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INTRODUCAO

A endometriose associa-se a infertilidade por diferentes mecanismos;

alteracdes imunologicas, anatdbmicas, uterinas, endometriais, entre outras.

O nosso grupo de estudos, que pertence ao diretério de pesquisa em
Reprodugcdo Humana da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, tem como linha

de investigacao alteracdes ovulatérias em pacientes com endometriose e infertilidade.

J& demonstramos que este grupo de mulheres tem secrecdo e controle da
prolactina alterada (CUNHA-FILHO et al., 2001, 2002), assim como anormalidades da
fase lutea (CUNHA-FILHO et al., 2003a) evidenciada pela disfungcédo na secrecédo de
esterdides ovarianos (estrogénio e progesterona) e concentragdo folicular de fatores

de crescimento modulada de forma andémala (CUNHA-FILHO et al., 2003b).

Varias questdes e hipoteses ja foram levantadas a partir destes estudos. Com
0 objetivo de elucidar altera¢cBes foliculares e hormonais envolvidas na sub-fertilidade
das mulheres com endometriose e a proposicdo de tratamentos mais racionais e

acessiveis propomos a realizagéo desta pesquisa.



REVISAO DA LITERATURA

Aspectos gerais da endometriose

A endometriose, tecido glandular e estroma endometriais fora da cavidade
uterina, (OLIVE & SCHWARTZ, 1993; KONINCKX, 1994; NISOLLE & DONNEZ, 1997)
foi descrita pela primeira vez em 1860 por Rokitansky. Em 1927, SAMPSON foi o
primeiro a caracterizar a endometriose como uma patologia responsavel por alteracdes
na pelve feminina. J4, LEYENDECKER, 1998, discute a endometriose como doenga
da unidade endometrial-subendometrial. A etiopatogenia da endometriose esta
baseada em teorias, as mais conhecidas; da metaplasia celdmica, dos implantes

ectopicos e da inducgédo de células multipotenciais.

Estima-se que 10% a 15% da populagdo feminina apresenta endometriose
(MUSE & WILSON, 1982; BANCROFT, WILLIAMS, ELSTEIN, 1989; OLIVE &
SCHWARTZ, 1993), uma patologia de importancia clinica ginecoldgica e na medicina
reprodutiva sendo foco de constantes pesquisas (LEYENDECKER et al. 1999). A
associacdo entre endometriose e infertilidade é bem estabelecida, mulheres com
endometriose tem 20 vezes mais chances de serem inférteis (MUSE, 1982, BARACAT,
1995, KONINCKX,1994). Trinta a sessenta por cento das pacientes com endometriose
apresentam infertilidade associada (KISTNER, 1975; OLIVE & SCHWARTZ, 1993;

BANCROFT, WILLIAMS, ELSTEIN, 1989; KONINCKX, 1994).

A endometriose foi o principal achado laparoscépico em pacientes com dor
pélvica e o segundo diagnéstico entre as com infertilidade no Servico de Ginecologia

e Obstetricia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (PALMA DIAS et al., 1995).



Pacientes com infertilidade e endometriose moderada ou severa, segundo a
classificacdo da Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM, 1995)
(Classificacdo em Anexo), apresentam um substrato anatbmico para sua
incapacidade de gestar, tem uma apresentacdo mais evidente desta patologia. Para a
etiologia da infertilidade de pacientes com endometriose minima ou leve séo
propostos varios mecanismos, sem ter, até o momento, uma definicdo clara a respeito
(MUSE & WILSON, 1982; OLIVE & HANEY, 1986; CANDIANI et al., 1991; INOUE et

al., 1992; OLIVE & SCHWARTZ, 1993; SHAW et al., 1995).

Aspectos hormonais na endometriose

Alteracbes hormonais foram descritas por varios autores em diferentes
estudos, tentando relacionar as alteracfes existentes e a incapacidade de gestar das
pacientes com endometriose. Foram encontradas anormalidades na secrecdo de
progesterona, estradiol, prolactina e na funcdo litea das pacientes inférteis com
endometriose, porém os achados sdo conflitantes. A endometriose também foi
associada com anovulacdo (SOULES et al.,1976; DMOWSKI, RAO, SCOMMEGNA,
1980). Comparando pacientes com e sem endometriose  observou-se uma
prevaléncia superior de foliculo ndo roto entre pacientes com endometriose (MIO et
al.,, 1992). Pacientes com endometriose teriam secrecdo andmala de hormonio
Luteinizante (LH) (CHEENSMAN et al, 1982 e 1983; PITTAWAY et al.,, 1983;
ROMBERG, KAUPPILA, RAJANIEMI, 1984 e AYERS, BIRENBAUM, MENON, 1987),
enquanto outros autores nao verificaram diferenca significativa na prevaléncia de
insuficiéncia litea e endometriose (MATORRAS et .al., 1995). A alteracdo na
secrecdo de estradiol e progesterona pode ser alguma das alteracdes hormonais de

pacientes com endometriose minima (TUMMON et al., 1988; BARRY-KINSELLA et



al., 1993).

Autores relacionam aspectos hormonais das pacientes com endometriose a
segunda fase de seu ciclo, que foi menor em relagdo ao grupo controle e a secrecao
de progesterona ocorreu apenas dois dias apos a secrecdo maxima de LH. Quando
da realizagdo da bidpsia de endométrio, nestas pacientes, cerca de 25% das
pacientes com endometriose apresentaram endométrio fora de fase e em apenas 21%
a identificacdo caracteristica de ovulagao foi feita por ocasido da laparoscopia, contra
94% do grupo controle. Os autores concluiram que as pacientes com endometriose
apresentam alteracdes da secrecdo de progesterona com provavel anormalidade
ovulatéria. Contudo, as medidas séricas de progesterona total, estradiol e LH néo

foram diferentes entre os grupos (BROSENS, KONINCKX, 1994).

A presenca da associacdo entre endometriose, hiperprolactinemia e
insuficiéncia litea foi descrita como possivel causa de infertilidade no grupo de
paciente sem dano tubario, por uma disfuncdo ovulatéria (CUNHA-FILHO et al.,
2001). Estes estudos apontam que pacientes com endometriose minima e leve
apresentam alteracfes na fase folicular precoce caracterizada pela diminuicdo dos
niveis séricos de estradiol bem como pela prevaléncia de hiperprolactinemia e
insuficiéncia latea. Além disso, estas pacientes tém uma alteracdo na secre¢do de
prolactina apds estimulo com hormonio tireotréfico (TRH), com deficiéncia da fase

latea (CUNHA-FILHO et al., 2001, 2002, 2003).



Endometriose e reproducéo assistida

Pacientes com endometriose submetidas a técnicas de reproducdo assistida
apresentam diferente resposta ao tratamento dependendo da severidade da

endometriose (DOKRAS et al.,1999).

Em ciclos estimulados, avaliando-se pacientes com endometriose,
concentracao sérica de esterdides e qualidade do embrido, a taxa de implantacao
embrionaria foi menor neste grupo de pacientes com diminuicdo da taxa de
fertilizacdo, levantando a controvérsia das possiveis causas desta reducdo, a
qualidade do embrido ou o seu ambiente. Analisando o embrido de pacientes
submetidas a fertilizag&o in vitro com e sem endometriose, ocorreu uma diferenga
significativa no numero de blastbmeros, que foi menor nas pacientes com
endometriose quando comparadas aos seus controles, o que pode sugerir alteragcdes
oocitaria, resultando em embrides com menor habilidade de divisdo -celular

(PELLICER et al., 1998).

Recentemente, em meta-analise demonstrou-se que pacientes com
endometriose tém uma diminuicdo de 20% na chance de gravidez apos fertilizagdo in
vitro se comparadas ao grupo de mulheres sem esta patologia. Em analise
multivariada foi demonstrada uma diminuicdo nas taxas de fertilizacdo, implantacdo e
diminuicdo de odcitos. E, ainda, descrevem que as pacientes com endometriose
severa tem chance menor de gestar que as com endometriose minima. As pacientes
com endometriose e infertilidade tem uma resposta pior as técnicas de reproducao
assistida. Os autores concluem que esta diminuicdo é em decorréncia de alteracbes

oocitarias e do desenvolvimento embrionario (BARNHART, 2002).
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Endometriose e ambiente folicular

Em estudo avaliando a qualidade do ambiente folicular e o desenvolvimento
embrionario em pacientes com endometriose, foi observado que alteragdes no fluido
folicular destas pacientes estdo associadas a infertilidade deste grupo, estes autores
também evidenciaram alteragbes oocitarias e embrionarias com consequente
diminuicdo na capacidade de implantacdo (GARRIDO et al, 2000). A concentracdo
folicular de estradiol estaria associada a marcador da qualidade oocitaria em

pacientes com endometriose (WUNDER et al., 2005).

As diferencas encontradas nos niveis de proteina carreadora de IGF (IGFBP-
1) no fluido folicular de pacientes inférteis com endometriose moderada e severa
(LEMOS, 2002; CUNHA-FILHO et al., 2003) reforcam a idéia da associacdo destes
marcadores a funcéo reprodutiva (JONES & CLEMMOS,1995; GIUDICE et al.1990;
KAWANO et al., 1997; ADASHI,1995; YOSHIMURA,1998). As pacientes com
endometriose moderada e severa apresentaram niveis de IGFBP-1 menor quando
comparadas aos demais grupos, podendo esta diminuicdo estar associada a funcao

paracrina destes marcadores neste grupo de pacientes.

Na literatura, estudos relatam o papel do sistema fatores de crescimento-
proteinas carreadoras (IGF-IGFBP) na fisiologia ovariana (CUNHA-FILHO et al.,
2005), os IGF-1 estimulam a maturaridade de foliculos/odcitos in vitro e as IGFBP-1
inibem a inducdo da ovulacdo e maturacdo de odcitos por neutralizarem os IGF-1

(ADASHI,1995; YOSHIMURA,1998).

Os niveis de IGF-1 no liquido peritoneal sdo maiores em pacientes com
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endometriose e a propor¢do de IGFBP-2 e 3 menor (KIM et al.,2000). Os niveis
séricos de IGF-1 sdo superiores aos de pacientes submetidas a esterilizagao tubaria
(GURGAN et al.,1999), estes achados podem ser associados ao desenvolvimento de

endométrio ectopico e infertilidade em pacientes com endometriose.

As IGFBPs séo descritas como moduladoras do efeito dos IGFs na acéo
ovariana. A expressdo de IGFBPs ocorre através do hormonio foliculo estimulante
(FSH) e dos IGFs. As IGFBPs séo descritas como moduladoras do efeito dos IGFs na
acao ovariana (YEN et al.,1999). Analisando o fator de diferenciacdo de crescimento-9
(GDF-9), proteina 6ssea morfogenética-15 (BMP-15), IGFBP-4 e proteina plasmatica
associada a gestagcdo-A (PAPP-A), os autores encontraram que a expressdo das
concentragdes de GDF-9 e da BMP-15 estdo envolvidas na fungéo ovariana e séo
obrigatérios para a foliculogénese humana. A PAPP-A é um marcador do foliculo
dominante e produto do corpo Iuteo, com atividade reguladora de FSH na

foliculogénese e na luteogénese (ERICKSON et al., 2001).

Em estudo avaliando a concentracdo de hormdnios esterides (Estradiol e
Progesterona), PAPP-A, IGFBP-4 e leptina no fluido folicular de pacientes inférteis
com e sem endometriose, a concentracdo de estradiol foi significativamente maior no
grupo de pacientes sem endometriose, 0os demais marcadores ndo apresentaram
diferencas entre os grupos (WUNDER et al, 2005). Os niveis de PAPP-A foram
significativamente maiores em pacientes com endometriose quando avaliadas
concentracoes no fluido peritoneal, e o grau de elevacéo, foi associado a extenséo da

doenca (ARICI et al, 2003).

12



Reserva ovariana

A avaliacdo da reserva ovariana, com o objetivo de determinar o prognéstico
reprodutivo, tem como parametros a coorte folicular (foliculos antrais) e concentracéo

sérica hormonal (VELDE et. al., 1998, VISSER et al., 2006).

A dinamica folicular e o desenvolvimento oocitario tém sido exaustivamente
estudados, GOUGEON em 1986 propds uma classificacdo do complexo folicular que
engloba as células da granulosa e o diametro folicular médio, dividindo os foliculos em
oito classes, dando uma idéia da dindmica do desenvolvimento oocitario e do

processo de atresia.

Para compreensdo do processo de recrutamento (que ocorre durante a fase
litea final), selecao (folicular inicial), dominéncia (folicular média) e maturacéo
oocitaria (folicular tardia) € fundamental o entendimento da secrecdo das

gonadotrofinas, esteréides e peptideos ovarianos (GOUGEON, 1986).

As inibinas, peptideos produzidos e secretados pelas células da granulosa do
ovario, séo proteinas heterodiméricas com sub-unidades a ligada a sub-unidades B,
ou Py, caracterizando a inibina A ou B, respectivamente. Estas proteinas tém como
principal caracteristica a inibicdo da secre¢cdo do FSH e séo secretadas de forma
continua e regular durante o ciclo menstrual. Na primeira fase do ciclo, a inibina B é
secretada de pelo foliculo dominante com objetivo de inibir o FSH, facilitando a atresia

dos demais foliculos (GROOME,1996, LAVEN & FAUSER, 2004).
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No inicio da fase folicular, as células da granulosa irdo produzir estradiol e
inibina B e alguns fatores de crescimento, como o IGF-1 e o IGF-2. Quando um
foliculo adquirir aproximadamente 7-10 mm, este serd mais sensivel ao estimulo de
FSH e inibird o crescimento dos demais, teremos entdo a dominancia folicular. Tal
fendbmeno ocorre, aproximadamente, no meio da fase folicular, o foliculo amadurecera
as custas do FSH e de fatores paracrinos e autocrinos, até a sua maturacao final que
ocorre apoés o pico de LH pela acdo do estradiol (FAUSER & HEUSDEN, 1997,YEN,

1999).

No processo reprodutivo, varios fatores e seqléncias fisiologicas séo
fundamentais para seu éxito: hipotdlamo, com adequada liberagcdo do hormdnio
liberador de gonadotrofinas (GnRH); a hipdfise, liberando FSH e LH e o ovario que,
além de responder aos estimulos externos, deve secretar, de forma correta e
coordenada, ndo somente os horménios esterdides (estr6geno e progesterona), mas,
também, fatores locais de auto-regulacdo (IGFs e prostaglandinas) e de regulacdo

central (inibinas e ativinas) (GROOME, 1996, YEN, 1999).

O horménio antimulleriano (HAM) é um fator de crescimento, que no ovario se
expressa através dos foliculos primordiais inibidos pela resposta ao FSH, nas células
da granulosa (VISSER et al, 2006). A concentracdo de HAM em foliculos pré-antrais e
precoces (MULDERS et al., 2004), (ELDAR-GEVA et al., 2005, FANCHIN et al., 2005,
VISSER & THEMMEN, 2005) e a inibina B podem servir como marcadores da
reserva ovariana e estdo associados com o numero de foliculos selecionaveis
(VISSER et al, 2006, LAVEN & FAUSER, 2004 ). Recentemente, foi descrita a
sensibilidade da concentracdo de HAM durante a fase folicular precoce, refletindo o

namero de foliculos precoces (FANCHIN et al.,2003). Estudos relacionando a
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concentracdo de HAM e reserva ovariana de pacientes pré e pOs-menopausicas,
relatam uma diminuicdo deste hormonio com a idade, estando correlacionado ao
namero de foliculos pré-antrais e idade das pacientes e, menos a concentracao de
FSH (FANCHIN et al.,2005). Quando avaliada a concentracdo do HAM, produzida
pelo ovario, durante ciclo menstrual normal, este apresenta um potencial no papel da

regulacéo paracrina da ovulacdo (COOK et al., 2000).

Em estudo comparando inibina B com marcadores convencionais da reserva
ovariana em reproducédo assistida, os autores concluem que a inibina B apresenta alta
sensibilidade e especificidade como marcador da reserva ovariana (FICICIOGLU et

al., 2003).

Outro autores consideram o HAM como melhor marcador de reserva ovariana
gue o FSH (TREMELLEN et al., 2005). A concentracdo de HAM é aumentada em
pacientes em idade fértil e diminuida em ciclos anovulatérios (MULDERS et al., 2004).
Consequentemente, aquelas mulheres com alteragbes hormonais envolvendo estes
peptideos terdo um prognéstico reprodutivo comprometido. Estudo avaliando a
resposta a técnicas reprodutivas a marcadores de reserva ovariana, 0s autores
acreditam que o HAM é bom marcador da resposta a técnica (MUTTUKRISHNA et

al., 2005).
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Coorte Folicular

O conhecimento da dindmica do crescimento e atresia folicular e dos fatores
de regulacdo do ciclo menstrual da mulher s&o necesséarios para aplicacdo de

protocolos de inducéo da ovulacdo (FAUSER & HEUSDEN, 1997).

Os odcitos sdo detectados na vida fetal ocorrendo deple¢cdo durante o
desenvolvimento. Ao nascer, estdo presentes na mulher um milhdo de foliculos
primordiais, na menacme, aproximadamente, meio milhdo, que constituem a reserva
ovariana e iniciam processo de diminuicdo a partir dos trinta e cinco anos de idade. Os
ciclos espontadneos ou medicados tem além das gonadotrofinas (LH e FSH) varios
fatores produzidos no foliculo e dependentes do odcito que irdo regular o crescimento

e a atresia folicular (FAUSER & HEUSDEN, 1997).

Os foliculos primordiais sdo continuamente estimulados, mas a maioria apos
leve crescimento, aproximadamente 1 mm, sofre atresia. Os foliculos antrais (classe 2
de Gougeon) com 2 a 4 mm podem ser visualizados pelo exame de ultra-sonografia,
representam os foliculos selecionaveis, sendo, ainda neste momento, FSH

independente (FAUSER & HEUSDEN, 1997).

Varios autores sugerem que a contagem dos foliculos selecionaveis pela
ecografia no inicio da fase folicular possa servir como teste de reserva ovariana
independente de outros parametros; principalmente em ciclos induzidos para
reproducdo assistida. Em recente meta-analise, avaliando o numero de foliculos
selecionaveis e a dosagem sérica de FSH, em pacientes submetidas a FIV como

avaliacdo de reserva ovariana foi concluido que a coorte folicular é essencial na
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avaliacdo da resposta ovariana a FIV, devendo ser considerada como parametro inicial

da reserva ovariana (HENDRIKS et al., 2005).

No seguimento do ciclo menstrual, em conseqiiéncia da elevacdo do FSH,
enquanto a concentracdo de estrogénio € baixa, ocorre o recrutamento folicular;
guando um grupo de foliculos inicia crescimento, destes apenas um sofre maturagdo e
rotura. O crescimento folicular € um processo longo, o foliculo ovulatério € originario
da diferenciacéo da coorte folicular, cujo crescimento é dependente de varios fatores

(GOUGEON, 1986, FAUSER & HEUSDEN, 1997).

A concentracdo de HAM esté envolvida na foliculogénese e por sua expressao
ocorrer através dos foliculos pré-antrais se destaca quando comparado a outros
marcadores da reserva ovariana, sendo um promissor marcador (FANCHIN et
al.,2003). Em estudo correlacionando as concentracfes séricas de HAM, inibina B ,
estradiol, FSH e LH no terceiro dia do ciclo menstrual e niamero de foliculos pré-
antrais, acompanhando o didmetro folicular por ultra-sonografia (2 a 10mm), os niveis
séricos de HAM foram mais fortemente relacionados com contagem folicular,
sugerindo este horménio como potencial marcador da reserva ovariana (FANCHIN et

al.,2003).

A avaliacdo do crescimento folicular e niveis hormonais no terceiro dia do ciclo
menstrual sdo utilizados para medir o “status” ovariano. Em estudo comparando o
namero de foliculos pré-antrais ao ultra-som e niveis séricos de estradiol, inibina B e
FSH em pacientes inférteis que receberam 17-beta-estradiol do vigésimo dia do ciclo

anterior até o primeiro dia do ciclo em analise e seus controles, nos trés dias apos o
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uso do horménio e no terceiro dia das pacientes do grupo controle, foi observada
correlagdo hormonal-folicular na terceira medida e no terceiro dia, sendo a correlagéo
mais evidente entre FSH, inibina B e contagem folicular mensurados na terceira

medida das pacientes em estudo (FANCHIN et al., 2003).

As alteracdes de regulacdo hormonal sdo evidentes em pacientes inférteis
com endometriose, assim como as alteracdes de fertilizacdo e qualidade oocitaria.
Alteracbes da ovulacdo decorrentes da reserva ovariana e do desenvolvimento
folicular podem ser responsaveis pelo prognéstico da funcao reprodutiva de pacientes
com endometriose. A literatura, até o presente momento, é deficitaria em estudos
analisando a reserva ovariana de pacientes inférteis com endometriose, propomos,

entéo o presente estudo.
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OBJETIVOS

Principal:

- AVALIAR A RESERVA OVARIANA DE MULHERES INFERTEIS

COM ENDOMETRIOSE MINIMA E LEVE

Secundarios:

- COMPARAR OS NIVEIS SERICOS DE ESTRADIOL, FSH E FAM
EM MULHERES INFERTEIS COM ENDOMETRIOSE MINIMA OU LEVE E

OBSTRUCAO TUBARIA.

- COMPARAR A COORTE FOLICULAR (DIAMETRO MEDIO E
DESVIO PADRAO) EM MULHERES INFERTEIS COM ENDOMETRIOSE

MINIMA OU LEVE E OBSTRUGAO TUBARIA.

- COMPARAR O NUMERO DE FOLICULOS SELECIONAVEIS EM
MULHERES INFERTEIS COM ENDOMETRIOSE MINIMA OU LEVE E

OBSTRUCAO TUBARIA.
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ABSTRACT

Objective: To assess the ovarian reserve of infertile patients with endometriosis
through hormonal dosages and follicular cohort.

Design: Cross-sectional prospective study.

Setting: Assisted Reproduction Unit, Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
Brazil.

Patients: Thirty four patients submitted to Infertility investigation between March
2004 and December 2005.

Interventions: Patients were divided into two groups: group |, minimal/mild
endometriosis (n=17) and group Il, tubal obstruction (n=17). We collected all blood
samples in cycle day-3 to measure serum estradiol, FSH and anti-mullerian hormone
levels. In the same day all patients were submitted to transvaginal ultrasound to
determine the ovarian follicular cohort.

Results: Age and BMI were not different between the groups. The groups were
similar in terms of serum estradiol and FSH. However, infertile patients with
endometriosis have a decreased serum anti-mullerian hormone (1.26+0.7) compared to
the control group (2.02+0.72), P=0.004. The analysis of follicular cohort showed that the
number of selectable follicles were similar, but the follicular diameter was different,
P=0.001.

Conclusion: We clearly demonstrated, for the first time, that minimal/mild
endometriosis is associated with a decrease in the follicular ovarian reserve as
measured by anti-mullerian hormone. In addition, the follicular cohort of these patients
is heterogeneous in comparison to the follicular cohort of infertile patients due to tubal

cause. Our data is the first direct evidence showing an important role of endometriosis
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in the follicular status and ovarian reserve which could explain the sub-fertility in this
group of patient.

Keywords: FSH, estradiol, AMH, selectable follicles, endometriosis, infertility
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INTRODUCTION

Endometriosis is a prevalent disease usually associated with sub-fertility
(Kistner, 1975;Muse, 1982; Koninckx, 1994). Moreover, even using assisted
reproductive techniques infertile patients with endometriosis have a poorer prognosis

compared to tubal obstruction (Barnhart et al., 2002).

Patients with minimal and mild endometriosis are related to sub-fertility due to

several mechanisms, including some hormonal/ovarian dysfunctions.

We demonstrate that patients with minimal/mild endometriosis presented altered
prolactin secretion after thyrotrophic-releasing hormone administration, with a higher
prevalence of defects in the luteal phase. In addition, we also demonstrate that
endometriosis is associated with a decreased IGFBP-1 in follicular fluid (Cunha-Filho et

al., 2003, Cunha-Filho et al., 2002, Cunha-Filho et al., 2001).

To asses an ovarian reserve, classically, early follicular phase serum levels of
FSH, inhibin B and estradiol have been measured. Inhibin B is predominantly produced
by early healthy antral follicles during the luteo-follicular transition of the menstrual
cycle (Laven and Fauser, 2004). Inhibin B is predominantly produced by early healthy
antral follicles during the luteo-follicular transition of the menstrual cycle. High inhibin B
concentrations during the early follicular phase are responsible for the decline in FSH
serum levels closing the FSH window and assuring single dominant follicle selection in

the human. Early follicular phase inhibin B levels decrease over time, reflecting the
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recruitment of a diminished cohort of follicles with ovarian ageing. Hence, inhibin B is a

predictor of poor response in IVF (Laven and Fauser, 2004).

In addition, the assessment of the number of antral follicles by ultrasonography
may also predict the number of retrieved oocytes after controlled ovarian
hyperstimulation (Velde et. al., 1998, Visser et al., 2006). Early antral follicles were
counted at ultrasound and may represent an alternative test of ovarian follicular status
(Fanchin, 2003). A recent meta-analysis concluded antral follicle count might be
considered the test of first choice in the assessment of ovarian reserve prior to IVF

(Hendriks, 2005).

AMH is produced by small early antral follicles and is strongly connected to
ovarian reserve and reproductive outcomes. In vivo and in vitro studies showed that
AMH has an inhibitory effect on primordial follicle recruitment and it decreases the
sensitivity of follicles for the FSH-dependent selection for dominance. Besides its
functional role in the ovary, AMH serum level serves as an excellent candidate marker
of ovarian reserve (Eldar-Geva et al., 2005, Fanchin et al., 2005, Visser and Themmen,
2005). Plasma AMH assessments are superior to FSH in identifying women with
reduced ovarian reserve. AMH assessment should be considered as a useful adjunct
to FSH/estradiol levels and antral follicle count when estimating ovarian reserve
(Tremellen et al.,2005) and AMH has been shown to be a useful marker for ovarian
ageing (Mulders et al., 2004). AMH is the best single marker of ovarian response to

gonadotrophin stimulation (Muttukrishna et al., 2004).
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Others authors concluded that serum AMH measurements on cycle day 3 is a
better predictor of the number of early antral follicles than conventional hormone
measurements. Those investigators included future clinical applications of AMH
measurements in evaluating the fertility potential of women and monitoring infertility

treatments (Fanchin et al., 2005).

The aim of our study is to elucidate the effect of minimal/mild endometriosis in
follicular cohort and ovarian reserve, measuring serum estradiol, FSH and AMH levels

and the number of selectable follicles on cycle day-3.

MATERIALS AND METHODS

Design

We performed a cross-sectional prospective study.

Subjects
Patients were divided into two groups: group | (study group) patients with
minimal or mild endometriosis (n=17); group Il, patients with tubal obstruction (controls)

(n=17).

All patients were undergoing routine exploration and laparoscopy for

investigation of infertility; the procedure was always performed by the same

investigator. Endometriosis staging was performed according to the classification of
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The American Society for Reproductive Medicine (1985). All patients have regular

menses, normal sperm analysis, TSH and PRL into normal range and BMI < 27 Kg/m?.

The following exclusion criteria were established: 1) patients with previous
endocrine disorders; 2) cases in which the cause for infertility was other than

endometriosis (except for patients with tubal obstruction, in the control group).

Measurements

We collected all blood samples on cycle day-3 to measure serum estradiol, FSH
and AMH. In the same day all patients were submitted to transvaginal ultrasound to
determine the ovarian follicular cohort, measuring number and diameter of all
selectable follicles. The plasma was centrifuged at 2500 rpm and frozen at —80 °C for
posterior analysis. Patients were informed about the procedures and spontaneously
signed an informed consent form. The research project was approved by the Ethics

Committee and registered at the Graduate Research Group of the hospital.

Serum analysis was performed at the radioimmunoassay laboratory of Hospital

de Clinicas the Porto Alegre, Brazil, with specific kits.

Serum FSH and estradiol levels  were determined using
eletrochemiluminescence detection (Systems Elecsys®, Roche) and serum AMH were
determined using an ultra sensitive enzyme-linked immunossorbent assay (ELISA)
(ACTIVE®, DSL, Texas, USA). The respective coefficients of variability were: For

AMH, functional sensitivity was 0.2 ng/ml and intra-assay and inter-assay CV were 4
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and 8% respectively. For estradiol, functional sensitivity was 15 pg/ml and intra-assay
and inter-assay CV were 5%. For FSH, functional sensitivity was 0.1 mlU/ml and intra-

assay and inter-assay CV were 3 and 5% respectively.

Statistics

The two-tailed student t test was used to analyze continuous data, whereas qui-
square or Fisher's exact test were used for categorical data. P-value < 0.05 was

considered statistically significant.

The power calculation before this study protocol required the inclusion of 30

patients for a PR=80%, considering mean follicular diameter as the primary endpoint.
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RESULTS

Clinical characteristics from both groups were similar.The mean age for the
study group were 29+5 and 30.7+3.6 for the control group, P=0.227. Moreover, body

mass index (22.2+2 and 22+2.4, P=0.472) were also similar between the groups.

Table | shows data related to the analysis of blood samples in cycle day-3 to
measure serum estradiol and FSH. Moreover, the transvaginal ultrasound to determine
the number and diameter of all selectable follicles are shown in Table Il. The groups
were similar in terms of serum estradiol (85,5 and 81 Cl 95%) P=0.09 and FSH (5.2+1.8
and 4.9+1 1U/ml) P=0.245.In addition, the number of selectable follicles were similar
(104 and 10+6) P=0.210, but the follicular diameter was different (5.7+2.4 and
4.6+1.5) P=0.001. Furthermore, using the Levene's test to compare its standard
deviation, the groups were discrepant, showing a heterogeneous follicular cohort,

(P=0.001).

Figure 1 shows that infertile patients with endometriosis have a decreased

serum anti-mullerian hormone (1.26+0.7ng/ml) compared to the control group

(2.02+0.72ng/ml), P=0.004.
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DISCUSSION

All groups were comparables in terms of age, BMI, day-3 oestradiol and FSH.
However, infertile patients with minimal and mild endometriosis have lower serum AMH
levels on day-3. In addition, these patients have also the follicular cohort more
heterogeneous and its follicular diameter are larger than infertile patients with tubal
obstruction. Our reserch domonstrated that, instead of these hormonal abnormalities,

the number of selectables follicles was not modified by the presence of endometriosis.

The difference found in serum anti-mullerian hormone (AMH) levels reinforce
the idea that infertile patients with minimal/mild endometriosis have their ovarian

reserve altered.

Minimal and mild endometriosis is related to sub-fertility due to several
mechanisms, including some hormonal/ovarian dysfunctions. Those patients can
present an altered LH and prolactin secretion, reduced ability of the pre-ovulatory
follicle, an oocyte dysfunction, and an altered luteal function (Cahill and Hull, 2000;
Cunha-Filho et al.,2002). Other group of researchers showed that endometriosis could
affect the reproductive outcome resulting in low quality embryos, with reduced
implantation rates (Garrido et al., 2000). The heterogeneous follicular cohort
demonstrated in this study reinforces these hypotheses, that endometriosis could be

linked to an altered ovarian milieu and, consequently, the follicular development.

Throughout life, follicles leave the primordial follicle pool to enter the growing

pool. The majority of these growing follicles will be lost as a result of artesian, unless
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they are rescued by FSH after puberty. Among the cohort of rescued follicles, only one
follicle is selected to become the dominant follicle, which will ovulate under the
influence of LH. To assess an individual's ovarian reserve, early follicular phase serum
levels of FSH, inhibin B and estradiol have been measured, because a different factors
relation of the pituitary-gonadal axis to their serum levels are not independent of each
other. However, assessment of the number of antral follicles by ultrasonography, the
antral follicle count, and best predicts the quantitative aspect of ovarian but requires an
additional transvaginal ultrasound (Visser et al., 2006). Therefore, AMH may represent
a more independent and reliable marker of early antral follicle activity than inhibin B and
estradiol, and FSH on cycle day 3 (Fanchin, 2005). Plasma AMH assessments are
superior to FSH in identifying women with reduced ovarian reserve (Mulders et al.,

2004).

The study evaluated basal and dynamic hormonal markers FSH, inhibin B,
estradiol and AMH during the follicular phase and luteal phase of the menstrual cycle
and ultrasonic ovarian morphology as predictors of IVF outcome only AMH showed a
significant difference between pregnant and non-pregnant women at both cycle phases
(Eldar et al, 2005). Studied to compare the intercycle reproducibility of AMH
measurements with that of other markers of ovarian follicular status is in keeping with
its peculiar production by follicles at several developmental stages, suggest AMH a
marker of ovarian fertility potential (Fanchin, 2005). AMH assessment should be
considered as a useful adjunct to FSH/estradiol levels and antral follicle count when
estimating ovarian reserve (Tremellen et al., 2005). In recent observation indicate AMH

can be used as a marker for ovarian ageing (Rooij et al., 2002). AMH as a marker for
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ovarian ageing and as a marker of ovarian hyperstimulation of FIV (Pefarrubia et al.,
2005).

AMH is the best single marker of ovarian response to gonadotrophin stimulation
(Muttukrishna et al., 2004). Inhibin B is predominantly produced by early healthy antral
follicles during the luteo-follicular transition of the menstrual cycle (Laven and Fauser,
2004). High inhibin B concentrations during the early follicular phase are responsible for
the decline in FSH serum levels closing the FSH window and assuring single dominant
follicle selection in the human. Early follicular phase inhibin B levels decrease over
time, reflecting the recruitment of a diminished cohort of follicles with ovarian ageing.
Hence, inhibin B is a predictor of poor response in IVF (Laven and Fauser, 2004). In
study compared serum AMH, inhibin B, estradiol and FSH measurements and early
antral follicle on infertile women concluded of AMH is marker of ovarian fertility potential
(Fanchin et al., 2005). Other author investigate this measurement for ovarian
menopausal and concluded of AMH may be a novel marker for ovarian ageing (Vet et

al., 2002)

AMH produced by growing pre-antral and early antral ovarian follicles (Mulders
et al.,2004), is expressed in pre- and small-antral follicles (Eldar-Geva et al., 2005). A
different produce to AMH from pacients with endometriosis disease was associate with
follicular cohort. A concentration of AMH levels were more robustly correlated with the
number of early antral follicles than inhibin B, E2, FSH and LH on cycle day 3. This suggests
that AMH may reflect ovarian follicular status better than the usual hormone markers

(Fanchin, 2003).

Serum AMH levels decline gradually during multiple follicular maturation,

reflecting the reduction in the number of small antral follicles due to controlled ovarian
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hyperstimulation. AMH is preferentialy and constantly secreted by small antral follicles
during controlled ovarian hyperstimulation support to the hypothesis that differentiation
of granulosa cells during follicular growth is likely to alter their of expressing AMH
(Fanchin, 2003). The of AMH serum level increase in polycystic ovary syndrome, AMH
could be a good predictor of ovarian stimulation (PIGNY et al.,, 2006) . The present
study demonstrated that patients with minimal/mild endometriosis presented the

follicular cohort heterogeneous.

In conclusion, patients with minimal/mild endometriosis presented a decreased
level of serum AMH. Moreover, the follicular cohort in those patients were
heterogeneous compared to infertile patients with tubal obstruction, this finding may be
associated with a poorer results in terms of controlled ovarian hyperstimulation. Our
data is the first direct evidence showing an important role of endometriosis in the
follicular status and ovarian reserve which could explain the sub-fertility in this group of

patient.
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Table I. Serum levels of Estradiol (values are expressed as medians and 95%

confidence intervals) and FSH (values are expressed as mean and std. deviation)

Group | Group Il Statistics
(n=17) (n=17) P
Estradiol (pg/ml) 85.5 81 0.09
(73.3-13.3) (65-137)
FSH (IU/ml) 523+1.8 4881 0.245
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Table Il. Number of selectable follicles and follicular diameter: t-test (values are

expressed as mean and std. deviation)

Group | Group Il Statistics
(n=17) (n=17) P
Number of selectable 10+ 4 10+ 6 0.210
follicles
Follicular diameter 57+24 46+15 0.001
(mm)
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Figure 1. Serum anti-Mullerian level (ng/ml) comparison between infertile patients
with minimal/mild endometriosis and infertile patients with tubal obstruction (without
endometriosis). The box represents the interquartile range which contains the 50% of
values. The whiskers are lines that extend from the box to the highest and lowest

values, excluding outliers. A line across the box indicates the median. (P=0.004)

Serum anti-Mullerian hormone level (ng/ml)

T T
endometriosis no-endometriosis

Groups
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RESUMO

Objetivos: Avaliar a reserva ovariana de pacientes inférteis com endometriose
minima e leve através da concentracao de Estradiol, FSH, HAM e coorte folicular.

Delineamento: Estudo Transversal

Local de Realizacdo: Setor de Reproducao Assistida-Hospital de Clinicas de
Porto Alegre

Pacientes: Foram alocadas 34 pacientes inférteis com endometriose minima e
leve e de causa tubéria.

Metodologia: As pacientes foram divididas em dois grupos, o grupo | formado
por 17 pacientes inférteis com endometriose minima e leve (grupo em estudo) e o
grupo Il por 17 pacientes inférteis de causa tubaria (grupo controle). As pacientes
realizaram coletas de plasma no terceiro dia do ciclo menstrual para avaliar a reserva
ovariana e ultra-sonografia para avaliar o ndmero de foliculos selecionaveis e o

didmetro dos mesmos.

Resultados: A idade e o IMC entre os grupos ndo apresentou diferencas
significativas. Da mesma forma, a concentracdo de Estradiol e FSH também foi similar
entre os grupos. Entretanto as pacientes com endometriose apresentaram uma
concentracao diminuida de FAM (1,26+0.7) comparada ao grupo controle (2.02+0.72),
P=0.004. O namero de foliculos selecionaveis foi semelhante entre os grupos, todavia
o didmetro folicular foi diferente entre os grupos P=0.001.

Conclusédo: Neste estudo foi demonstrado que pacientes com endometriose
minima e leve tem uma diminuicdo da reserva ovariana quando medida a
concentracdo de HAM. Além deste fator estas pacientes apresentam uma

heterogeneidade folicular quando comparadas a pacientes com obstrucdo tubaria.
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Evidenciando, neste estudo, a associacdo do “status” folicular e a reserva ovariana
com a sub-fertilidade das pacientes com endometriose.
Palavras chave: FSH, estradiol, HAM, foliculos selecionaveis, endometriose e

infertilidade
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INTRODUCAO

A endometriose tem alta prevaléncia na populagcdo feminina e esta associada a
sub-fertiidade destas pacientes (Kistner, 1975;Muse, 1982; Koninckx, 1994).
Pacientes com endometriose quando submetidas a técnicas de reproducao assistida

tem menos chance de gestacdo que as demais (Barnhart et al., 2002).

Para a etiologia da sub-fertilidade de pacientes com endometriose minima ou

leve sdo propostos varios mecanismos, incluindo alterac6es hormonais e ovarianas.

Alterac6es hormonais foram descritas por varios autores em diferentes estudos,
tentando relacionar as alteracdes existentes e a incapacidade de gestar das pacientes
com endometriose. A presenca da associacdo entre endometriose, hiperprolactinemia
e insuficiéncia lutea recentemente foi descrita como possivel causa de infertilidade no
grupo de paciente sem dano tubario, por uma disfuncdo ovulatéria As diferencas
encontradas nos niveis de IGFBP-1 no fluido folicular de pacientes inférteis com
endometriose moderada e severa (Cunha-Filho et al., 2001, Cunha-Filho et al., 2002,

Cunha-Filho et al., 2003)

A avaliacdo da reserva ovariana tem como parametros a coorte folicular

(foliculos antrais) e concentracdo hormonal (Velde et. al., 1998, Visser et al., 2006).
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Os niveis séricos de Estradiol, FSH e inibina B avaliam a reserva ovariana na
fase folicular precoce e o controle por ultra-sonografia dos foliculos antrais € o melhor

fator preceptivo da reserva ovariana quantitativamente (Visser et al., 2006).

O hormdnio antimulleriano (HAM) é um fator de crescimento, que no ovario se
expressa através dos foliculos primordiais inibidos pela resposta ao FSH, nas células
da granulosa (Visser et al, 2006)O fator anti-muleriano (FAM) (Eldar-Geva et al., 2005,
Fanchin et al., 2005, Visser e Themmen, 2005) pode servir como marcador da reserva
ovariana e esta associado ao numero de foliculos selecionaveis. Autores consideram
(Tremellen et al.,2005) o FAM como melhor marcador de reserva ovariana que o FSH.
A concentracdo de FAM é aumentada em pacientes em idade fértii com ciclos
anovulatorios (Mulders et al., 2004). Consequentemente, mulheres com alteracbes
hormonais envolvendo estes peptideos terdo um prognostico reprodutivo

comprometido.

Para elucidar o comprometimento da coorte folicular e a reserva ovariana na
endometriose minima e leve, este estudo visa avaliar a concentracdo de Estradiol,
FSH, HAM e dados de ultra-sonografia no terceiro dia do ciclo menstrual destas

pacientes.
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MATERIAL E METODOS

Populacédo em estudo:

Foi realizado um estudo transversal onde foram alocadas 34 pacientes inférteis
com endometriose minima e leve e de causa tubaria no periodo de marco de 2004 a
dezembro de 2005, do setor de reproducao assistida do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. A amostra foi composta por pacientes com ciclo menstrual regular,
espermograma normal, concentracdo de TSH e Prolactina normal e indice de massa
corporal IMC< 27 Kg/m?. As pacientes foram divididas em dois grupos, o grupo |
formado por 17 pacientes inférteis com endometriose minima e leve (grupo em estudo)

e o grupo Il por 17 pacientes inférteis de causa tubaria (grupo controle).

A endometriose foi diagnosticada segundo padrdo-ouro, que consta da
visualizacéo de focos de endometriose pela laparoscopia e, a classificacdo adotada, da
Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva. A obstrucao tubaria, (obstrucéo
tubaria bilateral total) diagnosticada pela dosagem de Clamidia no soro,
histerossanpingografia e laparoscopia diagndstica. Todas as pacientes foram
informadas dos procedimentos e assinaram termo de consentimento p6s-informado de
livre e espontanea vontade. O projeto de pesquisa foi previamente submetido a

Comiss&o de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (02329).

Foram excluidas as pacientes com distirbio enddcrino prévio ou com outra

causa para infertilidade que ndo endometriose, exceto obstrucdo tubaria (grupo

controle).
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Protocolo de Pesquisa

Coleta de dados seguiu o protocolo de pesquisa padronizado, preenchido por
pesquisadores previamente treinados. O mesmo protocolo ja foi testado em estudos
anteriores do Setor de Reproducdo Humana do HCPA, sendo incluidos os fatores
deste estudo. As pacientes foram submetidas & investigacdo de rotina para o casal

infértil.

Ultra-sonografias

As pacientes foram submetidas a ultra-sonografias transvaginal no terceiro dia
do ciclo menstrual, realizada por examinador cego para 0S grupos, as pacientes
ficaram em posicdo ginecoldgica e utilizando um transdutor transvaginal de 7,5 MHz
(Ecografo da marca Kratz, Austria). Foram mensurados, através de ultra-sonografias o

nimero de foliculos selecionaveis e o diametro folicular.

Dosagem sérica

As pacientes realizaram coletas de plasma no terceiro dia do ciclo menstrual
para avaliar a reserva ovariana. O plasma foi centrifugado a 2500 rpm e congelados a
—80°C para posterior analise mediante respectivos kits, de FSH, estradiol e HAM.
Testes de eletroquioluminecéncia para Estradiol (pg/ml) e para FSH (Ul/ml) da Roche®
foram realizados e ELISA para HAM-DSL-10-14400 ACTIVE® ELISA MIS/AMH (DSL,
Texas,USA). Coeficientes de variacdao, HAM 0,02 ng/ml (CV:4-8%), Estradiol, 15pg/ml

(CV:5%) FSH, 0.1Ul/ml (CV: 3-5%).
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Anéalise Estatistica

Foram verificada homocedasticidade da amostra e, realizado teste t de
student para as variaveis continuas e qui-quadrado ou Exato de Fisher par as
variaveis categoricas. O programa estatistico SPSS 14.0 utilizado e a analise dos
dados considerada estatisticamente significativa quando P>0,05. Poder da amostra

de 80%.

RESULTADOS

As caracteristicas clinicas entre os grupos, casos e controles, idade (2945 e

30.743.6), P=0.227 e IMC (22.2+2 and 22+2.4) P=0.472 foram similares.

A tabela | apresenta os dados das dosagens séricas no terceiro dia do ciclo
menstrual, Estradiol e FSH e a tabela Il os achados da ultra-sonografia. Os grupos séo
semelhantes para concentragdo de Estradiol (85,5 e 81 IC 95%) P=0.09 e FSH
(5.2+1.8 e 4.9+1 Ul/ml) P=0.245. Também o numero de foliculos selecionaveis foi
similar entre os grupos (10+4 e 10+6), porém o diametro folicular foi diferente entre os
grupos (5.7£2.4 e 4.6x1.5) P=0.001. Usando teste de Levene para comparagao da
discrepancia entre os grupos, observa-se uma heterogeneidade da coorte folicular

(P=0.001).
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Pacientes com endometriose apresentam uma diminuicdo da concentragdo
sérica de HAM (1.26+0.7ng/ml) quando comparadas aos controles (2.02+0.72ng/ml),
P=0.004.

DISCUSSAO

As caracteristicas clinicas entre os grupos quanto a idade e IMC néo
apresentou diferencas significativas. A concentracdo sérica de Estradiol e FSH

também foi semelhante nos grupos.

A andlise da coorte folicular revelou que o numero de foliculos selecionaveis
nao foi diferente entre os grupos, todavia o diametro folicular diferiu, as pacientes com
endometriose minima e leve tem uma discrepancia e heterogenicidade folicular quando

comparadas as pacientes com dano tubario.

As diferencas encontradas na concentracdo sérica do HAM reforcam a idéia
que pacientes com endometriose minima/leve tem reserva ovariana alterada. Os
resultados encontrados indicam que a dosagem do HAM pode ser marcador de

reserva ovariana (Visser et al., 2006) neste grupo de pacientes.

Pacientes com endometriose minima e leve tem associacdo com sub-
infertilidade através de varios mecanismos, incluindo altera¢cdes hormonais e disfuncéo
ovulatéria. A associagdo com disfuncao pituitaria-ovariana sugere alteracao na funcao
folicular, com LH (horménio luteinizante) e prolactina alterados, uma capacidade
reduzida do foliculo pré-ovulatério, com reducéo da habilidade de fertilizacdo do odécito

e disturbio da funcgéo lutea (Cahill & Hull, 2000; Cunha-Filho et al, 2002). ModificagGes
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em o0d0citos, resultam em embrides de baixa qualidade com reducdo na capacidade de
implantacao (Garrido et al. 2000). A apresentacdo heterogénia do diametro folicular
das pacientes com endometriose deste estudo reforca a associacdo a qualidade dos

foliculos de pacientes com endometriose minima e leve.

No inicio da fase folicular as células da granulosa irdo produzir estradiol e
inibina B e alguns fatores de crescimento, como o IGF-1 e o IGF-2. Quando um
foliculo adquirir aproximadamente 7-10 mm, este serd mais sensivel ao estimulo de
FSH e inibirhd o crescimento dos demais, teremos entdo a dominancia folicular. Tal
fenébmeno ocorre, aproximadamente, no meio da fase folicular, o foliculo amadurecera
as custas do FSH e de fatores paracrinos e autdcrinos, até a sua maturagao final que
ocorre ap6s o pico de LH (mediado pela alteracdo na pulsatiidade do GnRH

hipotalamico) pela agédo do estradiol (Groome, 1996).

O HAM é produzido pelo foliculos pré-antrais e precoces (Mulders et al.,2004),
sua expressao ocorre pelos pré-antrais e pequenos (Eldar-Geva et al., 2005). A
diferenca encontrada na producdo de HAM deste estudo pelas pacientes com
endometriose deve estar associada a coorte folicular apresentada por estas pacientes.
O horménio antimulleriano (HAM) é um fator de crescimento, que no ovario se
expressa através dos foliculos primordiais inibidos pela resposta ao FSH, nas células

da granulosa (Visser et al, 2006).

A concentracdo sérica de HAM em foliculos pré-antrais e precoces (Mulders et

al., 2004), (Eldar-Geva et al., 2005, Fanchin et al., 2005, Visser e Themmen, 2005) e a

inibina B podem servir como marcadores da reserva ovariana e estdo associados com
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o numero de foliculos selecionaveis (Visser et al, 2006, Laven & Fauser, 2004 ).

Em estudo avaliando marcadores de reserva ovariana; FSH, inibina B, estradiol
e HAM durante a fase lutea e folicular do ciclo menstrual e a morfologia ovariana por
ultra-sonografia em ciclos de Fertilizacdo in vitro, encontrou diferenca apenas na
concentracdo de HAM entre as pacientes que gestaram ou ndo em ambas fases do
ciclo (Eldar et al, 2005). Estudos comparando HAM com outros marcadores da reserva

ovariana, revelam que o HAM é potente marcador para fertilidade (Fanchin, 2005).

Este estudo demonstrou que endometriose minima/leve esta associada com
comprometimento da reserva ovariana medida pela concentracdo sérica de HAM.
Também, que a coorte folicular das pacientes com endometriose foi heterogénia, com
maior discrepancia entre os foliculos quando comparadas a pacientes com dano
tubario. A diminuicdo da concentracdo de HAM associa-se as caracteristicas

foliculares, que influenciam na producé&o deste hormaonio.

Concluindo, as pacientes com endometriose minima e leve tem uma diminui¢éo
da reserva ovariana quando medida a concentracdo de HAM. Estas pacientes
apresentam uma heterogeneidade folicular quando comparadas a pacientes com
obstrucdo tubaria. Evidenciando, neste estudo, a associacdo do “status” folicular e a

reserva ovariana com a sub-fertilidade das pacientes com endometriose.

61



Agradecimentos:

Agradecemos o apoio financeiro do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPq); Fundo de Incentivo a Pesquisa (FIPE), Hospital de
Clinicas de Porto Alegre; Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES); e Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Rio Grande do Sul
(FAPERGS),bem como ao suporte para editoracdo, proporcionado pelo Grupo de

Pesquisa e Pos-Graduacédo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

62



Tabela |. Estradiol (Valores expressos em mediana e IC 95%) e FSH (valores

expressos em média e desvio padréo).

Grupo | Grupo Il Estatistica
(n=17) (n=17) P
Estradiol (pg/ml) 85.5 81 0.09
(73.3-13.3) (65-137)
FSH (IU/ml) 523+1.8 4881 0.245
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Tabela Il. Avaliagdo folicular: teste t (valores expressos em média e desvio

padrao).
Grupo | Grupo Il Estatistica
(n=17) (n=17) P
Numero de foliculos 10+ 4 10+ 6 0.210
selecionaveis
Diametro folicular 57+24 46+15 0.001

(mm)
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Figura 1. Comparacgéo da concentracdo sérica de HAM (ng/ml) entre pacientes
inférteis com endometriose minima e leve e obstrucdo tubaria. Onde estdo
representadas os valores em interquartil (50%), sendo a linha tranversa indicativa da

média(P=0.004).
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CONCLUSOES

- Pacientes inférteis com endometriose minima e leve tem uma diminuicao da
reserva ovariana quando medida a concentracdo de HAM comparadas a pacientes

com obstrucao tubaria.

- O diametro folicular médio das pacientes com endometriose minima e leve é

maior quando comparado as pacientes com obstrucao tubaria.

- A coorte folicular de pacientes com endometriose minima e leve é

heterogénea se comparada a coorte folicular de pacientes sem endometriose.

- O namero de foliculos selecionaveis de pacientes com endometriose minima e

leve nao difere das pacientes com obstrucao tubaria.

- A reserva ovariana medida pelos niveis séricos de FSH e estradiol, no terceiro

dia do ciclo menstrual ndo foi diferente entre pacientes com endometriose minima e

leve e sem endometriose.
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PRESPECTIVAS

Nosso grupo segue a linha de pesquisa em Reproducdo Humana -

Endometriose, com as seguintes hip6teses a serem elucidadas:

- Fatores de crescimento do desenvolvimento folicular GDF-9 e BMP15.
Desenvolver estudos que avaliam o envolvimento destes fatores na dinamica folicular

e associacao ao prognéstico reprodutivo das pacientes.

- Estudo do pleiomorfismo de receptor de FSH. Estudos que possam avaliar a

resposta ao FSH, fatores dependentes e ou associados a agdo do FSH. Avaliagédo a

resposta a técnicas de reproducao.

70



ANEXOS
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PROTOCOLO DE PESQUISA

NOME:

REGISTRO:
IDADE:

PESO:

IMC (KG/m2):
GRUPO:

CAUSA TUBARIA ()

ENDOMETRIOSE: () () 1l ()

OUTRAS:

DOSAGENS:
FSH:
Estradiol:

HAM:

V()

ALTURA:
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Gostariamos de convida-la para participar do estudo “Reserva ovariana em
mulheres inférteis com endometriose”, tendo como obijetivo principal a realizacédo
de um trabalho cientifico para a avaliacdo do efeito da endometriose na sua fertilidade.

A realizacdo de laparoscopia faz parte de sua investigacdo de infertilidade de
rotina a chance de ocorrer alguma complicacdo é de 3 para 1033 exames realizados
(BATEMAN et al., 1996). A senhora receberd uma avaliagcao pré-operatdria cuidadosa
antes de submeter-se a laparoscopia sob anestesia geral.

A senhora realizara dosagens de sangue no terceiro dia do ciclo menstrual e
realizara ecografia neste dia.

O risco da senhora € o risco de uma puncgédo venosa, para coleta de sangue.

Eu, , fui informada dos
objetivos especificados acima e da justificativa desta pesquisa, de forma clara e
detalhada. Recebi informacdes especificas sobre cada procedimento no qual estarei
envolvida, dos desconfortos ou riscos previstos, tanto quanto dos beneficios
esperados. Todas as minhas davidas foram respondidas com clareza e sei que poderei
solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Além disto, sei que novas
informacdes, obtidas durante o estudo, me serdo fornecidas e terei liberdade de retirar
meu consentimento de participacdo na pesquisa, em face de estas informacdes.

O profissional ,
certificou-me de que as informac8es por mim fornecidas terdo carater confidencial.

Fui informada que caso existam danos a minha saude, causados diretamente
pela pesquisa, terei direito a tratamento médico e indenizacao conforme estabelece a
lei. Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo
orcamento da pesquisa.
ASSINATURA DA PACIENTE:
ASSINATURA DO INVESTIGADOR:
NOME DOS PESQUISADORES:Jodo Sabino Cunha Filho/Nadiane Lemos

TELEFONE PARA CONTATO E DUVIDAS: 33168117/99330030
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