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El habito de fumar se asocia a baja
concentracion plasmatica de hormona
antimiilleriana en mujeres infértiles

ARIEL FUENTES, JAVIER ESCALONA, PABLO CESPEDES,
VICTORIA REPETTO, GERMAN INIGUEZ

Effects of smoking on plasma antimiillerian
hormone concentrations among infertile women

Background: Smoking may hamper female fertility, probably modifying ovarian
reserve. Antimiillerian hormone (AMH) is an accurate marker for ovarian reserve.
Aim: To look for an association between smoking status and plasma AMH concen-
tration. Patients and Methods: A cohort of 141 infertile women in a university
setting in Santiago, Chile was studied. Demographic and smoking data, including
the number of cigarettes smoked during the last week, were collected. A blood sample
was obtained and kept frozen until determination of AMH by ELISA and follicle
stimulating hormone (FSH) and estradiol at day three of the menstrual cycle, by
radioimmunoanalysis. Results: Thirty two participants smoked (23%). There were
no significant differences in age, parity, body mass index, causes of infertility and day
three FSH and estradiol between smokers and nonsmokers. According to a regression
analysis, there was a significant decrease in AMH concentration with age and active
cigarette smoking. A drop in AMH of -0.189 ng/mL with a unitary change in age and
a decrease of -2.29 ng/mL when everything else remains constant, except the smoking
status, were established (p < 0.001 and r2 = 0.134). However, no dose response was
observed when the number of cigarettes smoked during the last week were introduced
in the model. Furthermore, no significant association of plasma AMH with day three
plasma FSH and estradiol concentrations was observed. Conclusions: Cigarette smo-
king is associated with decreased AMH plasma concentrations among infertile women.
However there was no dose response relationship. The mechanisms underlying this
association are unknown and further investigation is required.

(Rev Med Chile 2013; 141: 23-27).
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impacto negativo sobre los resultados repro-
ductivos tales como la frecuencia de aborto,
embarazo ectdpico, la fecundabilidad y la edad
de ocurrencia de la menopausia. En promedio
las mujeres fumadoras tienen una menopausia
adelantada en un afio respecto de sus pares no
fumadoras'?. Sin embargo, los mecanismos a tra-
vés de los cuales el cigarrillo adelanta el final de la
vida reproductiva se desconocen.
Ha sido comunicado que en la mujer el ciga-

f ; e ha descrito que el habito de fumar tiene un

rrillo aumenta los niveles de hormona foliculo
estimulante (FSH) que ha sido propuesta como
marcadora de la reserva ovérica’. Debido a que
FSH es producida en la hip6fisis y no en el ovario,
este efecto pudiera derivar de una accién directa
sobre el gonadotropo hipofisiario sin reflejar
necesariamente la cuantia del pool remanente de
ovocitos en el ovario.

La hormona antimiilleriana (AMH) se expresa
primariamente en las células de granulosa del foli-
culo secundario en crecimiento, preantral y antral
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temprano. Asi, AMH es un marcador directo de
la reserva ovdrica*’. Estudios en animales indican
que los niveles de esta hormona se correlacionan
en forma directa con el ntimero de foliculos en
crecimiento y el nimero de foliculos primordia-
les®. Por otra parte, se sabe que la AMH no varia
significativamente a lo largo del ciclo menstrual
o con los cambios ciclicos de las gonadotrofinas
hipofisiarias”®. El objetivo del presente trabajo fue
determinar la existencia de una asociacion negati-
va entre el hdbito de fumar y los niveles circulantes
de hormona antimtilleriana. Por lo tanto, la hip6-
tesis de este estudio sostiene que el consumo de
cigarrillos se asocia a niveles disminuidos de AMH.

Material y Método

La poblacién incluida en este estudio
comprendié 146 mujeres que consultaron
por infertilidad en el Instituto Investigaciones
Materno Infantil de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile (IDIMI) en Santiago,
durante el afio 2010. Se excluyeron las mujeres con
antecedente de sindrome de ovario poliquistico
por su conocido aumento de los niveles circulantes
de AMH y las que habian sido sometidas a cirugia
ovdrica por endometriosis u otras causas. Por otra
parte, se incluyeron sélo parejas en que el factor
masculino presentaba pardmetros seminales
normales.

A todas las participantes se les realizé medicién
de la AMH sérica, FSH y estradiol en el dia 3 de
su ciclo menstrual, considerando el dia 1 como le
primer dia de su menstruacion.

La condicién de fumadora se estableci6 en
base a autoreporte a través de la contestaciéon de
un cuestionario utilizado y validado previamente
en un estudio de este grupo’. Brevemente, este
instrumento establecié y cuantificé la relacién
actual del individuo con el hdbito de fumar (al
momento de contestar el cuestionario) y su rela-
cién con el cigarrillo a lo largo de la vida. En este
estudio se utiliz6 como indicador el numero de
cigarrillos consumidos durante la semana previa
a la aplicacién del cuestionario. Se consider6 fu-
madora para los fines de este estudio a las mujeres
que declararon haber fumado la semana anterior.

Determinacion de AMH

La determinacién de la concentracién de AMH
se estableci6 mediante inmunoensayo ELISA
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(Disgnostic System, laboratorio, Inc Beckman
coulter, Webster, TX. especifico Estados Unidos de
Norteamérica). Los resultados se expresaron en ng/
ml. El limite inferior detectable para AMH fue de
0,05 ng/ml y sus coeficientes intra e inter-ensayo
fueron 3,4 y 6,5% respectivamente.

Determinaciéon de FSH

La determinacién de la concentracién de FSH
se establecié mediante ensayo inmunométrico,
los resultados fueron expresados en mUI/ml y el
limite inferior detectable para esta hormona fue de
0,06 mIU/ml. Los coeficientes intra e inter-ensayo
fueron de 2,9 y 4,9%, respectivamente.

Determinacioén de estradiol

Las concentraciones de estradiol se establecie-
ron mediante radioinmunoensayo, los resultados
fueron expresados en pg/ml. El minimo nivel
detectable para este esteroide fue de 8 pg/ml y
los coeficientes intra e inter-ensayo 5,3 y 6,4%
respectivamente.

Cuestionario

A todas las participantes se les aplicé un
cuestionario en el que se pregunté por datos
demogriéficos como la edad y la paridad. Ademas
se averigud sobre las causas de infertilidad y el
consumo actual y pasado de cigarrillos con én-
fasis en la dosis de cigarrillos fumados durante la
ultima semana.

Andlisis estadistico

El célculo del n muestral se basé en una dife-
rencia entre las medias de 0,7 ng/ml de AMH con
una desviacion estdndar de 0,91 ng/ml de acuerdo
a datos piloto de nuestro laboratorio. Asi, el ndme-
ro minimo de sujetos por grupo necesarios para
este estudio fue calculado en 30 sujetos, asumiendo
una tasa de 3,5 controles por cada caso.

La distribucién de variables continuas se esta-
blecié usando el test de Kolmogorov - Smirnov.
Para la comparacion de medias se usé el test de t
de Student. Se emple6 regresion lineal para esta-
blecer el efecto de la edad sobre la concentracién
AMH ajustada por la condicién de fumador. Los
resultados son expresados como la media + el error
tipico de la media.

Resultados

Ingresaron al estudio 146 pacientes observin-
dose una prevalencia del hébito de fumar cigarri-
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Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion estudiada Tabla 2. Causas de infertilidad
Fumadoras No fumadoras Causa No fumadoras Fumadoras Total
(n = 32) (n = 114) (n) % (n) % (n)
Edad 38 + 0,85 36,64 + 0,56 Factor tubario 45 78 13 22 58
IMC 26 = 0,32 26,8 =+ 0,62 Endometriosis 35 79 9 21 44
FSH** 14,86 + 2,33 14,03 = 2,95 Anovulacion 20 80 5 16 25
Estradiol** 28,89 = 5,12 30,67 + 3,62 Otras 14 72 5 26 19

*Valores corresponden a la media = Error tipico de la media.

**ESH y Estradiol tomados en dia 3 del ciclo.

Total 114 32 146

Tabla 3. Regresion Lineal: Edad y status de fumador sobre concentraciones de AMH sérica

Modelo Coeficientes no estandarizados Coeficientes tipificados t P
Beta Error standard Beta
Intercepto 10,587 2,182 4,853 ,000
1 Edad -0,134 0,057 -0,189 -2,360 020
Condicién de fumador -2,288 0,642 -0,285 -3,561 ,001

a. Variable dependiente: AMH. r = 0,322; r? = 0,103.

llos de 23% (n = 32). Como se observa
en la Tabla 1 no hubo diferencias entre
fumadoras y no fumadoras respecto a la
media de edad, indice de masa corporal
(IMC), concentracién de FSH ni estradiol
en dia 3 del ciclo menstrual. La causa mas
frecuente de infertilidad correspondié a
alteraciones de las trompas de Falopio
seguidas por endometriosis, anovulacién
e infertilidad de causa desconocida (Tabla
2). No se observo diferencias significa-
tivas en la frecuencia de estas causas de
infertilidad femenina entre la poblacién
de mujeres fumadoras y no fumadoras.

Las mujeres fumadoras consumieron
30,69 £ 5,22 cigarrillos a la semana (mi-
nimo 7 maximo de 140) en promedio.

En un andlisis bivariado, la concen-
tracién media de AMH de la poblacién
total fue de 2,8 ng/ml, correspondiendo
una media de 3,23 + 0,33 ng/ml a las no
fumadoras y de 0,92 *+ 0,14 ng/ml a las
pacientes fumadoras (Figura 1).

Tal como se observa en la Tabla 3
en el andlisis multivariado la regresién
lineal demostré que tanto la edad como
el habito de fumar cigarrillos tienen un
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Figura 1. Niveles de AMH en fumadoras y no fumadoras. Los circulos
sefalan el valor de la AMH. Los circulos sefalan el valor de la media y
las barras los intervalos de confianza de 95%.

efecto significativo sobre la concentraciéon plasmatica de
AMH, asocidndose ambas variables con una caida de las
concentraciones de AMH en forma significativa, con un
R =-0,322yun r’= 0,103 (p < 0,05).

Una correcta interpretaciéon de la Tabla 1 indica que
mientras todo lo demds permanece constante por cada afio
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que la mujer aumenta en edad, AMH desciende en
-0,189 ng/mL. Ademds, a edades iguales al ir de una
mujer no fumadora a una fumadora se produce
un cambio de -2,288 ng/mL en la concentracién
de AMH plasmatica.

Al incorporar al modelo el numero de ciga-
rrillos consumidos en la semana anterior a la
aplicacién del cuestionario no se observ una aso-
ciacidn significativa con cambios en los niveles de
AMH, lo que descarta una relacién dosis respuesta.
Tampoco se observé una asociacion significativa
con los niveles de FSH, estradiol en dia 3 del ciclo
menstrual ni la causa de la infertilidad.

Discusion

La prevalencia del hdbito de fumar al momento
de realizarse este estudio en la poblacién femenina
infértil fue de 23% muy similar al 19% comuni-
cado recientemente por nuestro grupo’. Nuestros
resultados avalan la asociacién del hébito de fumar
con una caida de las concentraciones de AMH
reportada por otros autores'®'>'2. I[gualmente im-
portante, estos resultados demuestran que AMH
es un marcador de reserva ovarica que tiende a
disminuir a medida que la mujer envejece y es
sensible a factores ambientales. Esta disminucién
de la AMH circulante a lo largo del tiempo no es
influida por las variaciones que experimentan las
gonadotropinas durante el ciclo menstrual, espe-
cialmente la FSH, hormona que sufre una fuerte
alza al final de la vida reproductiva. De ello se pue-
de deducir que AMH representa un marcador de
reserva ovarica en una etapa bastante mds precoz
comparada con FSH".

Sin embargo, este estudio, como otros'*, fallg
para establecer una relacién dosis respuesta al
correlacionar el numero de cigarrillos fumados en
la semana anterior a la aplicacién del cuestionario
con los niveles de AMH plasmética encontrados.
Resultados similares han sido reportados por
Freour®.

Por otra parte, no estdn claros los mecanismos
a través de los cuales el cigarrillo puede inducir
esta caida en los niveles plasmaticos de AMH.
Las células de granulosa de los foliculos prean-
trales y antrales tempranos son responsables de
la sintesis y liberacién al torrente sanguineo de
la AMH. El humo de cigarrillo puede ejercer una
accién inhibitoria de la proliferacion o estimula-
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dora de la apoptosis de estas células de granulosa.
Asi, al disminuir la masa critica de este tipo de
células seria esperable una caida en la sintesis y
liberacién de la AMH. El estudio de la influencia
del humo de cigarrillo sobre la proliferacion y
apoptosis celular en la poblacién de células de
granulosa es un punto clave en la dilucidacién
de esta hip6tesis. Los actuales resultados respecto
de la concentracién de AMH en plasma son muy
similares a los encontrados por nuestro grupo en
liquido folicular®. En ese estudio se observ6 una
concentraciéon de AMH significativamente menor
entre las fumadoras medidas en el fluido folicular
y se descarto la presencia de interaccion estadistica
entre edad y consumo de cigarrillos. Asi, ambos
estudios demuestran que tanto la edad como el
hébito de fumar se asocian significativamente
con una caida de las concentraciones de hormona
antimiilleriana.

Una de las fortalezas del presente estudio
consiste en el manejo de las principales variables
generadoras de confusién como la edad y el indice
de masa corporal. Asi, la principal conclusién de
este estudio es que tanto la edad como la condi-
cién de fumadora juegan un rol, estadisticamente
significativo aunque modesto cuantitativamente,
sobre las concentraciones plasmaticas de AMH.

Este estudio tiene algunas limitaciones como
por ejemplo el escaso nimero de fumadoras cuya
condicion de tales se basa exclusivamente en el
cuestionario autoadministrado. Es posible que al-
gunas mujeres no se muestren proclives a recono-
cer que fuman conduciendo a una subestimacién
de la prevalencia del consumo de tabaco. Por otra
parte, no se intentd en este trabajo obtener datos
acerca de la condicién de fumadora pasiva. Asi, si
algunas de ellas fueron mal calificadas como no
fumadoras esto puede haber debilitado la asocia-
cién entre cigarrillo y concentraciones de AMH.

A pesar de que los estudios de corte transversal
que han comparado las concentraciones de AMH
en mujeres fumadoras y no fumadoras han arroja-
do resultados contradictorios, los estudios como el
actual que han comparado estas concentraciones
ajustando por edad han consistentemente encon-
trado que la declinacién de AMH con la edad se
acelera entre las fumadoras'®".

Hasta donde conocemos, este es el primer
estudio realizado en mujeres chilenas respecto de
la asociacién tabaco -concentraciones de AMH.
En suma, nuestros hallazgos sefialan que el hébito
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de fumar cigarrillos se asocia a concentraciones
disminuidas de AMH y esta asociacién es compar-
tida por la variable edad. Si embargo la ausencia
de una relacién dosis respuesta hace dificil una
interpretacion certera de estos datos. Se necesitan
estudios que aclaren los mecanismos que subyacen
la asociacion descrita.
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