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Resumen

Proposito: el andlisis de la hormona antimiille-
riana (HAM) es de reconocida importancia en medicina
reproductiva, pero los ensayos no estdn estandarizados.
Nosotros hemos evaluado la correlacion entre el nuevo
equipo de ELISA Genn I (Beckman-Coutler) y los anti-
guos equipos de ELISA Immunotech (I0T) y Diagnos-
tic System Laboratories (DSL).

Método: un total de 56 muestras de suero de
pacientes con subfertilidad y desdérdenes endocrino-re-
productivos fueron analizadas por duplicado usando los
tres equipos de ELISA para determinacién de HAM. Las
muestras cubrieron un amplio rango de concentraciones
de HAM (1,9 a 142,5 pmol/l).

Resultados: observamos buena correlacion en-

tre el nuevo equipo (AMH Gen II) y los antiguos equi-
pos de AMH IOT y DSL (R*= 0,971 y 0,930 respectiva-
mente). Las ecuaciones de regresién fueron AMH (Gen
1) = 1,353 x AMH (0T) + 0,051 y AMH (Gen II) =
1,223 x AMH (DSL) — 1,270 respectivamente.

Conclusiones: las concentraciones de HAM
obtenidas utilizando el equipo Gen II fueron ligeramente
mds altas que las encontradas al utilizar los equipos IOT
y DSL. La estandarizacién de los ensayos es un reque-
rimiento mundial de caricter urgente pero este analisis
facilita la interpretacién de los valores obtenidos histo-
ricamente y en futuros estudios usando cualquiera de
los tres ensayos disponibles. No se recomienda adaptar
valores de corte por conversion directa segun trabajos
publicados previamente.
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Comentarios

Este trabajo propone como objetivo la compara-
cion de las 3 metodologias conocidas para dosar hormo-
na antimiilleriana. Dos de ellas ya estdn discontinuadas
(DSL e 10T) y la tercera (Gen II) es la tnica disponible,
actualmente, en el mercado.

Esta ultima, en realidad, es un hibrido entre los
otros 2 ensayos ya que combina los anticuerpos usados
en el método DSL y los estdndares de calibracién de IOT.

Se utilizaron 56 sueros de mujeres de entre 18
y 40 afios que presentaban subfertilidad y poliquistosis
ovdrica, abarcando un rango de concentracién de HAM
desde 1,9 pmol/l (0,26 ng/ml) hasta 142,5 pmol/l (19,8
ng/ml). Se procesaron las muestras por las 3 metodolo-
gias mencionadas.
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Los test estadisticos usados para el andlisis de
los resultados permiten evaluar concordancia (test de
Bland y Altman) y correlacién (test de Passing Bablok)
entre los 3 métodos en estudio.

La primera conclusién es que las 3 metodolo-
gias se correlacionan entre si. Los coeficientes de co-
rrelacion obtenidos son similares a los ya publicados en
otros trabajos.

Al aplicar el test de Passing Bablok, cuando
se compara Gen II vs. DSL, entre ambos métodos, se
observan diferencias de tipo proporcionales, dato con-
cordante con los publicados por Wallace y cols. (Ann
Clin Biochem. 2011); y Nelson-La Marca (Reproductive
Biomedicine on line. 2011).



Las mismas diferencias de tipo proporcionales
se observan al correlacionar Gen II e IOT, en este caso,
estos resultados no concuerdan con datos publicados en
otros trabajos (Kumar y cols. J Immunol Methods. 2010;
y, ademads, esto resulta llamativo ya que el nuevo ensayo
Gen II esté calibrado con los mismos estdndares que el
de Immunotech, por lo que no deberia mostrar este tipo
de diferencias.

Al evaluar la concordancia entre los métodos
con el test estadistico de Bland y Altman, los resultados
también son discordantes con trabajos publicados ante-
riormente.

En primer lugar, los autores encuentran que
los resultados obtenidos con DSL son mayores, en un
promedio del 22%, a los obtenidos con Gen II, datos
completamente contradictorios a los obtenidos por otros
autores, donde me incluyo con mi experiencia (datos no
publicados), que encontramos resultados por DSL mas
bajos (hasta en el 40%) que por Gen II.

En segundo lugar, se muestran resultados con la
metodologia Gen II que, en promedio, son hasta el 35%
mads altos que con IOT, datos que los propios autores no
pueden explicar dado que se usa la misma curva patrén.
Estas diferencias son mayores a valores mds altos de
HAM (los autores publican una diferencia mayor (38%)
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para valores de HAM “menores a 100 pmol/1”, estimo
que deberia decir “valores mayores a 100 pmol/1”).

A pesar de que se calculan factores de conver-
sién, que surgen de las ecuaciones de la recta de regre-
sion, y que sirven para poder comparar valores obteni-
dos por metodologias anteriores con el nuevo método de
Beckman, se desaconseja aplicar esta correccion ya que
las diferencias no son constantes, tal como lo muestra el
andlisis de regresion lineal de Passing Bablok, sino que
aumentan a valores mds altos.

Tampoco es adecuado utilizar los mismos valo-
res de cut-off para las diferentes metodologias, sino que
se deben estimar los valores de corte para cada metodo-
logia aplicada.

Si bien el nimero de muestras utilizado en el
presente trabajo tiene significacion estadistica, quizés
aumentando el n, puedan modificarse algunos de los re-
sultados obtenidos (por ej. la correlacién entre Gen 11 e
107).

Desde mi punto de vista, es correcto plantear la
necesidad de contar con un estdndar internacional y, a
partir de ello, poder estimar los valores de corte minimos
y maximos imprescindibles para la correcta interpreta-
cion de los resultados de esta herramienta de laboratorio
que tanta utilidad clinica estd demostrando.
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La hormona antimiilleriana (HAM o AMH) es
la sustancia inhibidora de los conductos miillerianos de-
nominada también MIS (miillerian-inhibiting substan-
ce). Originalmente la medicion de la HAM se desarrollo
para determinar la presencia de tejido testicular en nifios
nacidos con disgenesia gonadal o anorquia. Es una gli-
coproteina que pertenece a la familia de factores de cre-
cimiento transformante [3, sintetizada por las células de
Sertoli del testiculo.

En la mujer, la HAM producida por las células
de la granulosa de los foliculos primarios y preantrales
pequeiios es el pardmetro que mejor se correlaciona con
el nimero de estos foliculos medidos por ecografia, y re-
presenta el mejor marcador de la declinacién gradual de
la capacidad reproductiva en la mujer (1-3). La HAM in-
hibe la incorporacién al “reclutamiento” de los foliculos
primordiales, disminuye la mitosis y la accion de la FSH
en las CG de los foliculos primarios y preantrales. Pre-
serva la reserva folicular y asegura la monoovulacion.
No depende de FSH y es un marcador mds precoz que
FSH del envejecimiento ovdrico. Su medicién permite
evaluar la reserva folicular y es proporcional al nimero
de foliculos antrales (NFA), contados en la fase folicular
temprana por ecografia transvaginal de alta resolucion.

El indice de foliculos reclutados depende del tamaiio del
stock de foliculos primordiales, estos disminuyen expo-
nencialmente con la edad, lo que se refleja en los valores
de la HAM.

El presente trabajo plantea que sobre la base de
la estabilidad de la HAM durante el ciclo menstrual y
las variaciones interciclicas no significativas, su medi-
cion se emplea en el diagndstico y en la diferenciacion
de distintas causas de infertilidad o de oligoamenorrea
secundaria. Al mismo tiempo, la HAM permite diferen-
ciar pacientes con falla ovdrica precoz y reserva ovdrica
disminuida (HAM bajas), pacientes con sindrome de
ovario poliquistico (SOP) (HAM elevadas 2 o 3 veces).
Se observd que en pacientes con hipogonadismos hipo-
gonadotréficos e hiperprolactinemias, no se encontraron
variaciones significativas de HAM respecto de su edad.

En pacientes sometidas a tratamiento de repro-
duccidn asistida, los niveles basales de HAM se corre-
lacionan significativamente con el nimero de foliculos
obtenidos posestimulacién y de ovocitos recuperados.
Es un marcador de respuesta, ya sea insuficiente o ex-
cesiva (hiperestimulacién ovérica en pacientes SOP).
La HAM no es un marcador de prediccion de embara-
70, aunque si de prondstico de respuesta a tratamientos
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de estimulacién ovdrica. Seglin otros autores, los valores
mads altos de HAM estdn asociados a un mayor nimero
de ovocitos maduros, mayor nimero de embriones, mayor
tasa de embarazo y mayor indice de nacidos vivos (4).

En funcién de este concepto, numerosos traba-
jos definen los valores de HAM minimos (cut-off) para
esperar una respuesta satisfactoria al estimulo hormonal
y justificar el procedimiento. Segiin Muttukrishna y cols.
(2005) en 108 pacientes en quienes se usé un “cut-off”
de 0,2 ng/ml” para HAM por Immunotech (IOT), tiene
una sensibilidad del 87% para obtener hasta 4 ovocitos
y predecir una pobre respuesta, mientras que Tremellen
y cols. (2005), con el mismo método, muestran el 75%
de sensibilidad con un valor de corte de 8,1 pmol/l que
equivale a 1,13 ng/ml para el mismo nimero de foliculos
estimulados. Con el método de DSL (Diagnostic System
Laboratories), las publicaciones muestran también dis-
crepancias en los valores de corte entre 0,35 ng/ml, 0,71
0 1,26 ng/ml (5).

Los autores plantean la comparaciéon de tres
métodos para la medicion de HAM en 56 muestras de
sueros provenientes de mujeres atendidas en un Centro
de Fertilidad y reproduccién en Edimburgo-UK. Las
metodologias comparadas son tres sistemas de enzi-
moinmunoensayo, uno de origen francés: 10T; otro de
EE.UU.: DSL y el nuevo sistema AMH Gen II, de Bec-
kman Coulter, EE.UU. El nuevo kit AMH Gen II reem-
plaza a los dos anteriores, y fue desarrollado luego de
la adquisicién de las empresas Immunotech y DSL por
Beckman Coulter. Las caracteristicas de los kits utiliza-
dos se detallan a continuacion:

1. AMH Elisa (catalogo N° DSL -10-14400) (DSL,
Webster, TX-USA): tiene sensibilidad (S) de 0,04
pmol/l, y el inserto reporta un coeficiente de varia-
cién (CV) intra y entre-ensayos menor del 4,6% y 8,0
respectivamente.

2. EIA AMH IOT (catdlogo N° A16507) (IOT, Marse-
lla-Francia): tiene S de 0,7 pmol/l, y el inserto re-
porta un coeficiente de variacién (CV) intra y entre-
ensayos menor del 12,3% y 14,2 respectivamente.

3. AMH Gen II (catdlogo N° A79765) (Beckman Coul-
ter, Chaska, MN-USA): tiene S de 0,57 pmol/l, y el
inserto reporta un coeficiente de variacion (CV) intra y
entre-ensayos menor del 5,4% y 5,6 respectivamente.

El primer método en el mercado para la
medicion de HAM fue el de IOT, desarrollado para el
uso en pediatria. La presencia de testiculos determina
valores altos de HAM. Esta aplicacién explica la menor
sensibilidad del método en los comienzos.

La utilizacion de HAM en mujeres con
alteraciones de su fertilidad, para evaluar su reserva
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ovarica (6), determind el incremento de su medicion,
lo que requirié mayor sensibilidad en los métodos. Si
bien el kit de DSL presentaba una mayor sensibilidad
(tal cual los resultados del presente trabajo) fueron
necesarios varios afios antes de que fuera empleado
en trabajos de investigacion por los grupos europeos.
Se discutié6 su uso por presentar valores mds bajos
que los encontrados por IOT. En nuestra experiencia,
comparando resultados por ambos métodos, los valores
por IOT eran significativamente mds elevados, siendo
mayor adn su diferencia en los valores de HAM por
encima de 2 ng/ml, determinados por DSL. Los valores
por debajo de 1 ng/ml medidos por DSL no pudieron ser
discriminados por IOT.

Los autores muestran una buena correlacién
entre Gen Il y DSL (R* 0,930, p<0,0001) y entre Gen
II y IOT (R% 0,971, p<0,0001). Las ecuaciones de
regresion obtenidas (Passing y Bablock) fueron:

AMH (Gen II) = 1,223 x AMH (DSL) - 1,270

AMH (Gen II) = 1,353 x AMH (I0T) + 0,051

AMH (10T) = 0,910 x AMH (DSL) — 1,103

Esto expresa que las diferencias entre 10T y
DSL son menores que las encontradas entre Gen II y
DSL y entre Gen II e IOT. En este trabajo se descri-
be el disefio del AMH Gen II, que utiliza el anticuerpo
del método de DSL y los calibradores de IOT. La cur-
va estandar de IOT se construia a partir de un estdndar
de alta concentraciéon que se diluia en forma seriada,
al momento del procesamiento de las muestras. Estas
preparaciones resultaban inestables, de acuerdo con in-
dicaciones del fabricante, y no podian ser guardadas. En
cambio, los calibradores del equipo DSL venian pre-
parados, listos para su uso, manteniendo su estabilidad
hasta su vencimiento. Es de notar que en el AMH Gen II,
la curva estdndar ya viene preparada y se comercializa
en forma independiente del resto de los reactivos.

El sistema Gen II, a pesar de utilizar los cali-
bradores del IOT, presenta valores el 35% mads altos que
este método y el 22% mas altos que DSL, lo que no pue-
den explicar los autores.

Los andlisis por Bland y Altman confirmaron
que los valores obtenidos por AMH Gen II son sistema-
ticamente mds altos que los encontrados por IOT y DSL.
La media de las diferencias entre los valores por Gen Il y
DSL es de 8,0 pmol/l (equivalentes a 1,11 ng/ml), entre
Gen II e IOT de 15,7 pmol/l (2,19 ng/ml), mostrando la
tendencia mayor para Gen II. Mientras que entre IOT y
DSL el promedio de las diferencias es de —7,7 pmol/l
(1,07 ng/ml), con valores mayores para 10T, como se
habia descripto.

En el trabajo solamente se evaldan las discre-
pancias en valores de HAM <100 pmol/l (equivalentes



a 13,9 ng/ml). Los valores altos presentan mayor discre-
pancia entre métodos, lo que puede contribuir a magni-
ficar estas diferencias. La importancia de la medicién de
HAM es caracterizar a las pacientes pobres respondedo-
ras, con valores bajos de HAM, con menor discrepancia
entre métodos, que lamentablemente no ha sido evalua-
do por estos autores.

Llama la atencién que siendo muestras de un
centro de fertilidad, los valores sean tan altos. Si bien
el rango de edad estudiado es muy amplio (18,6-40,6
afios), posiblemente la proporcién de pacientes jévenes
con SOP esté significativamente aumentada con respecto
a las afiosas, con reserva ovarica disminuida (poblacién
mayoritaria que consulta por problemas de fertilidad),
por lo cual son escasos los resultados bajos de HAM en
este estudio.

Los mismos autores plantean las limitaciones
de este trabajo reconociendo que las variaciones encon-
tradas en la zona de valores altos de HAM no tienen
impacto clinico. Por otra parte, la escasa cantidad de
muestras a concentraciones bajas de HAM (zona del cut-
off para definir pobres respondedoras) deja sin evaluar
la zona mads critica, que caracteriza a las pacientes que
consultan por infertilidad.

Con el propésito de evitar las diferencias entre
métodos, los autores proponen encontrar una estanda-
rizacion universal. No recomiendan adoptar los cut-off
de las publicaciones previas, por conversion directa y
opinan que es mas apropiado redefinir los cut-off con
un estandar internacional unificado. Lamentablemente,
consideramos que esa es casi una utopia, por cuanto
ningun otro analito del laboratorio lo ha podido cumplir
hasta el momento. Los autores proponen utilizar los del
Gen 11, que estd reemplazando los dos métodos previos,
pero como se ha visto, el mismo estandar tiene compor-
tamientos distintos en cada sistema (IOT/Gen II).

Consideramos que a fin de lograr la estandari-
zacion universal de los resultados de los ensayos, se de-
beria aspirar a lograr una estandarizacién tnica, utilizan-
do un estdndar patrén, con trazabilidad asegurada y con
sensibilidad en la zona de relevancia clinica. De lograr-
se, los resultados permitirian redefinir la determinacion
de HAM con un cut-off cuyo valor es esencial tanto para
estudios de investigacion como para la practica clinica a
nivel general.

Conclusiones del andlisis: el analisis estadis-
tico realizado muestra que una buena correlacién no
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es suficiente para demostrar la validacién de un siste-
ma frente a otro. El andlisis por Bland y Altman aporta,
aunque sea en forma total, cudl seria el promedio de las
diferencias de un método frente al otro.

Lo observado en este trabajo pone en evidencia
la importancia de que el seguimiento de las pacientes se
realice con la misma metodologia, mds ain cuando se
evalua la eficacia de los tratamientos para estimular su
“rejuvenecimiento” ovéarico, con DHEA u otras sustan-
cias, o simplemente para establecer el seguimiento de su
reserva ovdrica.

La aparicion de nuevos kits siempre es un desa-
fio para el laboratorio. Es necesario tener en cuenta no
s6lo las mejores caracteristicas analiticas de un sistema,
sino conocer su performance para discriminar las zonas
de relevancia clinica. Actualmente ya hay otros kits co-
merciales para la medicién de la HAM, que estan en el
mercado internacional y que deberdn ser evaluados.
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