menores do que os outros grupos, conforme

figura 21.
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Figura 21. A: Rela¢do do numero total de foliculos recrutados com o volume do
ovario direito. B: Relacdo do numero total de foliculos recrutados

com o volume do ovario esquerdo. Teste Kruskal-Wallis.

Separando pelo numero de foliculos antrais em trés grupos: menos que seis, de

seis a 15 e mais que 15, observamos que o subgrupo das mulheres com menos que seis
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foliculos apresentou idade maior que os outros grupos (P<0,0001), menor nimero de
foliculos recrutados que os outros grupos (P<0,0001) e dosagem de FSH maior do que o
grupo entre seis e 15 (P=0,02), na qual foram utilizados o teste Kruskal-Wallis para

amostras independentes (figuras 22 a 24).

o] 1

Idade (anos)

2

g

o |
Ii

e <6 6-15 s15

Numero de foliculos antrais

Figura 22. Relagdo da idade com o numero de foliculos antrais. Teste Kruskal-

Wallis.
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Figura 23. Relag¢@o do numero de foliculos recrutados com o numero de foliculos

antrais. Teste Kruskal-Wallis.
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Figura 24. Relacdo da dosagem de FSH com o nimero de foliculos antrais. Teste

Kruskal-Wallis.

Vural ef al., Souza et al. ¢ Kwee et al. demonstraram que a CFA pode ser
utilizada como fator preditivo da resposta ovariana. Uma CFA inferior a seis, como no
nosso estudo, demonstrou pobre resposta e maior probabilidade de cancelamento de
ciclo. Assim, sugerem este nimero como ponto de corte para este parametro de
avaliagdo.>47:112)

Jayaprakasan et al. usaram como ponto de corte uma CFA menor ou igual a
quatro e confirmaram que a CFA ¢ um preditor significativo da ma resposta
ovariana.!!®

Lai et al. mostraram que a CFA tem melhor valor preditivo em relacdo ao
numero de oocitos obtidos, porém nao foram estabelecidos pontos de corte para a
andlise.?%110)

Outros autores utilizaram dez foliculos antrais como ponte de corte, e

descreveram que uma CFA de ambos os ovarios inferior a dez foliculos pode estar
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associada a um risco aumentado de cancelamento de ciclo e representa um importante
parametro de avaliagdo preditiva de resposta ovariana.(2%4248:38.73.117)

Li et al. confirmaram uma boa correlacdo de AMH e CFA com parametros de
resposta ovariana no tratamento de FIV, porém salientam que ndo vale a pena usar
qualquer um dos marcadores reserva ovariana para excluir individuos de tentar
tratamentos de reproducio assistida.!'®

Segundo o Comité da Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva, uma CFA
menor do que seis tem especificidade de moderada a alta para rastreio de pobres
respondedoras. Orienta que realizar testes de reserva ovariana diminuida em populagdo
de baixo risco vai produzir um niimero alto de falso positivo. Traz ainda que a dosagem
de FSH ¢ a mais utilizada para testes de rastreio de reserva ovariana diminuida, e, se
realizada juntamente com a dosagem do estradiol, tem uma interpretacdo mais
precisa.(!!?

Das 293 incluidas neste estudo, 21 pacientes tiveram seus ciclos cancelados
devido a falha de inducdo de ovulagdo. Nesse grupo observam-se idade (P=0,03) e
niveis de FSH (P=0,02) maiores do que no grupo que terminou o tratamento; volume
ovariano direito e esquerdo e CFA (P=0,0001) menores do que no grupo que terminou o
tratamento. Gonzalez-Foruia et al. observaram maior taxa de cancelamento de ciclo em
mulheres com mais de 40 anos.!'?” Luna et al. também descrevem que as taxas de
cancelamento do ciclo foram significativamente maiores em pacientes com um FSH
elevado (>13,03 Ul/mL) no dia trés em comparagao com pacientes com niveis normais
de FSH, em todas as faixas etarias.”’® Descrevem ainda que os niveis de FSH s3o mais

preditivos de cancelamento de ciclo do que a idade.7®
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No nosso estudo somente mulheres com dosagens de FSH menor do que 15
Ul/mL foram incluidas, portanto, mas respondedoras em potencial foram excluidas e
esta selecdo pode ter atenuado a forca global das correlagdes.

Aboulghar et al. descrevem que realizar a dosagem de AMH antes de ciclos de
fertilizagdo in vitro diminui o risco de cancelamento de ciclo.®?

Vural et al. relatam que o AMH e a CFA sao os melhores testes de avaliacao da
reserva ovariana, € que ambos podem ser realizados antes do inicio da inducdo de
ovulagio, para prever o risco de SHO e cancelamento de ciclos.*91:69)

A aplicacdo dos testes de avaliagdo da reserva ovariana em pacientes que se
submeterao a FIV tem sido muito estudada, principalmente devido aos altos custos e
complexidade do tratamento. Ainda ndo existe um consenso quanto ao melhor preditor
da resposta ovariana, embora varios estudos tenham sido publicados, fato que talvez
explique existirem tantos testes propostos.

O objetivo de estabelecer qual o melhor método ¢ diminuir o nimero de testes
que uma determinada paciente devera se submeter para a avaliacdo da sua reserva
ovariana, diminuindo o estresse, bem como os encargos financeiros, sem, entretanto
comprometer as informacdes necessarias para realizar um tratamento de FIV.?

Um aspecto que ainda exige maior investigacao € novos estudos € o fato de que
todos os testes existentes no presente momento sao preditores quantitativos do pool
folicular, porém nao sdo capazes de avaliar a qualidade oocitdria e nem taxas de
gestacdo.CV

A combinagao dos testes existentes ainda se mostra a conduta mais eficaz e util
para o aconselhamento de pacientes inférteis, em uma tentativa de lhes proporcionar

alguma expectativa quanto ao sucesso do tratamento proposto.(&!!*)
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Assim, ¢ importante apostar na investigacao da reserva ovariana uma vez que ela
permite a otimizagdo de protocolos de tratamento, a diminui¢do dos temiveis efeitos
secundarios da estimulagdo ovarica controlada e a ocorréncia traumatica de ciclos

cancelados.®197
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IV. CONCLUSOES

Concluimos com nosso trabalho que:

- a idade e contagem de foliculos antrais sdo eficientes preditores da
resposta ovariana em ciclos de Reprodu¢ao Assistida.

- a dosagem de hormonio foliculo estimulante e o volume ovariano nao sao
marcadores especificos para a resposta ovariana aos protocolos de indugao
da ovulacao.

- a dosagem de hormonio anti-Mulleriano parece ser um excelente marcador
da reserva ovariana e nos leva a necessidade de novos estudos

complementares.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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Os resultados da pesquisa serdo divulgados, sejam eles favoraveis ou ndo. Durante o trabalho vocé podera
tirar qualquer davida a respeito do processo e, se necessario, entrar em contato conosco pelos telefones
17-32353600 (Instituto de Medicina Reprodutiva e Fetal).
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e concordo voluntariamente em participar deste estudo. Sei que sou livre para interromper minha
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médico.

Data: / /

Assinatura da paciente
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Valor da Ecografia no Estudo da Reserva Ovariana para Predi¢do da Recuperacio
QOocitaria
Value of the Ultrasound in the Study of Ovarian Reserve for Prediction of Oocyte

Recovery

Meire Spressao
Denise Cristina Mos Vaz Oliani

Antonio Hélio Oliani

Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto

Instituto de Medicina Reprodutiva e Fetal

RESUMO

Objetivo: identificar quais métodos utilizados na avaliagdo da reserva ovariana
sao excudentes ou complementares na identificacdo da melhor resposta ao
desenvolvimento folicular.

M¢étodos: estudo retrospectivo de coorte, que envolveu pacientes em tratamento
de Reproducdo Assistida no Instituto de Medicina Reprodutiva de abril de 2009
a julho de 2014. Foram avaliadas idade, exames bioquimicos e ecografia. Os
dados foram analisados na predi¢cao do desenvolvimento folicular e suas relagdes
entre si, utilizando para andlise estatistica o programa Statistical Package for

Social Sciences.
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Resultados: Dos 293 casais incluidos, 50,2% apresentavam infertilidade por
fator ovariano. A média de idade foi de 34,7 anos. Considerando a idade como
principal variavel, foi observada uma correlacdo significativa e negativa com
volume de ambos ovarios (ovario direito cc=-0,21; esquerdo cc=-0,22; ambos
p<0,0001), e com contagem de foliculos antrais (ovario direito cc=-0,38;
esquerdo cc=-0,47; ambos p<0,0001). Considerando contagem de foliculos
antrais como varidvel principal, foi observada uma correlagdo significativa e
positiva com total de oocitos recrutados (ovario direito cc=0,73; esquerdo
cc=0,72; total foliculos antrais cc=0,77; todos p<0,0001). Quando
correlacionamos contagem de foliculos antrais com os foliculos recrutados
maiores do que 18 mm, observa-se que com um ponto de corte de 12 foliculos
antrais, tem-se um valor preditivo positivo de 99% e uma area da curva ROC de
0,76. Separando em trés grupos pelo numero de foliculos antrais: menos que
seis, de seis a 15 e mais que 15, observa-se que o subgrupo das mulheres com
menos que seis foliculos apresentou idade maior que os outros grupos
(p<0,0001), menor nimero de foliculos recrutados que os outros grupos
(p<0,0001)

Conclusodes: Concluimos com nosso trabalho que a idade e a contagem de
foliculos antrais sdao eficientes preditores da resposta ovariana em ciclos de
Reprodugdo Assistida. O volume ovariano assim como a dosagem do hormdnio
anti-mulleriano, também parecem ser um marcador adequado de reserva
ovariana.

Palavras-chave: fertilizacdo in vitro; ultrassonografia; testes de fungdo ovariana;

reserva ovariana
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ABSTRACT

Purpose: Identify which methods used in the assessment of the ovarian reserve
are exclusionary or complementary to identify the best response to follicle
development.

Methods: Retrospective cohort study, involving patients in treatment on Assisted
Reproduction at the Institute for Reproductive Medicine, from April 2009 to
July 2014. Age, biochemical tests, and ultrasound were assessed. The data were
analyzed to predict the follicular development and the relation between
themselves using, for statistical analysis, the Statistical Package program for
Social Sciences.

Results: Of the 293 couples included, 50,2% presented infertility by ovarian
factor. The average age was 34.7 years. Considering the age as the main
variable, a significant negative correlation with volume of both ovaries was
observed (right ovary cc = 0.21; left cc = -0.22; both p<0.0001), and with the
antral follicles count (right ovary cc = -0.38; left ovary cc = -0.47; both
p<0.0001). Considering the count of antral follicles as the main variable, a
significant positive correlation with total recruited oocytes was observed (right
ovary cc = 0.73; left ovary cc = (.72, total antral follicles cc = 0.77; all
p<0.0001). When we correlated antral follicle count with recruited follicles
larger than 18 mm, it was observed that, with a cutoff of 12 antral follicles, there
is a positive predictive value of 99% and an area under the ROC curve of 0.76.
Creating three groups, separated by the number of antral follicles: less than six,

six to 15, and more than 15, it was observed that the female subgroup of women
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with less than six follicles showed greater age than the other groups (p<0.0001),
fewer follicles recruited than the other groups (p<0.0001).

Conclusion: We concluded from our study that age and antral follicles count are
effective predictors of ovarian response in cycles of Assisted Reproduction. The
ovarian volume, as well as the anti-Miillerian hormone dosage, also seem to be
an adequate marker of the ovarian reserve.

Keywords: in vitro fertilization; ultrasound; ovarian function tests; ovarian

réserve.

I. INTRODUCTION
Valor da Ecografia no Estudo da Reserva Ovariana para Predi¢do da Recuperagao
Oocitaria
Value of the ultrasound in the Study of Ovarian Reserve for Prediction of Oocyte
Recovery

Research on infertility has evolved with constant studies and technological
advances due to the increase of infertile couples who seek Assisted Reproduction
services (AR).(?) The recruitment and development of multiple ovarian follicles are key
to treatment.(!3%

The correct assessment of ovarian reserve is a central issue in the management
of patients with infertility.(>> The goal is to predict the chances of response to the
induction and select the “optimal” dose for the ovarian hyperstimulation.-®

Among the aspects of clinical history, advancing age is considered a determining
factor of fertility.”””® It occurs a decrease in ovarian reserve and an impaired oocyte

quality.
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The ovarian volume, thanks to its good accuracy and the cost-benefit, seems to
be a useful tool in monitoring patients undergoing AR.®)

Studies have demonstrated an apparent correlation between the number of antral
follicles and the functional status of the ovaries.®%!%!3) When compared, the antral
follicle count (AFC) is higher than the volume of the ovaries in the evaluation of poor
response to in vitro fertilization (IVF).(>")

The basal serum follicle stimulating hormone (FSH) concentration, together with
the concentrations of estradiol™'¥ represents a predictive value for ovarian
response.!>19 Elevated FSH levels are strongly associated with poor ovarian response,
low levels of estradiol and low rate gestation.!"!? Therefore, the basal serum
concentration of FSH® has been used as a marker for ovarian insufficiency.®

The dosage of anti-Miillerian hormone (AMH) has been used as early and
sensitive marker of ovarian reserve.(’*!® Reflects the amount of remaining primordial
follicles, so, this hormone is strongly associated with AFC.("81119 The decline of AMH
levels are detected earlier than other hormonal changes and the AFC.(1:2%-2D)

A poor ovarian response may be associated with low pregnancy rates and,
frequently, cycles are cancelled without achieving the oocyte retrieval.’-??

Despite the importance of the ovarian reserve measurement, the best way to
correctly evaluate the follicular status remains controversial.\') A good ovarian reserve
test should be predictive of conception and should indicate de probable duration of
ovarian activity. Furthermore, it should point out the ideal dose of ovarian stimulation

and the chance to achieve gestation successfully.>®

PURPOSE
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The main objective of this work is to identify which methods used in the
assessment of ovarian reserve are exclusionary or complementary to identify the best

response to follicle development.

II. METHODS

After approval by the Ethics and Research Committee of the Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto — FAMERP (under number 18617), this study was
developed at the Institute of Reproductive and Fetal Medicine SS — IMR - Sdo José¢ do
Rio Preto, Sao Paulo, entity convened by FAMERP. It is a retrospective cohort study,
involving patients under Assisted Reproduction treatment (AR) for conjugal infertility.

From April 2009 to July 2014, 379 patients were submitted to ovulation
induction for highly complexity AR at the IMR and selected for this work. 293 patients
were included after signing a free and informed consent and without prejudice to the
proposed treatment.

The patients included in this study were evaluated, besides their chronological
age, through biochemical tests (FSH, estradiol or AMH) and ultrasound (ovarian
volume and AFC) for the analysis of ovarian reserve.

Patients with suspicion of pregnancy; patients who would have a procedure with
egg reception; the submitted to oophorectomy and/or oophoroplasty, unilateral or
bilateral; those who underwent ultrasound in other services; the ones in which one ovary
was not visualized at baseline ultrasound; those with residual ovarian cyst (greater than
16 mm average diameter) in the moment of the first ultrasound; and the ones presenting

FSH dosages greater than 15 Ul/ml were excluded.
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Clinical data were collected through the interview held by the author of the work
or members of her team and the collection of medical record data.

Blood samples were drawn for FSH and estradiol dosage on the same day of the
first ultrasound, always before the beginning of the stimulus, at most on the third day of
the menstrual cycle. AMH measurements were performed before the beginning of
treatment, at any stage of the menstrual cycle. The ultrasound operators had access to
the laboratory tests results.

The sonographic examination was performed using ultrasound apparatus: brand
Medison; model ACCUVIX XP; and brand GE; model Voluson E8, with endocavitary
transducer of 5-12 MHz, adequately prepared for the implementation of endovaginal
examination, performed always by the same operators (the paper author and other three
IMR clinical doctors), lasting ten to twenty minutes. The ultrasonography was
performed between the first and third day of the menstrual cycle.

During the 2D ultrasound examination, the volume of the ovaries was calculated
by the measurement of its three largest diameters and the antral follicles were counted.
The antral follicles are represented at the ultrasound as small rounded anechoic images
with diameter between two and ten millimeters. The register was obtained by measuring
the largest diameter of each follicle. The follicles number count was performed by
scanning the ovaries by transvaginal way.

The new serial ultrasound was performed between six and eight days after the
start of ovarian stimulation. From there, the ultrasound control was carried out with
individual frequency for each case. Controls were carried out every two days until

reaching follicles of 16 mm average diameter and, daily, until obtaining at least three
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follicles of 18 mm or more for the final maturation with the hormone chorionic
gonadotropin.'?)

Later, the sonographic parameters were analyzed (ovarian volume, AFC and
follicular development data), the age and laboratory parameters (serum levels of FSH,
estradiol and AMH) in the prediction of follicular development and also the relations
among them. Data referring to egg collection, fertilization and pregnancy rates were not
studied, to avoid potential sources of bias.

The collected data were tabulated and statistically analyzed using SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) for Windows package (SPSS, version 20,
Chicago, USA).

The association between variables was assessed using Spearman’s correlation
coefficient. We used the ROC curve (Receiver Operationg Characteristic) to determine
the cutoff point, the sensitivity, the specificity and predictive values of the tests. The
comparison between the subgroup of number of antral follicles and ovarian volume was
analyzed by Kruskal-Wallis test. A p value <0.005 was considered statistically
significant.

This Project did not require financial support to be developed.

III. RESULTS

Of the 293 couples included in this study, 39.6% had infertility by male factor;
50.2% by ovarian factor; 13.7% by endometriosis; 12.3% by tubal factor; 2.7% by
uterine factor; 7.8% without factors defined and classified as infertility or sterility

without apparent cause and 25.6% had more than a factor of infertility.



63

The average age was 34.7% years, ranging from 23 to 47 years; the FSH
baseline had a mean of 4.3 IU/ml, ranging between 0.2 and 14.6 IU/ml, the estradiol
18.4 ng/ml and the AMH of 1.4 ng/ml ranging between 0.3 and 3.6 ng/ml.

The ovarian volume measurement and AFC were calculated in 293 patients,
yielding an average of 4.5 cm® in volume and 7.7 in the average number of antral
follicles for the right ovary and mean of, respectively, 4.3 cm®and 7.3 for the left.

Considering the age as the main variable, a significant negative correlation with
the volume of both ovaries was observed (right ovary cc = -0.21; left cc = -0.22; both
p<0.0001), CFA (right ovary cc = -0.38; left cc = -0.47; both p<0.0001) and total
recruited follicles (cc =-0.47 p<0.0001).

Considering the volume of both ovaries as the main variable, a significant
positive correlation with the AFC of the respective ovary and recruited follicles was
observed, as shown in Table 1.

Considering the AFC as the main variable, a significant positive correlation was
observed with total recruited oocytes (right ovary cc = 0.73; left cc = 0.72; total antral
follicles cc = 0.77; all p<0.0001).

Considering the FSH dosage as the main variable, a significant positive
correlation with the estradiol dosage (cc = 0.20; p = 0.004) was observed. This means
that in patients of reproductive age, the greater is the dose of FSH, the higher is the
dosage of estradiol. Correlating FSH with age (p = 0.49; cc = 0.45) a positive
correlation without statistical significance was observed. Correlating FSH with AFC
(both ovaries cc = 0.07; p = 0.24) a positive correlation without statistical significance

was obtained, probably because patients with FSH higher than 15 Ul/ml were excluded
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from the study. In the relation with the recruited follicles (cc = -0.27; p = 0.68) a
negative correlation was obtained, but not statistically significant.

The AMH versus age showed negative correlation (cc = -0.33; p = 0.21);
correlating AMH with the volume of the ovaries, positive values were obtained (right cc
=0.49; p = 0.06 and left cc = 0.28; p = 0.30); and correlating AMH with the AFC also
positive values were obtained (right cc = 0.48; p = 0.06 and left cc = 0.37; p=0.17).

In making the correlation of the ovarian volume with the recruited follicles
larger than 18 mm, when using a 2.6 cm® cutoff point in the amount of at least one
ovary, it was observed: a sensitivity of 81%, a positive predictive value of 97%, and an
area under the ROC curve of 0.76 (Figure 1).

However, when we correlate AFC with the recruited follicles larger than 18 mm,
it was observed that, with a cutoff of 12 antral follicles, a positive predictive value of
99% and an area under the ROC curve of 0.76, were obtained (Figure 2).

In making the correlation of AFC in patients with less than three recruited
follicles, larger than 18 mm, it is observed, when using a cutoff point of 11 antral
follicles, a sensitivity of 77%, specificity of 68% and an area under the ROC curve of
0.78. When using a cutoff point of 5 antral follicles, a sensitivity of 26%, a specificity
of 93% and an area under the ROC curve of 0.78. However, when we correlate AFC
patients who had more than 15 recruited follicles larger than 18 mm, it is observed,
when using a cutoff point of 15 antral follicles, a sensitivity of 97%, a specificity of
70% and an area under the ROC curve of 0.91.

Separating into three groups by the number of antral follicles: less than six, six
to 15, and more than 15, it is observed that the women subgroup with less than six

follicles showed greater age than the other groups (p<0.0001), fewer follicles recruited
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than the other groups (p<0.0001) and FSH dosage higher than the group between six
and 15 (p = 0.02), in which the Krustal-Vallis test for independent samples was used.
(Figures 3 and 4).

Separating into three groups by ovarian volume: less than 03 cm?, 03 to 10 cm?
and greater than 10 cm?, it is observed that the women subgroup with volume of 03 cm?
or less presented AFC of the respective ovary lower than the other groups (p = 0.001 for
both ovaries) (Figure 5). It can be seen that even a volume lower than 03 ¢cm? has a total
of recruited follicles (p = 0.0001 for both ovaries) lower than the other groups.

Of the 293 people included in this study, 21 patients had their cycles cancelled
due to ovulation induction failure. In this group, age (p = 0.03) and FSH levels (p =
0.02) higher than in the group that finished completed the stimulus, were observed;
ovarian volume e AFC (p = 0,0001) lower than in the group that finished completed the

stimulus, were observed.

IV. DISCUSSION

The application of assessment tests of ovarian reserve in patients who will
undergo IVF has been widely studied, mainly due to high costs and complexity of
treatment. Yet, there is no consensus regarding the best predictor of ovarian response,
although several studies have been published, a fact that may explain the existence of so
many proposed tests.

The objective of establishing the best method or combination of these tests is to
reduce the number of tests that a particular patient should be submitted for the
evaluation of ovarian reserve, reducing the stress and financial burden, without however

compromise the necessary information to perform an IVF treatment.(!¥
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Considering the age as the main variable, it was observed that there is an
obvious and strong correlation that, the greater the age, the lower the volume of the
ovaries, the number of antral follicles, and the number of recruited follicles. The inverse
association of woman’s age with low ovarian reserve is largely reported in other
published studies. ©*'22 Choi et al. report that before the first IVF in a patient, 60% of
the predicted prognostic is for the age, and 40% for other clinical factors.>>

Aboulghar et al. describe that the age remains as the primary determinant of
success in AR cycles, however, at any age, women with high levels of AMH have
higher success rate of oocyte recovery after follicular puncture than those with lower
levels of AMH in the same age range.®

Surekha et al. confirm the data from our study when comparing the lack of of
significant association of FSH with ovarian reserve unlike other specific markers such
as AMH and AFC.%

In another retrospective study, Chuang et al. concluded that the basal FSH is a
good marker for the remaining follicular pool.*”” Magalhdes et al. described that it is
difficult to find associations between FSH basal level and follicular count when patients
with FSH levels greater than 15 Ul/ml are excluded from the study®®, as it was done in
our work. On the other hand, Abdalla ez al. suggest that a high rate of FSH (>10 IU/ml)
should not be a criterion for exclusion of patients for treatment with IVF, since the test
represents a quantitative and not qualitative aspect of the ovarian reserve, i.e., despite
having a low follicular pool, one patient not necessarily presents a poor oocyte quality

specially the ones with less than 38 years of age.**”
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Luna et al. describe that the cycle cancellation rates were significantly higher in
patients with elevated FSH (>13.03 IU/ml) on day 3, compared with patients with
normal levels of FSH, in all age groups, similar to that found in our study.!”

Regarding the ovarian volume, we found an association of this variable with the
ovarian response. Some studies have shown that the reduction is related to poor
response to ovarian stimulation, but the sensitivity and specificity are lower compared
with AFC.1%

Considering AFC as a main variable, it was found in our work that a higher AFC
relates to a greater number of recruited follicles, similar to Souza et al.*¥ Magalhdes et
al. describe that the predictive power of AFC is substantially similar to the serum
concentration of AMH,!*?® but with a higher sensitivity.!” The data from our work are
also similar to Barbakadze et al. showing negative correlation between age and the
AFC.GD

Iliodromitri et al. describe progressive decline of AMH concentration with
advancing age.!') Other studies have reported a strong correlation between the number
of antral follicles and the serum basal level of AMH."® This relationship can be
explained by the fact that AMH is produced by the theca cells of the antral follicles,
therefore, the greater is the number of antral follicles, the greater will be the amount of
hormone produced, increasing its concentration in the blood.?®

Similar to our study, Aflatoonian et al. when correlating AFC with recruited
follicles greater than 18 mm, observed good sensibility and specificity (89 and 92%

respectively), but used a cutoff point of 16 antral follicles while in our study they were

12.69
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Most of the bibliographic data obtained confirm that the AFC and the AMH can
be used as a screening method to detect probable poor responders, or with lower
reserve, as well as to predict the risk of ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS) and
the cancellation of cycles, having the best predictive value of the number of oocytes
collected in IVF cycles.(:37-18:19)

Broer et al. found a sensivity of 82% and a specificity of 80% for a prediction of
poor response.®! Kwee et al. found low response with a AFC lower than six, same
cutoff point we used, with sensitivity of 73% and specificity of 95%.1-2432)

To predict ovarian hiperstimulation syndrome (OHSS), Aflatoonian ef al.
showed that the AFC and the AMH have similar accuracy, with an area under the ROC
curve of 0.961 and 0.922, respectively.®? Martins et al. used 20 follicles as the cutoff
point and showed that these women have an increased risk of OHSS.®¥ Nastri et al.
presented in a systematic review, that the evaluation by AFC and AMH dosage, before
the ovulation induction cycle allows the prediction of the risk of OHSS, and that other
baseline parameters, such as age and FSH levels, are less predictive accurate.®?

Although the combination of existing tests appears to be the most effective and
useful conduct for counseling infertile patients, in an attempt to provide them with some
expectations about the success of the proposed treatment,”) our work shows stability in
predicting ovarian reserve and subsequent oocytes recovery after follicular puncture
through a simple ultrasound routine exam used in pre-conception gynecological
evaluation.

Therefore, it is important to investigate the ovarian reserve through AFC since it

allows the optimization of treatment protocols, a reduction of traumatic occurrence of
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cancelled cycles and fearful side effects of controlled stimulation for poli-
folliculogenesis, such as the OHSS. 833

Our AMH correlations were not statistically significant, probably due to the
small number of patients who collected the serum sample for this type of marker.

Cohort studies may be subject to selection bias, as in our study, in which
infertility patients submitted to RA were selected. Only women with FSH dosages lower
than 15 Ul/ml were included, therefore, bad potential responders were excluded and this
selection may have attenuated the overall strength of the correlations.

One aspect that still requires further research and further studies is the fact that
all existing tests. at the moment, are quantitative predictors of follicular pool, but are not

able to evaluate the oocyte quality nor the pregnancy rates.

CONCLUSIONS
We concluded, in our work, that age and AFC are effective predictors of ovarian
response in AR cycles. The ovarian volume, as well as the AMH dosage, also appear to

be a suitable marker of ovarian reserve.

Future perspectives:

The AFC, when performed by the three-dimensional method appears to offer
advantages over the two-dimensional, among which we refer the ability to produce
images in three different planes; the possibility of virtual coloration of follicles,
enabling not to repeat and/or not to fail to identify them, and thus eliminating the
technical issue of AFC be operator-dependent;1>?%) greater speed of the test execution

and greater comfort for the patients, since the obtained images can be analyzed later.?®
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The 3D ultrasound with SonoAVC is used in order to obtain more precision and
better reproduction,' however, early studies show no statistical difference between the
two and three-dimensional evaluation.

In our service, this technic is already being used and, in the future, we can
compare our data (two-dimensional evaluation) to study the correlation of the three-
dimensional evaluation with serum levels of AMH, randomization of ovarian
hyperstimulation protocols, with consequent follicular response, and dopplerfluxometric

analysis of oocyte quality, results that could help to achieve better pregnancy outcomes.

V. REFERENCES

1. Vural B, Cakiroglu Y, Vural F, Filiz S. Hormonal and functional biomarkers in
ovarian response. Arch Gynecol Obstet. 2014;289:1355-61.

2. Galliano D, Bellver J, Garcia CD, Simén C, Pellicer A. ART and uterine
pathology: how relevant is the maternal side for implantation? Hum Reprod
Update. 2015;21:13-38.

3. Castro EC, Borges ALF, Rezende KN, Amaral WN. Antral follicle count in
predicting appropriate dose of gonadotropin in in vitro fertilization cycles.
Reprod Clim. 2014;29:136-42.

4. Beltadze K, Barbakadze L. Ovarian reserve in women of late reproductive age
by the method of treatment of PCOS. Iran J Reprod Med. 2015;13(5):263-8.

5. Bentzen JG, Forman JL, Larsen EC, Pinborg A, Johannsen TH, Schmidt L, et al.

Maternal menopause as a predictor of anti-mullerian hormone level and antral



10.

11.

71

follicle count in daughters during reproductive age. Hum Reprod. 2013;28:247-
55.

Broer SL, Van Disseldorp J, Broeze KA, Dolleman M, Opmeer BC, Bossuyt P,
et al. Added value of ovarian reserve testing on patient characteristics in the
prediction of ovarian response and ongoing pregnancy: an individual patient
data approach. Hum Reprod Update. 2013;19:26-36.

Silveira CF, Coutinho LMA, Amaral WN, Castro EC. A contagem dos foliculos
antrais na predicao de resultados em ciclos de fertilizacdo in vitro: uma revisao
sistematica. Reprod Clim. 2013;28:68-73.

Aboulghar M, Saber W, Amin Y, Aboulghar MM, Serour G, Mansour R. Impact
of antimullerian hormone assays on the outcomes of in vitro fertilization: a
prospective controlled study. Fertil Steril. 2014;101:134-7.

Silva ALB, Vilodre LCF. Avaliagdo da reserva ovariana: métodos atuais.
Femina. 2009;37:149-54.

Oliani AH, Vaz-Oliani DCM. Monitorizagdao ultrassonografica da inducao da
ovulacdo. In: Pastore AR, Cerri GG, editores. Ultrassonografia em Ginecologia
e Obstetricia. 2° ed. Rio de Janeiro: Revinter; 2010. p. 950-9.

Iliodromiti S, Anderson RA, Nelson SM. Technical and performance
characteristics of anti-mullerian hormone and antral follicle count as biomarkers
of ovarian response. Hum Reprod Update 2014;
http://humupd.oxfordjournals.org/content/early/2014/12/08/humupd.dmu062.ful

1.pdf+html.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

72

Hsu A, Amy M, Knee AB, Bell MSC, Cook MDE, Novak AL, et al. Antral
follicle count in clinical practice: analyzing clinical relevance. Fertil Steril.
2011;95:474-9.

Kim SK, Lee JR, Jee BC, Suh CS, Kim SH. What number of oocytes is
appropriate for defining poor ovarian response? Yonsei Med J. 2015;56:482-9.
Panchal S, Nagori C. Comparison of anti-mullerian hormone and antral follicle
count for assessment of ovarian reserve. ] Hum Reprod Sci. 2012;5:274-8.
Mutlu MF, Erdem M, Erdem A, Yildiz S, Mutlu I, Arisoy O, et al. Antral
follicle count determines poor ovarian response better than anti-mullerian
hormone but age is the only predictor for live birth in in vitro fertilization cycles.
J Assist Reprod Genet. 2013;30:657-65.

Jayaprakasan K, Deb S, Batch M, Hopkisson J, Johnson I, Campbell B, et al.
The cohort of antral follicles measuring 2-6 mm reflects the quantitative status
of ovarian reserve as assessed by serum levels of anti-mullerian hormone and
response to controlled ovarian stimulation. Fertil Steril. 2010;94:1775-81.

Luna M, Grunfeld L, Mukherjee T, Sandler B, Copperman AB. Moderately
elevated levels of basal follicle-stimulating hormone in young patients predict
low ovarian response, but should not be used to disqualify patients from
attempting in vitro fertilization. Fertil Steril. 2007;78:782-7.

Salmassi A, Mettler L, Hedderich J, Jonat W, Deenadayal A, von Otte S, et al.
Cut-off levels of anti-mullerian hormone for the prediction of ovarian response,
in vitro fertilization outcome and ovarian hyperstimulation syndrome. Int J Fertil

Steril. 2015;9(2):157-67.



19.

20.

21.

22.

23.

24.

73

Nelson SM, Klein BM, Arce JC. Comparison of antimullerian hormone levels
and antral follicle count as predictor of ovarian response to controlled ovarian
stimulation in good-prognosis patients at individual fertility clinics in two
multicenter trials. Fertil Steril. 2015;103:923-30.

Broer SL, Broekmans FIM, Laven JSE, Fauser BCJM. Anti-mullerian hormone:
ovarian reserve testing and its potential clinical implications. Hum Reprod
Update. 2014;20:688-701.

Barbakadze L, Kristesashvili J, Khonelidze N, Tsagareishvili G. The
correlations of anti-mullerian hormone, follicle-stimulating hormone and antral
follicle count in different age groups of infertile women. Int J Fertil Steril.
2015;8:393-8.

Coelho Neto MA, Martins WP, Lima MLS, Barboza MPA, Nastri CO, R. A.
Ferriani RA, et al. Ovarian response is a better predictor of clinical pregnancy
rate following embryo transfer than is thin endometrium or presence of an
endometrioma. Ultrasound Obstet Gynecol. 2015;46:501-505.

Lan VTN, Linh NK, Tuong HM, Wong PC, Howles CM. Anti-mullerian
hormone versus antral follicle count for defining the starting dose of FSH.
Reprod BioMed Online. 2013;27:390-9.

Souza MCB, Souza MM, Oliveira JBA, Henriques CA, Cardoso FFO, Mancebo
ACA, et al. Utilizacao da contagem de foliculos antrais para predi¢ao do padrao
de resposta em ciclos de hiperestimulacao controlada com antagonista de GnRH.

Rev Bras Ginecol Obstet. 2007;30:36-41.



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

74

Choi B, Bosch E, Lannon BM, Leveille MC, Wong WH, Leader A, et al.
Personalized prediction of first-cycle in vitro fertilization success. Fertil Steril.
2013;99:1905-11.

Surekha T, Himabindu Y, Sriharibabu M. Impact of socio-economic status on
ovarian reserve markers. J Hum Reprod Sci. 2013;6:201-4.

Chuang CC, Chen CD, Chao KH, Chen SU, Ho HN, Yang YS. Age is a better
predictor of pregnancy potential than basal follicle-stimulating hormone levels
in women undergoing in vitro fertilization. Fertil Steril. 2003;79:63-8.
Magalhaes ACF. Contributo para a defini¢do do interesse da medi¢do do valor
sérico da hormona anti-mulleriana em Procriagdo Medicamente Assistida
[dissertacdo]. Covilha (Castelo Branco): Universidade da Beira Interior; 2012.
Abdalla H, Thum MY. An elevated basal FSH reflects a quantitative rather than
qualitative decline of the ovarian reserve. Hum Reprod. 2004;19:893-8.
Aflatoonian A, Oskouian O, Ahmadi S, Oskouian L. Prediction of high ovarian
response to controlled ovarian hyperstimulation: anti-Miillerian hormone versus
small antral follicle count (2-6 mm). J Assist Reprod Genet. 2009;26:319-25.
Broer SL, Mol BW, Hendriks D, Broekmans FJ. The role of antimullerian
hormone in prediction of outcome after IVF: comparison with the antral follicle
count. Fertil Steril. 2009;91(3):705-14.

Kwee J, Elting ME, Schats R, McDonnell J, Lambalk CB. Ovarian volume and
antral follicle count for the prediction of low and hyper responders with in vitro

fertilization. Reprod Biol Endocrinol. 2007;5:9.



75

33. Martins WP, M. Kollmann M, Raine-Fenning N. Counting ovarian follicles:
updated threshold for diagnosis of hyperandrogenic anovulation. Ultrasound
Obstet Gynecol. 2014;44:131-134.

34. Nastri CO, Teixeira DM, Moroni RM, Leitdo VMS, Martins WP. Ovarian
hyperstimulation syndrome: pathophysiology, staging, prediction and
prevention. Ultrasound Obstet Gynecol. 2015;4:377-393.

35. Goksedef BP, Idis N, Gorgen H, Asma YR, Api M, Cetin A. The correlation of
the antral follicle count and serum anti-mullerian hormone. J Turk Ger Gynecol

Assoc. 2010;11:212-5.



VI. TABLES

76

Tabela 1. Spearman Correlation between the ovarian volume and the AFC, and the

number of recruited follicles.

Variable P AFCR  AFCL Recruited follicles
right ovary volume <0,0001 0,593 0,489
left ovary volume <0,001 0,560 0,438

P: percentile; AFCR: antral follicle count in the right ovary; AFCL: antral follicles

count in the left ovary
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VIIL. FIGURES LEGENDS
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Figure 1. ROC Curve of the correlation between the ovarian volume and the

recruited follicles greater than 18 mm.
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Figure 2. ROC Curve of the correlation between the number of antral follicles

and the number of recruited follicles greater than 18 mm.
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Figure 3. Relationship between age and the number of antral follicles. Test

Kruskal-Wallis.

8
g

Number of recruited follicles
-]
g

o
8

T T
6-15 >15

Number of antral follicles

— -

Figure 4. Relationship between the number of recruited follicles and the number

of antral follicles. Test: Krustal-Wallis.
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Figure 5. A: Relationship between the number of antral follicles of the right
ovary and its respective volume. B: Relationship between the number

of antral follicles of the left ovary with its respective volume. Test:

Krustal-Wallis.
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VII. ANEXO

Perspectivas futuras:

A contagem de foliculos antrais, quando feita pelo método tridimensional,
parece apresentar vantagens sobre o bidimensional, entre as quais: a capacidade de
produzir imagens em trés planos diferentes; a possibilidade de coloracdo virtual dos
diferentes foliculos (figura 25), o que permite ndo repetir e/ou nao falhar na
identificacdo dos mesmos e assim eliminar a questdo técnica da CFA ser operador
dependente; a maior rapidez na execug¢dao do exame e maior conforto para as pacientes,

ja que as imagens obtidas podem ser analisadas posteriormente.-?

Figura 25. Imagem ecografica de reconstru¢do tridimensional por via
endovaginal do ovério direito evidenciando os foliculos antrais

através do SonoAVC.
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O ultrassom 3D com SonoAVC ¢ utilizado com a finalidade de obter mais
precisdo e reprodutibilidade,'"> contudo, primeiros estudos ndo mostram diferenca
estatistica entre a avaliacao bi ¢ tridimensional.

No nosso servigo essa técnica ja estd sendo utilizada e futuramente poderemos
comparar nossos dados para estudar a correlacdo da avaliacdo tridimensional com as
dosagens séricas do AMH, randomizacao dos protocolos de hiperestimulagdo ovariana
com consequente resposta folicular e andlise Dopplerfluxométrica da qualidade
oocitdria, resultados que poderdo auxiliar para a obten¢do de melhores resultados

gestacionais.
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