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ABREVIATURAS E SIGLAS

CFA = contagem de foliculos antrais

E, = estradiol

FSH = hormonio foliculo-estimulante

HAM = hormonio Anti-Midlleriano

IMC = indice de massa corporal

LH = hormonio luteinizante

LT = ligadura tubaria

SOP = sindrome dos ovarios policisticos

SPLT = sindrome pods-ligadura tubaria



RESUMO

Introdugdo: A ligadura tubaria (LT) representa, atualmente, um dos métodos
contraceptivos mais utilizados no Brasil e no mundo. Uma parcela nao negligenciavel
das pacientes submetidas a essa cirurgia, entretanto, queixam-se de sintomas surgidos
apos a sua realizacdo, principalmente relacionados a mudancgas no ciclo menstrual.
Estas alteragdes podem estar relacionadas a alteragBes na reserva ovariana, cuja
avaliacdo objetiva e eficaz constituia, até alguns anos atrds, tarefa dificil, devido a falta
de testes confidveis. Este estudo avalia a utilizagdo do horménio Anti-Miilleriano

(HAM), como marcador da reserva ovariana nas pacientes com LT.

Objetivos: Avaliar se existe associagdo independente entre LT e diminui¢ao de reserva
ovariana, antes e um ano apds a cirurgia, através da dosagem do HAM e,
secundariamente, da contagem de foliculos antrais (CFA) a ultrassonografia

transvaginal.

Métodos: Foi realizada uma coorte prospectiva de 80 pacientes férteis consecutivas
submetidas a LT entre maio de 2008 e fevereiro de 2009, as quais foram submetidas a
coleta de sangue, para dosagem de HAM, e a uma ultrassonografia transvaginal, para a
CFA, antes (exames basais) e um ano apds a cirurgia. Para a comparacdo desses
resultados, foi utilizado o teste T de Student. Possiveis fatores de confusdo (uso de
contraceptivos hormonais, tabagismo, técnica cirurgica, idade e indice de massa

corporal) foram avaliados através de regressdo linear simples e multipla.

Resultados: N3o houve alteragdo significativa nos valores de HAM (média = 1,79ng/ml

+1,61 e 2,05ng/m * 2,16 antes e apds LT, respectivamente) e da CFA (média=9,7 +5,9



e 11,1 + 5,8 antes e ap6s LT, respectivamente) um ano apds a LT. As analises, tanto uni,
qguanto multivariada, dos possiveis fatores de confusao demonstrou associagao
significativa entre a variagdo de HAM e o uso de contraceptivos hormonais, sendo que

houve aumento desse hormoOnio em pacientes que usavam tal método antes da LT.

Conclusdes: Os resultados desta coorte de 12 meses sugerem que a LT ndo estd
associada com alteracdes significativas da reserva ovariana. O uso de contraceptivos
hormonais poderia provocar discreta diminuicdo do HAM, o qual demonstrou
aumento apds sua suspensao, entretanto tal conclusdo deve ser interpretada com

restrigdes, e estudos de seguimento mais longo devem ser considerados.



1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Ligadura tubaria e a Sindrome pds-ligadura tubaria

A LT é um método contraceptivo largamente usado no mundo, devido a sua
eficacia e irreversibilidade (1-4), sendo um dos mais utilizados no Brasil. A taxa de
prevaléncia nacional de uso dessa técnica, em mulheres entre 20 e 50 anos, é de 25 a
30% (5). Constitui um dos métodos com menor variacdo eficacia-efetividade, pois sua
acao contraceptiva independe da usuadria. As taxas de falha descritas na literatura
oscilam entre 0,4 a 0,02 gestagdes em 100 mulheres/ano submetidas ao procedimento
(6). Avancos nas técnicas cirurgicas utilizadas tornaram o procedimento seguro e de
rapida realizacdo. Considerando-se entdo a alta prevaléncia de uso da LT, torna-se
evidente que qualquer efeito adverso associado a essa técnica pode produzir um

grande impacto sobre a populacdo (1, 7).

Sabe-se que a LT provoca efeitos pds-operatdrios variados, muitas vezes
indesejados (2, 3), sendo as alteracdes do ciclo menstrual os mais freqliientemente
observados. O conjunto desses sintomas se denomina “Sindrome pds-Ligadura
Tubdria”, caracterizada por irregularidade ou alteragdo do padrdao menstrual,
sangramento de escape (spotting), dismenorréia, exacerbacdo de sintomas pré-
menstruais, dor pélvica, dispareunia, mudangas na vida sexual, alteragdes hormonais e
menopausa prematura (3, 7-11). Essa variedade de sintomas, muitas vezes subjetivos,
torna esse quadro clinico dificil de ser caracterizado ou confirmado. Algumas mulheres
podem referir apenas sangramento irregular ou mais intenso (queixa que pode variar

dependendo do entendimento da paciente), enquanto outras relatam mudanca da



vida sexual, da saude emocional, ou exacerbacdo de sintomas pré-menstruais. A
repercussao de tais alteragcdes pode ser relacionada ao numero de pacientes que
procuram o seu ginecologista, apds se submeterem a LT, solicitando histerectomia (9).
Outro dado relevante é a evidéncia de infertilidade persistente em casos de
reanastomose tubdria realizados com sucesso, sugerindo possivel deficiéncia de
fungdo ovariana, semelhante ao que se observa em mulheres submetidas a
histerectomia (esteroidogénese alterada) (2). Acredita-se que esse fenbmeno ocorra
devido aos danos ocorridos, durante a cirurgia, aos vasos sanguineos da
mesossalpinge, que sdo ligados ou contorcidos, o que levaria a alteracdes na irrigacao
dos ovarios e provavel modificacdo nas concentracdes hormonais dos mesmos (12,

13).

A sindrome foi descrita pela primeira vez em 1951, por Williams et al. (14). Os
autores acompanharam 200 mulheres que se haviam submetido a LT por um periodo
de 10 anos e concluiram que 24% delas apresentavam irregularidade menstrual a
longo prazo. Da mesma forma, outros autores também descreveram alteragdes
significativas no ciclo menstrual, em um estudo multicéntrico que envolveu 5070
mulheres acompanhadas pelo periodo de 5 anos (15). Apesar disso, atualmente, nao

existe consenso sobre a real existéncia desse quadro clinico.

Varias hipdteses ja foram sugeridas na tentativa de explicar a ocorréncia da
SPLT. Dentre elas, a mais aceita atribui os sintomas a alteragdes na vascularizagao
ovariana causadas pela cirurgia, devido a destruicdo de porcdes da mesossalpinge,
levando a danos no tecido ou na irrigacdo dos ovarios (3, 7, 10, 11) semelhante ao que

foi descrito apds histerectomia. Além disso, a drenagem venosa também poderia ser



prejudicada, ja que os plexos venosos estao localizados préximos as respectivas
artérias (1). Teoricamente, esse dano vascular reduziria a sinalizacdo dos ovarios a
liberagdo de gonadotrofinas, com conseqientes anormalidades no crescimento
folicular e na fungao do corpo luteo. Assim, os hormonios ovarianos seriam afetados,
ja que sua produgdo esta intimamente relacionada a irrigagdo sangliinea, e varias
alterag6es menstruais poderiam surgir (2, 3, 7, 9-11), inclusive faléncia ovariana

prematura, através da diminuicdo do pool folicular total (1, 7).

Outros autores sugeriram, como possivel causa, a ocorréncia de hipertensao
ovariana devido a oclusao ou interrupg¢ao do fluxo sangliineo, o que causaria uma
insuficiéncia da micro-circulacdo, seguida de necrose tecidual (2). Apesar de
parecerem logicas, ndo ha atualmente evidéncias objetivas das alteragdes vasculares,

nem da reducdo dos niveis de E; e progesterona apés LT (3, 10).

Ha, ainda, a idéia de que a SPLT poderia se originar de torgdo ovariana,
alteragdes na inervagdao das tubas uterinas ou varicosidades Uutero-ovarianas,
resultando, também, em mudancas hormonais, altera¢des histolégicas do endométrio
e aumento do sangramento menstrual. Nenhuma dessas hipdteses, entretanto, obteve
suporte cientifico (4). As eventuais alteracdes menstruais ou dolorosas que venham a
ocorrer apos a ligadura podem ser devidas simplesmente a suspensdo do método
previamente utilizado (Dispositivo Intra-Uterino com  progestageno ou
anticoncepcional hormonal combinado oral) que, de alguma forma, regularizava os

ciclos da paciente ou controlava seu fluxo menstrual.



Em relacdo as mudangas hormonais, inUmeros estudos ja tentaram provar,
através de exames laboratoriais, a ocorréncia de altera¢des que justifiguem a
sintomatologia apresentada por essas pacientes. Alguns autores demonstraram niveis
baixos de progesterona na fase lUtea, assim como ja se descreveu diminuigdo da
concentragdo sérica de E, pré-ovulatério (8). Esses resultados ndo puderam ser

reproduzidos por outros trabalhos cientificos (1, 7, 16, 17).

Sugere-se também que o tipo de técnica cirdrgica empregada poderia ter efeito
no surgimento da sindrome. Desde a primeira LT realizada, ja se descreveram mais de
duzentas técnicas diferentes para a sua pratica. Assim, as menos traumaticas
teoricamente produziriam sintomas mais leves, enquanto outras poderiam determinar
complicacdes maiores a longo prazo (8, 10), sugerindo, por exemplo, que a freqliéncia
de SPLT poderia ser dependente da via cirurgica de realizagdo (laparoscopica ou

laparotémica).

A razdo para a falta de entendimento sobre a real existéncia da sindrome, bem
como de sua etiologia, provavelmente se deve a dificuldade de se avaliar, de forma
objetiva e confidvel, a fungdo ovariana apds a LT (1). Muitos exames ja foram
propostos e testados nesse sentido, dentre eles as dosagens séricas de FSH, LH, E; e
inibina B na primeira fase do ciclo menstrual. Esse ultimo hormonio foi utilizado como
preditor precoce de diminuigdo da reserva ovariana, a qual seria seguida de elevagao
do FSH (7), porém seus resultados ndo mostram alteragdes importantes a curto prazo,
o que diminui a confiabilidade nesse marcador. A ultrassonografia pélvica transvaginal
é igualmente empregada, ha muitos anos, para a determinagao do volume ovariano,

da vascularizagao e principalmente da CFA. Com excegao da CFA, os outros parametros
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avaliados ndo foram capazes de demonstrar a etiologia da sindrome, assim como nao

sdo considerados marcadores suficientemente confidveis de reserva ovariana (18).

1.2. Hormonio Anti-Miilleriano

Na atualidade, a dosagem do hormoénio Anti-Miilleriano, também conhecido
como Substancia Inibitéria Milleriana, tem sido exaustivamente estudada como
marcador enddcrino promissor para predizer ndo somente o status, como também o
declinio da fungdo ovariana. Esse horménio, produzido pelas células de Sertoli (19), foi
inicialmente estudado por seu papel regulador da diferenciagdo sexual masculina,
induzindo a regressdo dos ductos de Miiller (20, 21). Apds o nascimento, contudo,
descobriu-se que o HAM também é expresso pelas células da granulosa de foliculos

ovarianos em crescimento (22).

Muitos estudos indicam que o HAM exerce, no ovario, um papel essencial na
regulacdo da foliculogénese. Produzido na mulher exclusivamente pelas células da
granulosa dos foliculos ovarianos (23) em varios estagios de crescimento (24), o HAM
se tornou rapidamente um marcador clinico incontestavel do funcionamento ovariano
(25-28). De fato, ap6s o inicio do ano 2000, paralelamente a utilizacdo da técnica ELISA
(cuja sensibilidade permite detectar o HAM sérico na mulher), observou-se um
crescimento exponencial do nimero de publica¢des cientificas sobre esse horménio
(mais de duzentas), demonstrando o grande interesse por esse novo marcador. Nos
ultimos anos, o papel do HAM na regulagdo da foliculogénese feminina e suas

aplicagdes clinicas permanecem como tema central de inUmeras pesquisas.
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1.2.1. HAM: sinalizagdo, regulacdo e implicag6es na foliculogénese

O HAM constitui uma glicoproteina homodimérica (29), cujo gene estd
localizado no cromossomo 19 (19p13.2-13.3). Trata-se de um fator de crescimento,
membro da superfamilia TGF-B (30, 31). Seu papel fisioldgico principal nos mamiferos
envolve a diferenciagdo sexual masculina. Produzido pelas células de Sertoli
testiculares, ele induz a regressdo dos canais de Miller (20, 21). Recentemente, foi
demonstrado que, na mulher, o HAM é produzido exclusivamente pelas células da
granulosa dos foliculos ovarianos (23), processo que se inicia a partir da 362 semana de
vida intra-uterina (32, 33). Observa-se um aumento progressivo de sua expressao
entre o nascimento e a puberdade, sendo que se torna indetectavel no sangue

periférico apds a menopausa (32).

A sinalizagdo do HAM passa, como é o caso de outros membros da superfamilia
TGF-R, pela ligacdo a dois tipos de receptores transmembrana serina/treonina quinase:
o receptor do tipo |, cujo peso molecular é de 55-60 kDa, igualmente conhecido como
activin receptor-like kinase, e o receptor do tipo Il, cujo peso molecular é mais

significativo que aquele do tipo | (31, 34).

A ligagdo entre o ligante e seu receptor do tipo Il recruta e ativa as quinases do
receptor do tipo |, os quais induzem a fosforilacdo de substancias citoplasmaticas
chamadas proteinas Smad. O HAM, como as bone morphogenetic proteins, utiliza um
receptor do tipo |, ativando a via de sinalizacdo Smad1 (35). A natureza exata do

receptor do tipo | do HAM, contudo, ndo esta completamente estabelecida (36).

12



Em homens, a regulagio do HAM ¢é efetuada em parte através das
gonadotrofinas (37, 38). Na auséncia do efeito inibidor dos androgénios, a produgao de
HAM nas células de Sertoli é estimulada pelo FSH (39-41), sugerindo que exista uma
funcdo dessa gonadotrofina na regulagdao do HAM testicular. O efeito estimulador do
FSH sobre a produgao de HAM testicular poderia ser atribuido tanto a proliferagao das
células de Sertoli, quanto ao aumento da expressdo do HAM dentro dessas células
(42). No ovdrio, o papel do FSH sobre a producdo de HAM pelas células da granulosa
ainda ndo estd totalmente esclarecido (43, 44). Efetivamente, observou-se que as
taxas de HAM, diferentemente das de inibina B e de estradiol, ndo se alteraram apds a
administragdao de 300 Ul de FSH ou apds o uso de citrato de clomifeno durante cinco
dias (45). Paralelamente, mulheres cujas gonadotrofinas enddgenas foram
anteriormente inibidas pelo uso de contraceptivo hormonal oral ndo mostraram
alteracdo das taxas periféricas de HAM, apesar do fato de que o nidmero de grandes

foliculos antrais estivesse diminuido a ultrassonografia (46, 47).

Além de um possivel efeito regulador das gonadotrofinas sobre a producao de
HAM pelas células da granulosa, o odcito também poderia possuir um papel
importante na regulacdo positiva desse hormoénio (48), como é o caso de outras
proteinas implicadas na regulacdo do processo da foliculogénese (49). Entretanto,
muitas duvidas persistem a respeito dos fatores intra e extra-ovarianos envolvidos na

regulacdo da producdo ovariana de HAM.

No ovario humano, o HAM provavelmente exerce um papel chave na regulagao

13



da foliculogénese. Formulou-se a hipdtese de que ele poderia influenciar na iniciacdao
do crescimento folicular, j3 que uma deple¢cdo acelerada do estoque de foliculos
primordiais foi demonstrada em ratas deficientes em HAM (50). Esses animais “HAM-
knockout” apresentaram um numero de foliculos pré-antrais e antrais
significativamente maior que os ratos controle. Tais dados foram confirmados em
estudo subseqiiente do mesmo grupo, onde os autores observaram diminuicao de 40 a
50% no nimero de foliculos em crescimento em ovarios neonatais de ratas criadas em
presenca de HAM (51). Esses resultados, entretanto, permanecem discutiveis, pois ndo

puderam ser reproduzidos por outros investigadores (52).

A andlise dos principais estudos sobre o papel do HAM sugere uma acao
paracrina inibitéria desse hormoénio sobre a iniciagdo do crescimento folicular,
diminuindo a sensibilidade dos foliculos primordiais ao FSH (53) (Figura 1). Essa
hipotese surgiu da observacdo de ratas deficientes em HAM que possuem mais
foliculos em crescimento do que as ratas controle, a despeito de concentragdes de FSH
circulantes mais baixas (50), como descrito acima. Além disso, a cultura de foliculos
pré-antrais, em presenga de HAM, inibe de maneira tempo-dependente a proliferagao

de células da granulosa induzida pelo FSH (54).

O HAM parece exercer ainda outros efeitos sobre o foliculo, como a supressao
da sintese da enzima aromatase (55-57) e da expressdo dos receptores de LH sobre as
células da granulosa (56). Esses dados traduzem a existéncia de uma acdo inibitéria do
HAM sobre a diferenciagdo das células da granulosa induzida pelo FSH. Dessa forma, o
HAM teria papel ndo somente no recrutamento folicular inicial (50), mas também no

recrutamento ciclico, em relagdo aos foliculos mais desenvolvidos (51). Apesar de

14



todos esses dados, a acdo fisioldgica do HAM na mulher ainda n3o estad totalmente

elucidada.
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Figura 1. Possivel papel inibidor do HAM sobre dois mecanismos-chave da
foliculogénese: 1) recrutamento folicular inicial e 2) efeito estimulador do FSH sobre o
crescimento dos foliculos pré-antrais e seleciondveis. Adaptado de Durlinger et al.

(53).
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1.2.2. HAM: marcador quantitativo do status folicular ovariano

O envelhecimento ovariano constitui um processo longo e complexo,
caracterizado por uma perda quantitativa e qualitativa dos foliculos ovarianos (58).
Entre a 3% e a 4° décadas de vida, a mulher tende a perder 3/4 de sua reserva folicular

(59, 60), fendbmeno determinante para o seu potencial de fertilidade (61, 62).

Com o objetivo de quantificar de maneira ndo invasiva a importancia da perda
folicular em cada mulher, certo nimero de marcadores hormonais foi proposto em
complemento a CFA realizada através de ultrassonografia transvaginal (63-65), mas a
confiabilidade desses testes ainda é sujeito de debate (66, 67). Esses parametros sao
essencialmente baseados na capacidade dos foliculos antrais precoces, em resposta ao
FSH, de produzir inibina B e E;, e a agdo moduladora desses dois hormdnios sobre a
secregdo de FSH durante a fase de transicao luteo-folicular, ao longo do ciclo
menstrual. Por definicdo, esses testes hormonais ndao levam em consideragao os
outros foliculos pouco ou ndo sensiveis ao FSH e/ou que ndo atingiram o estagio
antral, mas que contribuem a fisiologia do ciclo menstrual e ao potencial reprodutivo
da mulher (61). Além disso, trata-se de testes suscetiveis a vieses causados por fatores
de confusdo relacionados ao status de crescimento folicular e a variabilidade de

tamanho dos foliculos antrais precoces ao longo da fase folicular precoce (6, 68).

Tais limites dos testes hormonais de rotina como marcadores do status folicular
ovariano explicam, ao menos em parte, a variabilidade de seus resultados de um ciclo
a outro (69-71), fend6meno que contrasta com a estabilidade a curto prazo da reserva

folicular e do potencial de fertilidade feminino (61). A necessidade, na pratica clinica,
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de um marcador do status folicular ovariano que seja, ao mesmo tempo, de dosagem e
reprodutibilidade faceis, pouco varidvel e que apresente boa correlacdo com a reserva

ovariana ainda se fazia presente até os ultimos anos.

As primeiras demonstragdes de interesse clinico do HAM como marcador do
status folicular ovariano sdo relativamente recentes na pratica ginecoldgica. De Vet et
al. (25), em uma coorte de 41 pacientes normo-ovulantes, demonstraram uma
diminuigao significativa das concentragdes de HAM entre duas consultas médicas
realizadas com 2,6 + 1,7 anos de intervalo, contrastando com a estabilidade dos outros
marcadores hormonais analisados (FSH, E,, inibina B) (Figura 2). Esses resultados
reforcam o papel do HAM como parametro de escolha para a avaliagdo do
envelhecimento ovariano. Além disso, esses autores observaram que o numero de
foliculos seleciondveis se mostra estreitamento associado as concentragdes séricas de
HAM. Fanchin et al. demonstraram que tal associagdo é significativamente mais
intensa que aquela entre FSH, inibina B e E; e 0 numero de foliculos seleciondveis no

32 dia do ciclo (26).

Sabe-se que mulheres normo-ovulatéorias demonstram concentragdes
decrescentes de HAM com o passar da idade, sendo essas mudancas detectadas mais
precocemente que outras alteracdes hormonais, como o aumento do FSH e a baixa de
inibina B, assim como a diminuicao folicular demonstravel pela ultrassonografia
transvaginal (22, 53, 72). Acredita-se que as alteracdes dos marcadores da funcao
ovariana na mulher iniciariam com um declinio sérico do HAM, seguido pela

diminuicdo de inibina B e, por ultimo, o aumento de FSH (25, 73).
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Figura 2. Evoluc¢do das concentracdes de HAM medidas no 3° dia do ciclo menstrual
em um grupo de mulheres ao longo de duas consultas médicas efetuadas com
intervalo médio de 2,6 + 1,7 anos (grafico a esquerda) e em funcdo da idade das
pacientes (graficos a direita). Observa-se que o HAM constitui, contrariamente ao FSH,
a inibina B, ao E; e ao numero de foliculos seleciondveis, o Unico marcador que varia

significativamente (p < 0,001) com a idade. Adaptado de De Vet et al. (25).
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O HAM possui caracteristicas bioldgicas especificas que o distinguem dos testes
hormonais classicos utilizados até entdo como preditores da reserva ovariana. Esse
hormoénio é produzido pelas células da granulosa de uma grande quantidade de
foliculos, a partir do estagio primario (74, 75) até o estdgio antral precoce (inferior a 8
mm) (24, 51, 76). Os foliculos que se encontram em um estagio de crescimento além
do estagio antral precoce perdem progressivamente a capacidade de expressar o HAM
(76, 77), fato que limita o viés de medida provocado pelo desenvolvimento folicular
precoce (78-80). Dessa forma, uma das principais vantagens do HAM como marcador
da reserva ovariana, em relagdao aos outros testes originalmente utilizados, é a de que
provavelmente consiste no Unico marcador potencialmente capaz de avaliar a
populacdo folicular como um todo, incluindo foliculos ainda inativos, ja que esse

hormonio reflete a transigao folicular do estado primordial a antral precoce (81).

Mesmo que os mecanismos implicados na regulacdo da producdo do HAM ainda
sejam relativamente pouco conhecidos, como visto anteriormente, tudo indica que tal
regulacdo seja independente do FSH (53). Todas essas especificidades fisioldgicas do
HAM corroboram a hipdtese de que sua medida sérica possa fornecer informagdes
confidveis sobre o estado de uma grande quantidade de foliculos, sem a interferéncia
da dinamica das secre¢des hormonais dos foliculos que se encontram na fase de
transicdo luteo-folicular. Nesse sentido, Fanchin et al. demonstraram que, no 3° dia do
ciclo menstrual, a correlagdo entre a medida sérica do HAM e a CFA é
significativamente mais forte do que a correlagdo entre essa medida ultrassonografica
e a inibina B ou o FSH (26). Paralelamente, em pacientes portadoras de SOP,

caracterizadas por um excesso de foliculos em crescimento, essa forte correlagdo entre
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o HAM sérico e a CFA exemplifica bem as altas taxas séricas desse hormonio
encontradas (82). Observa-se ainda que, ao contrario do que ocorre com a inibina B e
o FSH, o desenvolvimento folicular precoce nao altera a relacido do HAM com a CFA

(68, 79).

A associacdo entre as concentracdes sanguineas do HAM e o funcionamento
ovariano tem sido objeto de pesquisa nos ultimos quinze anos. A primeira publicagao
nesse sentido data de 1997 (83). Esses autores demonstraram que, comparadas a
pacientes submetidas a LT ou portadoras de endometriose, mulheres com diagndstico
de SOP apresentam concentragdes séricas e intra-foliculares de HAM mais elevadas.
Tais resultados foram confirmados por Cook et al. (84), comparando-se mulheres
normo-ovulantes a pacientes portadoras de SOP. A associagdo entre concentragdes
elevadas de HAM e excesso folicular foi em seguida descrita por outras equipes (82,

85).

A evolugao das concentragdes sanguineas de HAM ao longo do ciclo menstrual
também tem sido objeto de pesquisa. Um estudo, realizado em 20 pacientes durante
trés periodos do ciclo menstrual (86) mostra que os valores de HAM sérico sdao mais
elevados durante a fase peri-ovulatéria em relagdo ao inicio da fase folicular ou a fase
lutea (Figura 3). Tais resultados contradizem dados que mostram uma diminuicdo da
expressdao de HAM com a ocorréncia da maturacdo folicular final (76, 87), porém esses
autores concluiram que as pequenas flutuacdes séricas encontradas provavelmente
ndo possuem relevancia clinica. Outros pesquisadores acharam resultados
semelhantes (88, 89), porém sugeriram que essas pequenas varia¢cdes provavelmente

nao sao clinicamente considerdveis. A auséncia de variagdao significativa das
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concentracdes de HAM durante os primeiros dias da fase folicular (90) sugere que a
expressdao desse hormoénio permanece estdvel durante tal fase do ciclo. O mesmo
grupo demonstrou, em estudo subseqiiente, niveis estaveis de HAM medidos em dias
alternados em 12 mulheres normo-ovulantes, de idade média de 23 + 3 anos (91).
Pode-se presumir, dessa forma, que a producdo de HAM pelos foliculos ndo
dominantes mascare a diminuicdo de suas concentragdes circulantes que deveria ser
observada durante a fase final da foliculogénese. Fanchin et al. demonstraram que, na
mulher, a capacidade folicular de producdo do HAM diminui naqueles foliculos que se
encontram além do estado antral precoce, durante o periodo terminal da

foliculogénese (77).

Em relagao a fase lutea e a possivel influéncia de processos de luteinizagao e de
formacdo do corpo luteo (76) sobre as concentracdes séricas de HAM, além do
trabalho de Cook et al. (86) descrito acima (Figura 3), outro estudo demonstrou uma
leve diminui¢cao dessas concentragdes apods a luteinizagao folicular, utilizando-se a

estimulacdo ovariana como modelo de estudo (92).

Sowers et al. (93) descreveram resultados interessantes no que se refere ao
comportamento do HAM ao longo do ciclo menstrual: o estudo demonstrou padrdes
de variagao diferentes nos niveis de HAM, dependendo da “idade ovariana”, ou seja,
em ovarios “mais jovens” (niveis mais altos de HAM), as dosagens séricas desse
hormonio demonstraram variagdo significativa entre os dias 2 e 7 do ciclo, enquanto
que “ovarios de idade mais avangada” exibiram niveis baixos de HAM, com pequena
variacdo. Os autores salientaram que a idade cronolégica ndo necessariamente reflete

a idade ovariana, o que pode causar viés de interpretagao quando pacientes de
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diferentes idades sdo comparadas. Esses achados foram reproduzidos por outro grupo
inglés (94), sugerindo que, em pacientes que apresentam baixos niveis de HAM, esse
poderia ser dosado em qualquer dia do ciclo, ja que seus valores tendem a apresentar
resultados estaveis ao longo do ciclo menstrual; tal observagao ndo foi encontrada em
mulheres que apresentavam niveis mais altos de HAM, nas quais a fase do ciclo

poderia alterar os resultados, influenciando na interpretagao dos mesmos.
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Figura 3. Concentragdes circulantes de HAM no inicio da fase folicular (1), na fase pré-
ovulatdria (ll) e na fase Iutea (lll) do ciclo menstrual em 20 mulheres voluntarias.
Observa-se que as concentracbes peri-ovulatdrias sdo mais elevadas (p < 0,008) que
nos outros dois periodos do ciclo (asteriscos e circulos abertos = valores extremos;

linha cheia = medianas; linhas tracejadas = p75). Adaptado de Cook et al. (86).
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Outra questdo importante sobre o uso do HAM na prdtica clinica é seu
comportamento em mulheres que usam métodos anticoncepcionais hormonais.
Baseando-se no fato de que a acao desse hormonio parece ser independente de
gonadotrofinas, pode-se pensar que seus niveis permanecem inalterados em pacientes
usuarias de estrogénios e/ou progestagenos exdgenos. Para esclarecer essa questdo,
Somunkiran et al. (46) conduziram um estudo em 30 pacientes portadoras de SOP e
outras 15 normo-ovulantes. Os autores realizaram dosagens hormonais, incluindo
HAM, antes e apds o sexto ciclo de uso de pilula anticoncepcional hormonal
combinada e observaram que os niveis desse hormdnio ndo se alteraram em nenhum
dos grupos. Essa informagdo é ratificada pelo fato de que o HAM ¢é secretado por
foliculos que praticamente ndao possuem sensibilidade a FSH, como os foliculos pré-
antrais. J& os outros marcadores estudados (FSH, LH e CFA) demonstraram variacdes
significativas, como esperado (Figura 4). Tais autores inclusive sugerem o uso de HAM
sérico como ferramenta diagndstica para SOP, em pacientes em uso de anticoncepgao
hormonal, j3 que todos os outros parametros utilizados para o diagndstico dessa

sindrome encontram-se invariavelmente alterados em vigéncia desse tratamento (46).
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Figura 4. VariacOes de CFA (A), e niveis séricos de LH (B), FSH (C) e HAM (D) antes e

apos o uso de pilula anticoncepcional hormonal combinada durante 6 meses. Observa-

se que o Unico pardmetro que n3ao demonstra alteracdo significativa sdo os niveis

séricos de HAM. Adaptado de Somunkiran et al. (46).
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Semelhantemente, Streuli et al. (47) também concluiram que os niveis séricos
de HAM permanecem inafetados em mulheres usudrias de contraceptivos hormonais
orais e vaginais. Mais uma vez, esses dados sao consistentes com o conceito de que o
HAM reflete o crescimento continuo (ndo-ciclico) dos foliculos pequenos no ovdrio,

gue parece independente de gonadotrofinas.

Nesse sentido, seria logico assumir que os niveis de HAM séricos ndo
apresentariam flutua¢des durante o ciclo menstrual e, assim, ndo seriam afetados por
mudangas hormonais como aquelas induzidas pela administragdo de hormonios
exogenos, incluindo contracep¢do hormonal, e gestacdo (47). La Marca e Volpe (95)
avaliaram os niveis séricos de HAM durante a gestacao e o puerpério inicial. Os valores
de HAM permaneceram estdveis em ambas as situacdes, sugerindo que o
desenvolvimento folicular inicial e, conseqiientemente, a produgao de HAM persistem

durante a gestagao, independentemente da diminuigdo nos niveis de FSH.

Baseando-se no exposto acima, considera-se também que o HAM constitui
melhor marcador que a idade cronolégica na predicdo do grau de envelhecimento
ovariano, levantando a hipdtese de que sua utilizacdo poderia ter valia também para
estimar a idade do inicio da menopausa (96). Outro tipo de paciente que se poderia
beneficiar da dosagem do HAM sdo aquelas portadoras de graus variados de
hipergonadotrofismo, como a insuficiéncia ovariana prematura, casos em que o HAM
parece ser o melhor parametro de avaliacdio da deplecdao do pool/ de foliculos

ovarianos e possivelmente o melhor teste para diagnosticar essa condigao (97).

Dessa forma, considerando-se a estabilidade do HAM nas varias etapas da
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fisiologia reprodutiva (pequena variabilidade inter-ciclo no 32 dia do ciclo menstrual
(98) e razodvel estabilidade de seus valores séricos ao longo do ciclo (99)), esse
hormonio, em associagdo a CFA, apresenta-se como um dos marcadores mais

confidveis do status folicular ovariano (25, 67, 100-102).
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2. JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

O freqliente aparecimento de queixas relacionadas principalmente ao ciclo
menstrual por parte das pacientes submetidas a LT ainda instiga, nos ginecologistas,
duvidas sobre a possibilidade de essa cirurgia causar danos ao funcionamento dos
ovdrios de mulheres jovens. Os trabalhos que investigaram a existéncia de uma
verdadeira sindrome decorrente da esterilizagdo tubdria ndo esclarecem, de maneira
objetiva e eficaz, essa questao, tornando dubia a maneira como a paciente deve ser
informada antes do procedimento, assim como a interpretagao de suas eventuais

gueixas poés-cirurgicas a curto e longo prazo.

Sabe-se que mulheres normo-ovulatéorias demonstram concentragdes
decrescentes de HAM com o passar da idade, e que tais mudangas sao detectadas mais
precocemente que outras alteracdes clinicas (aumento do FSH, baixa da inibina B,
diminuicdo folicular demonstravel pela ultrassonografia transvaginal). Dessa forma, o
HAM tem sido relatado como o marcador mais fidedigno da reserva ovariana da

mulher, ja que seria capaz de detectar mudangas sutis e a curto prazo.

Até o momento, existem poucos trabalhos na literatura utilizando o HAM para

a avaliagdo de alteragdes na reserva ovariana apds a LT (103, 104).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar se existe associagao independente entre LT e diminuicdo de
reserva ovariana, medidos através da dosagem do HAM, antes e um ano

apods a cirurgia.

3.2. Objetivos Secundarios

Avaliar se existe alteragdo na contagem de foliculos antrais a
ultrassonografia pélvica transvaginal, um ano apos a realizagao da LT.

Avaliar se fatores pessoais (idade da paciente, IMC, tabagismo e uso de
métodos anticoncepcionais hormonais ou ndo hormonais) e inerentes a
LT (via cirurgica — laparotdmica ou laparoscépica) modificam a funcao

ovariana apos um ano da cirurgia.
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ABSTRACT

Objective: To investigate whether ovarian reserve may change after tubal ligation (TL),
we evaluated fertile women submitted to this method by pre- and postoperative
serum Anti-Miillerian hormone (AMH) level and by antral follicle count (AFC) on
vaginal ultrasound. Other factors considered potential confounders were age, body

mass index, smoking, surgical technique and prior contraceptive method.

Design: Prospective cohort study.

Setting: Two university hospitals.

Patients: Eighty fertile women desiring TL.

Interventions: All patients had undergone TL. Serum AMH levels and AFC were

measured preoperative and 12 months after operation.

Main Outcome Measure: Serum AMH levels.

Results: Fifty-two patients completed the study protocol. Mean AMH level was 1.79
ng/ml + 1.61 before operation and 2.05 ng/m + 2.16 after 12 months. Mean AFC was
9.7 £+ 5.9 and 11.1 £ 5.8 before and after TL respectively. These differences were not
statistically significant. The use of a hormonal contraceptive method showed a

significant association with an increase in AMH during follow-up.

Conclusions: This study suggests that ovarian reserve is not altered by TL. Women
using a hormonal contraceptive method may have a slight decrease on AMH levels

during the use of this method, showing an increase of those levels after interruption of
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hormones. These results, though, should be interpreted with caution, and further

studies are necessary to clarify this issue.

Key Words: tubal ligation, Anti-Millerian hormone, ovarian reserve, hormonal

contraceptives.
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INTRODUCTION

Tubal sterilization is one of the most employed techniques of contraception
worldwide, with very high safety (1-3). In Brazil, near 30 to 40% of women who
finished their offspring ask for this method of birth control (4). Despite its efficacy, a
non negligible number of patients submitted to this procedure complain of a variety of
symptoms, mostly related to menstrual cycle changes. Together, these symptoms are
called “post-tubal ligation syndrome”, which include irregular cycles, increased or

prolonged menstrual flow, spotting, dysmenorrhea, dispareunia, among others (5-7).

As the main used techniques for tubal ligation today are simple and safe and its
results are reliable, this is indeed a very good but definitive contraceptive technique;
then, any possible symptoms and side-effects secondary to the surgery should be very

well informed to the patient prior to the choice of this method.

Since the first report of a so-called PTLS, in 1951, by Williams et al. (8), many
authors (9-22) have exhaustively tried to determine, in an objective manner, the
existence of changes in the ovarian function, which could characterize a real
syndrome. Most of the tests and methods used to verify possible alterations on the
ovarian reserve or irrigation (serum hormones, like FSH and Estradiol,
ultrassonographic parameters, like ovarian volume and Doppler of ovarian vessels and
determination of menstrual pattern by questionnaires) (23) are subjective or not
capable of showing variations on a short-term basis, making them not reliable enough

to clarify this condition.

On the last decades, literature concerning AMH has presented promising data
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concerning its capacity to determine ovaries function and reserve (24, 25). This
hormone, initially known for determining male sex differentiation, has been recently
considered the best existing predictor of ovarian reserve, as it can only be detected in
serum from the menarche (26) until the age of menopause (27), making this test a
reliable marker of the reproduction potential of a woman. Also, it has a minor inter
(28) and intracycle (29-31) variability, being able to detect subtle changes in ovarian
reserve, since it decreases slowly as age advances (32). Furthermore, most studies
show that the variations on AFC (performed by vaginal ultrasound) are compatible to
the decrease of AMH levels, as women approach to menopause (33), making the
combination of these two tests the best method to evaluate ovarian reserve and
potential nowadays (24, 32, 34-39). The aim of this study is to objectively evaluate a
possible independent association between TL and decrease of ovarian reserve, in
women who underwent TL, by the measurement of serum AMH prior to and 1 year
after this procedure. Our secondary objectives are to verify this decrease as well by
the verification of the AFC on vaginal ultrasound and to investigate the possible
influence of factors such as age, BMI, smoking, surgical technique and prior

contraceptive method on these alterations.

METHODS

Study Design, Setting and Participants

We conducted a prospective cohort study including 80 consecutive women who

spontaneously asked for tubal sterilization and who had no contra-indications for the
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surgery, from May 2008 to February 2009. Patients” follow-up was conducted until
February 2010. The choice of this contraceptive method and of the surgical technique
was already determined by the patient and her physician at the moment of
recruitment. All women were recruited from the Family Planning Unit from two
university-hospitals in Porto Alegre, Brazil (Hospital de Clinicas de Porto Alegre and

Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas).

Eligibility Criteria

Inclusion criteria were fertile women (who had at least one living child) between
20 and 40 years old, who spontaneously asked for TL independently from this study
and who agreed to sign the informed consent. Exclusion criteria included any of the
following: previous surgery on ovaries or Fallopian tubes, previous history of infertility,
chemo or radiotherapy, hemodialysis and women who refused to sign the informed

consent.

Study Procedures

Prior to surgery (baseline data) and after signing the informed consent, all
patients had a sample of blood withdrawn. Blood samples were immediately
centrifuged and serum was stored at -80°C until assay, at the end of the study, when
all samples were measured together for AMH, avoiding possible variations of reading.
Measurements were made by using ELISA (Beckman Coulter, Genese Immunotech,
France), as described elsewhere (40). Also before TL, all patients had a vaginal
ultrasound for AFC. This exam was performed by two experienced sonographers on a

private Human Reproduction clinic in Porto Alegre, Brazil. The ultrasound equipment
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used was always the same (Siemens Sonoline Adara™ with a 5 MHz transvaginal
probe). This evaluation was performed on any day of the menstrual cycle. By AFC, we
understand the count of all small follicles, between 2 and 10 mm, measured in both

ovaries.

The choice of the technique performed for TL (laparoscopic, by bipolar
coagulation or mini-laparotomic, by Pomeroy’s technique) was made by the patient’s
physician, according to the characteristics and eventual contraindications of each
patient. The surgical procedures were made in Hospital de Clinicas de Porto Alegre and
in Hospital Materno-Infantil Presidente Vargas, Porto Alegre, Brazil, independently of

this study.

Six months after the surgery, patients were called to know if they had any
unpleasant symptoms or if they needed any additional information. Twelve months
after the surgery, patients came back to the clinic where they first had the vaginal
ultrasound for a new AFC (with the same sonographers and equipment) and also for
another blood sample collection for serum AMH verification, which was processed in
the exact same method as prior to the surgical procedure. After the end of the follow-
up period, all serum samples were thawed in room temperature for the measurement

of AMH.

Variables and Outcomes of Interest

Our primary outcome of interest was variation on baseline serum AMH (ng/ml),
defined as a 20% decrease of its values in a 1-year follow-up. A secondary outcome

used was alteration on AFC in the same period. Factors considered potential
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confounders (independent variables) were age, BMI, smoking, surgical technique and

prior contraceptive method.

For statistical analysis, we divided patients into three groups of age: 25-30, 31-35
and > 35 years old (as there were no patients below 25 years old). BMI was calculated
through the formula “weight over height squared”. Patients were considered as non-
smoker if they were completely free of smoking until 1 year before their inclusion in
this study. All others were considered as smokers (active smoking, regardless of the
guantity or those who quit less than 1 year before recruitment). Possible surgical
techniques were laparoscopic, by bipolar cauterization and mini-laparotomic, through
Pomeroy’s technique. Contraceptive methods were divided as hormonal methods
(combined oral pill, hormonal implant and injectable contraceptive) and non-hormonal

methods (condom, copper IUD and no method at all) which were being used until TL.

Sample Size Calculation

Sample size calculation was based on the work of van Rooj et al. (41). In order to
detect a variation equal or superior to 20% on serum AMH between baseline and the
12-month measurement, considering p < 0.05 significance and 80% sample power, it

would be necessary to include at least 40 patients in the study.

Statistical Analysis

We used the paired T-test to compare pre- and post-surgical (12 months) AMH
and AFC. The differences between post- and pre-surgical AMH and AFC were
calculated as the difference between the 12-month and baseline measurements, and

are hereafter referred to as AMH delta and AFC delta.
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The relationship between AMH delta and AFC delta was evaluated through the
Spearman correlation coefficient, since AMH delta presented a non-normal

distribution.

The relationship between AMH and AFC delta and its possible predictors (use of
hormonal contraceptives, smoking habit, surgical technique, age and BMI) was
evaluated through simple and multiple linear regression. A p value < 0.05 was

considered statistically significant.

Ethical Aspects

This study fulfilled the principals and policy of research involving human beings
(Resolution 196/96 from the National Health Council) and was approved by the Ethics
Committee of both hospitals involved (project n® 08-123). All patients were informed
about the study protocol before the surgery and signed the informed consent when

they agreed to participate.

RESULTS

From May 2008 to February 2009, 80 patients who fulfilled the eligibility criteria
for this study and who signed the informed consent were recruited. Twenty-eight
patients were excluded during the follow-up: 18 because of loss of contact (phone
numbers and/or addresses provided were no longer available), 5 for incomplete data
(patients that did not have a blood sample collected and ultrasound performed), 3

because they moved out from the city/state/country and 2 who withdrew their
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consent. 52 patients then completed the protocol and had their data analyzed (Figure

1).

Patients’ characteristics are detailed in Table 1. Mean age at the time of surgery
was 32.5 + 4.5 years old. Mean BMI was 29.9 + 4.8. Thirty-two patients (61.5%) were
using a hormonal contraceptive method prior to surgery, while 20 patients (38.4%)
were using non-hormonal methods or no method at all. Smoking was referred by 20
patients (38.4%). Thirty-five patients (67.3%) were submitted to laparoscopic and 17

(32.7%) to laparotomic technique.

Baseline AMH varied from 0.05 ng/ml to 9.2 ng/ml (mean = 1.79 ng/ml * 1.61),
and 12-month measurement was 0.05 ng/ml and 9.8 ng/ml for minimal and maximal
values, respectively (mean = 2.05 ng/ml + 2.16), as shown in Figure 2. Figures 3 to 8
show the differences of AMH according to age groups. Baseline AFC varied from 1 to
28 (mean = 9.7 £ 5.9) and the 12-month count, from 2 to 33 (mean = 11.1 + 5.8) (Figure
9). The variations between both AMH and AFC (AMH delta and AFC delta) were not

statistically significant considering a p < 0.05 (Table 2 and Figure 10).

The analysis of predictors of AMH and AFC is shown in Table 3. The only variable
associated with AMH delta variation during this 12-month period (both in the
univariate and multivariate analysis) were hormone contraceptives, where its use
showed a statistically significant association with an increase in AMH during follow-up.
In the AFC analysis, no variable showed consistent association with its delta (Table 3).
BMI showed an association with AFC delta in the comparison of BMI 25-30 versus <25,

but this relationship was not maintained in the >30 versus <25 analysis, and should
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therefore be interpreted with caution.

DISCUSSION

This study evaluated the possible occurrence of changes on ovarian function after
TL (on the search for a PTLS) by serum AMH and, secondarily, by AFC. We found that
women who underwent TL showed no significant alterations in serum AMH and AFC
one year after the procedure, when compared to baseline values. However, small (non
significant) alterations in AMH and AFC where compatible and also showed similar
variation curves according to age. Furthermore, with the exception of hormonal
contraceptive methods, none of the possible influencing factors analyzed (age, BMI,
smoking and surgical technique) showed an independent association with AMH delta
and none with AFC delta. Our study then suggests that there is no influence of TL in
ovarian function and reserve on a 1-year follow-up period. Both AMH and AFC showed

a (non-significant) small increase in their values after 12 months of TL.

These results are consistent with previous research (10-13, 16, 18) that showed
no significant variation on ovarian function after TL, with even longer follow-up. This
data come from studies that used ancient and non-efficient methods for evaluating
ovarian reserve on a short-term basis, like estradiol, FSH, ovarian Doppler and
menstrual questionnaires. Nonetheless, studies that found evidences of an occurrence
of PTLS (6, 42, 43) used the same tests, so it is not even possible to differentiate if
those results are a reliable reflex of ovarian reserve changing or not. Our study, then,

tested this hypothesis with the best methods available for analyzing possible

59



alterations on ovarian functioning, and our results, despite our small population, could

clarify a little bit more this issue.

We consider the small increase on AMH and AFC values after 12 months of TL
clinically irrelevant, not only because it was not statistically significant, but also
because small variations on AMH levels can be found in young and specially fertile
women (44, 45). Small and temporary variations on AMH levels after surgical
procedure were already described by other authors (46, 47), who found decreased
AMH levels immediately after surgery (ovarian cystectomy or oophorectomy) and
increase of those values on subsequent months. They suggested that the increased
serum AMH levels reflect either reperfusion of ovarian tissue, activation of follicles or

regeneration of ovarian follicle pool (46).

To our knowledge, there are few studies in literature that have evaluated ovarian
function after TL by serum AMH (48, 49). Grant et al. (49) compared a group of 50
women with a history of TL desiring fertility to a 33 patients control group of healthy
women from couples with male factor infertility. They found a positive association
between TL and reduced ovarian reserve (measured by serum AMH and total AFC),
mainly in those who had a bipolar coagulation technique. However, neither the
amount of time passed after TL, nor patient’s age, both very important factors to
consider on evaluating the impact of the surgery on ovarian function, were not
mentioned, so we cannot know whether patient’s groups were really comparable
regarding to this. Moreover, this was a transversal study, so it did not include follow-
up, which can impair the results. The other one (48) was a 10-month prospective

randomized study of 80 patients submitted to TL (through eletrocoagulation or
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mechanical clips techniques). Authors found a significant difference between the
postoperative 10"-month total ovarian volumes and AFC between the
electrocoagulation and mechanical clips application groups. Serum AMH, though,
showed no significant differences. Since AMH and AFC normally show paired values,
one might question whether these results are a real reflex of the ovarian reserve of the
patients. Nonetheless, this paper represents an important study on this field, with a

methodology very similar to ours.

We also tried to search for potential factors that could influence ovarian function
and the possible associated symptoms of patients after TL, performing a multivariate
analysis. When tested to age, BMI, surgical technique and smoking, still there were no
differences on the AMH and AFC delta variation. However, concerning to the
contraceptive method used prior to TL, we observed interesting results: when the
patient was a user of hormonal methods (combined pill, hormonal implant or
trimestral injection), AMH showed a statistically significant, though slight, increase
after 1 year of TL. We interpreted this finding as the following: patients in use of
hormones may have a minor decrease on AMH levels during its use, which would
subsequently increase after interruption of this contraceptive method. This hypothesis
would also explain the non significant augmentation on AMH values after the 1-year
follow-up period, as more than 60% of the patients studied were in use of a hormonal
contraception before TL. Regarding to AFC delta, this association was not significant.
Still, these results should be interpreted with caution, as we used a small population
and a follow-up of only one year. Indeed, most studies show that serum AMH values

are not influenced by any personal factors, including the use of hormonal
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contraceptive methods (31, 50).

When we compared the delta variation on serum AMH values to the delta
variation on AFC values, we found very similar curves. This comparison is consistent
with literature, as we described before, but what is interesting on this finding is that, in
our study, AFC was not necessarily verified on days 2 to 4 of the menstrual cycle, as
normally recommended. Instead, the ultrasound was made on any day of the cycle,
according to the availability of the patient to come to the clinic. These findings could
be interesting on questioning the standard method of verifying AFC (51, 52), in the
sense that maybe the phase of the cycle should not be so strict, which would largely

facilitate this evaluation (which is already a known advantage of serum AMH).

We recognize some limitations of our study. Time of follow-up after TL was
limited, and a longer period could maybe allow the achievement of more consistent
data. We chose not to have a control group, but this could have strengthened
statistical power taking into account a short period protocol. Also of concern is the
important loss of patients during the follow-up phase. We understand that the
difficulties found to keep in touch with the patients can be assigned mainly to the fact
that participants were all recruited from public hospitals, which are usually sought, in
our country, by low social-economic status population, who may not understand the
importance of committing to a study protocol. Nevertheless, the minimum number

established to reach statistical power was respected.

Despite its limitations, our results can be considered applicable to other

populations of patients submitted to TL because we had an embracing sample of
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women that usually look for this contraceptive method, concerning to age and BMI.
Furthermore, the ovarian reserve tests used in this study are considered the best
parameters to evaluate small alterations in ovarian functioning and are not influenced
by personal characteristics. To our knowledge, this was the first research on PTLS using
those tests performed in our country. Also of concern, it the fact that trials evaluating
the influence of the use of hormonal contraception on AMH levels were made with

study populations smaller than ours.

Briefly, we can summarize our results in three statements: 1) after 12 months of
TL, the population studied did not show a significant difference on ovarian reserve
measured by AMH and AFC; 2) the use of hormonal contraception was the only
parameter that revealed a significant association with the variation on AMH during the
study period, showing a slight tendency to increase of AMH levels after stopping this
method; 3) we clearly observed, as previously described, smaller values of AMH and

AFC in older women (specially more than 35 years old) regarding to younger women.

In conclusion, the results of our current 12-month follow-up cohort study suggest
that TL does not provoke any significant decrease in ovarian reserve and potential,
which put in doubt the real existence of a PTLS. We also found an increase on AMH
levels in patients using hormonal contraception after interruption of this method. Still,
these results should be interpreted with caution, and further researches using AMH

and longer follow-up should be considered.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Flow diagram of study selection

Figure 2. Variation on serum AMH (ng/ml) after 1-year follow-up

Figure 3. Baseline serum AMH (ng/ml) x age (years)

Figure 4. 12-month serum AMH (ng/ml) x age (years)

Figure 5. Baseline serum AMH (ng/ml) x age (<30 years old)

Figure 6. 12-month serum AMH (ng/ml) x age (< 30 years old)

Figure 7. Baseline serum AMH (ng/ml) x age (>36 years old)

Figure 8. 12-month serum AMH (ng/ml) x age (> 36 years old)

Figure 9. Variation on AFC after 1-year follow-up

Figure 10. Delta AMH x Delta AFC in 1-year follow-up
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Table 1. Demographic and clinic characteristics of the study population at the time of

recruitment (n=52)

n Mean = SD* Percent

Age (years old) 52 325+45
BMI** 52 29.9+4.8
Menarche (years old) 52 13.0+£2.8

Menstrual cycles
Regular 41 78.8%
Irregular 11 21.2%

Contraceptive method

Hormonal 32 61.5%

Non-hormonal 20 38.5%
Smoking

Yes 20 38.5%

No 32 61.5%

Surgical technique
Laparoscopic 35 67.3%

Laparotomic 17 32.7%

*SD = standard deviation

** BMI = body mass index = weight (kg)/height*(m)
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Table 2. Paired T-test comparing pre- and postsurgical (12 months) AMH and AFC

Baseline

12 months after TL p value
AMH* 1.79 2.05 0.23
AFC** 9.70 12.08 0.12

* Anti-Mdllerian Hormone (values in ng/ml)

** Antral Follicle Count (in both ovaries)
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Table 3. Uni and Multivariate analysis of potential ovarian reserve predictors, AMH delta and AFC delta after 1-year follow-up

AMH delta AFC delta
Predictors Univariate analysis Multivariate analysis Univariate analysis Multivariate analysis
B coefficient 95% CI B coefficient 95% CI B coefficient 95% CI B coefficient 95% CI

Use of hormonal contraceptives 1.772 0.946 : 2.597 1.762 0.88:2.644 0.345 -3.164 :3.855 0.824 -3.161:4.808
Current smoking 0.852 -0.041:1.744 0.373 -0.602 :1.348 2.317 -1.254 :5.888 1.572 -2.834:5.978
Videolaparoscopic surgery -0.077 -1.143 :0.989 -0.489 -1.375:0.397 0.897 -2.797 : 4.591 0.088 -3.914:4.091
Age

31-35 years vs 25-30 0.131 -1.134:1.397 0.083 -0.906 :1.072 -1.933 -6.296 : 2.429 -2.253 -6.722:2.216

36-40 years vs 25-30 -0.238 -1.423:0.946 0.04 -0.872:0.952 -0.076 -4.160 : 4.008 -0.36 -4.483 :3.762
BMI

25-30vs <25 -0.438 -1.651:0.775 -0.889 -1.795:0.017 -3.857 -7.631:-0.084 -4.641 -8.734:-0.548

>30 vs <25 0.099 -1.194 :1.392 -0.769 -1.798 : 0.261 -1.403 -5.425:2.620 -2.159 -6.812:2.493
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Figure 1.

Fertile patients submitted

to tubal ligation
{n=1280)

A

Total recruited
(n=280)

Data available for analysis
(n=152)

Y

LOST TO FOLLOW-UP (Total = 28):

Loss of contact (n = 18)
Incomplete data (n=5)
Moving out (n=3)

Withdrew the informed consent (n = 2)

76



Figure 2.

AMH

7.00
4,87
3.66
319
291
2.5
236+
211
1.85
1.57
145
1.30
1.19

707
597

357
.26
A5
057

T
Baseline

Time

T
12 Months

77



Figure 3.
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Figure 4.
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Figure 5.

Baseline AMH
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Figure 6.
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Figure 7.
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Figure 8.

12-month AMH
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Figure 9.
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Figure 10.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do nosso estudo mostraram que:

1)

2)

3)

Um ano apds a ligadura tubdria (LT), a populacdo estudada ndo demonstrou
diferenca significativa na reserva ovariana avaliada através do Hormonio
Anti-Miilleriano (HAM) e da contagem de foliculos antrais (CFA) a
ultrassonografia transvaginal;

O uso de contraceptivos hormonais foi o uUnico parametro que revelou
associacao significativa com a variacdo dos valores de HAM durante o
periodo estudado, demonstrando um aumento desses valores apds a
interrupgdao desse método anticoncepcional, no periodo de seguimento de
um ano;

Observa-se claramente, como descrito na literatura, valores menores de
HAM sérico e da CFA a ultrassonografia transvaginal em pacientes de idade
mais avangada (principalmente acima de 35 anos) em relagdo a mulheres

mais jovens.

Em suma, nosso estudo de coorte com seguimento de um ano sugere que a LT

nao altera de forma significativa a fungdo e a reserva ovarianas, suscitando duvida a

respeito da real existéncia de uma sindrome péds-ligadura tubaria. Observou-se

também aumento significativo dos valores de HAM apds o periodo de seguimento em

pacientes que usavam um método contraceptivo hormonal antes da cirurgia. Tais

resultados, contudo, devem ser interpretados com cautela, e novas pesquisas
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utilizando o HAM, preferencialmente com maior tempo de seguimento, serdo

importantes para esclarecer essa questdo.
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APENDICE 1 — Questionario pré-cirdrgico

QUESTIONARIO PESSOAL PRE-CIRURGICO

Nome:
Idade: __ anos Prontuario: Hospital: ( )JHMIPV ( ) HCPA
Endereco:
Telefone:
Endereco e telefone da mée ou contato mais préximo:

Menarca: anos Data de nascimento:
DUM: Dia do ciclo (cirurgia):
Padrao menstrual:
Fluxo: ( ) Fraco ( ) Moderado ( ) Intenso
Duracéo do fluxo (dias):
Regular (entre 21 e 35 dias) ( ) Irregular (> 35 dias) ( )
Duracéo do ciclo:
Paridade: G P C A
Histdria obstétrica pregressa:

Método anticoncepcional (MAC) atual:
Peso: Altura: IMC:

CIRURGIA REALIZADA:
DATA:

Exames basais:

Data Resultado

HAM

CFA
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APENDICE 2 — Questionario pés-cirtrgico

QUESTIONARIO PESSOAL POS-CIRURGICO

Evolucgao:

Padrao menstrual:

- 6 meses pods-cirurgico: Fluxo: ( ) Fraco ( ) Moderado ( ) Intenso
(DATA: [ [ ) Regular (21 - 35 dias) ( ) Irregular (> 35 dias) ( )
Duracéo do fluxo (dias):
Duracéo do ciclo:
DUM:

- 12 meses pos-cirurgico: Fluxo: ( ) Fraco ( ) Moderado ( ) Intenso
(DATA: [ | ) Regular (21 - 35 dias) ( ) Irregular (> 35 dias) ( )
Duracao do fluxo (dias):

Duracéo do ciclo:

Peso: IMC:

Mudancgas de ciclo:

12 meses apos (DATA: |/ | )

HAM

CFA
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APENDICE 3 - Ficha de ultrassonografia

FICHA DE CONTROLE ULTRASSONOGRAFICO
“Avaliacdo da reserva ovariana em pacientes submetidas a

Ligadura Tubaria”

NOME:

PRONTUARIO: HOSPITAL:

TELEFONES DE CONTATO:

DATA: USTV: ()Précx ()12m

Ovario direito:
Volume = cm?® CFA =

Ovario esquerdo:

Volume = cm CFA =
Utero:
Volume = cm?®

Ultrassom realizado por:

OBS:
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