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RESUMEN

Introduccién. La hormona antimtilleriana (HAM) es un marcador especifico de células de Sertoli gonadal
usualmente utilizada para el diagnostico de desordenes del desarrollo sexual. Enlaactualidad, los métodos
automatizados para medir la HAM se han incorporado de manera rutinaria en los laboratorios clinicos.

Objetivo. Obtener valores de referencia de HAM en una poblacion de neonatos y lactantes sanos
utilizando un inmunoensayo electroquimioluminiscente (EQLIA).

Poblacion y métodos. Analizamos 599 muestras de suero de neonatos y lactantes sanos (F = 296,
M = 303), edad entre 2 y 291 dias (<15 dias: n = 352; > 15 dias: n = 247). Se determiné HAM por un
ensayo EQLIA de Roche. Se calcularon los percentiles de distribucion de HAM utilizando el método de
Bootstrap.

Resultados. Los valores de HAM (ng/mL) en neonatos y lactantes fueron: M: (15 dias: P 2,5: 27,5;
P 97,5: 118,3; >15 dias: P 2,5: 13,9; P 97,5: 186,0. F: <15 dias: P 2,5: 0,03; P 97,5: 4,00; >15 dias:
P 2,5:0,03; P 97,5: 11,5.

Conclusién: Nuestro trabajo aporta valores de referencia de HAM segun edad y sexo, facilitando su
uso clinico apropiado en la evaluacién endocrinolégica de una poblacion. Los resultados obtenidos son
acordes con estudios previos que muestran que los valores de HAM son elevados al nacer en el sexo
masculino, como expresion de la funcionalidad de las células de Sertoli.

Palabras clave: valores de referencia; hormona antimdlilleriana; recién nacido; lactante; inmunoensayo
de electroquimioluminiscencia.
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INTRODUCCION

La hormona antimilleriana (HAM) es una
glicoproteina homodimérica, que pertenece a la
familia del factor de crecimiento transformante
beta, cuyo gen se localiza en el cromosoma
19 p13.3 y esta compuesto por cinco exones.
Previamente a su secrecién, la hormona es
glicosilada y dimerizada dando lugar a
un precursor de aproximadamente 140 kDa
que contiene dos subunidades idénticas de
70 kDa unidas por puentes disulfuro. Cada
monomero contiene un gran dominio N-terminal
(proHAM) y un dominio C-terminal mas pequefio,
correspondiente a la region madura. Durante el
transito citoplasmatico, se escinde en un sitio
especifico entre la region pro y la region madura
para formar dos homodimeros biolégicamente
activos, uno de 110 kDa de dominio N-terminal y
otro de 25 kDa de dominio C-terminal, asociados
en un complejo no covalente (HAM N.C)."?

Durante la vida fetal, la diferenciacion
sexual masculina se produce antes que el eje
hipotalamo-pituitario-gonadal resulte funcional.
La HAM, producida por las células de Sertoli
inmaduras alrededor de la séptima semana de
gestacion, induce la regresion de los conductos de
Muller facilitando el desarrollo de los conductos de
Wolff, que dan origen al epididimo, los conductos
deferentes y las vesiculas seminales.3® Excepto
por una disminucion transitoria en el periodo
perinatal, los niveles de HAM permanecen altos
desde el final de la séptima semana fetal hasta el
inicio de la pubertad.®8

En la diferenciacién sexual femenina, el
sistema de conductos millerianos se desarrolla
en ausencia de HAM permitiendo el desarrollo del
utero, las trompas de Falopio y el tercio superior
de la vagina. La produccion de HAM es detectable
a partir de la semana 24 de gestacion, cuando los
conductos de Miller modifican su sensibilidad a
esta hormona.? La HAM desempefia un papel
muy importante en la foliculogénesis ovarica.®
Los niveles séricos de HAM son bajos al nacer,
aumentan lentamente durante la infancia
hasta la pubertad, permanecen relativamente
estables en el adulto joven y luego comienzan
a disminuir, hasta volverse indetectables en la
menopausia.'®!

La mediciéon de HAM es una herramienta
importante en la evaluacion de la funcion gonadal
en endocrinologia pediatrica para la investigacion
de desordenes del desarrollo sexual (DSD),
insuficiencia ovarica prematura, tumores de
células de la granulosa en nifias e hipogonadismo

Articulo original / Arch Argent Pediatr. 2025;123(5):€202510653

masculino.'?'® Resulta de utilidad para controlar
el potencial reproductivo de nifias tratadas con
guimioterapia gonadotodxica.®

ProHAM y HAM N.C circulan en cantidades
proporcionales y ambas son detectadas por
los anticuerpos utilizados en la mayoria de los
ensayos, que informan la llamada HAM total.
Los inmunoensayos marcados con enzimas
(ELISA - Generacion I) han estado disponibles
desde finales de la década de los 90. Debido
a los diferentes componentes reactivos,
estos ensayos se combinaron para producir
el ELISA - Generacion |l, metodologia que
posteriormente se modificd para adaptarse a
las plataformas automatizadas conservando
el par de anticuerpos de captura y deteccion
del ensayo0.2023 Estos ultimos demuestran un
rendimiento de procesamiento de muestra a
mayor escala, tiempos de respuesta mas rapidos,
mayor sensibilidad y rangos de medicién mas
amplios que los ensayos comerciales anteriores.
Hasta la actualidad se han publicado pocos
estudios que proporcionen valores de referencia
pediatricos utilizando esta metodologia.

Los objetivos de este trabajo fueron
establecer valores de referencia de HAM en una
poblacién pediatrica, compuesta por neonatos
y lactantes sanos, utilizando un inmunoensayo
electroquimioluminiscente (EQLIA).

POBLACION Y METODOS
Poblacién

En este estudio analitico de tipo transversal, se
analizaron muestras de 599 neonatos y lactantes,
entre 2 y 291 dias de vida, de sexo femenino (F)
n = 296, de sexo masculino (M) n = 303, que
concurrieron al laboratorio de Endocrinologia
del Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad
de Cérdoba o a la Maternidad Provincial 25 de
Mayo de Catamarca por demanda espontanea,
para llevar a cabo la pesquisa neonatal de
enfermedades congénitas endocrino-metabdlicas,
0 como pacientes ambulatorios por otras
indicaciones no endocrinolégicas.

Para analizar el comportamiento de los niveles
de HAM, dividimos a la poblacién estudiada
considerando diferentes rangos de edades
teniendo en cuenta el sexo asignado y las
normativas del Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI).2*

Para el calculo de media y mediana,
consideramos los siguientes rangos de edades:
2-7 dias, 8-15 dias, 16-30 dias, 31-291 dias.
Posteriormente, se redistribuy6 la poblacion para



el calculo de percentiles de distribucion en dos
grupos: hasta 15 dias de edad y mayores de
15 dias.

Los criterios de inclusion fueron recién nacidos
a término (37-42 semanas), adecuados para la
edad gestacional, sin complicaciones distécicas,
producto de embarazos sin complicaciones.
Se excluyeron las muestras de nifios con
antecedentes de patologias endocrinas,
desordenes metabdlicos y enfermedades
congénitas.

El Comité Institucional de Etica de
Investigacion en Salud del Hospital de Nifios de
Cordoba aprobo este estudio, garantizando su
conformidad con las normativas éticas y legales
pertinentes.

Metodologia

Las muestras de suero se almacenaron
a -20 °C hasta su procesamiento. HAM
se determino por EQLIA-Cobas 601 Roche
DiagnosticsGmBH, Mannheim, Germany, con
intervalo de medicién de 0,01 a 23,0 ng/mL,
limite de deteccién de 0,01 ng/mL y limite de
cuantificacion de 0,03 ng/mL.

El desempeno analitico de este método para
determinar HAM se verificd de acuerdo con lo
establecido por la guia EP15 de la CLSI.? Los
niveles de controles PreciControl HAM Cobas
fueron 0,90 y 4,90 ng/mL; los datos se analizaron
por triplicado durante 5 dias. Se calcularon las
desviaciones estandar (DE) dentro de la corrida,
la varianza entre corridas y las desviaciones
estandar dentro del laboratorio.

La determinacion de HAM en el sexo
masculino se realizé previa dilucion (1/10 con
diluyente Universal 2 Roche Cobas) para que
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los resultados estuvieran dentro del rango de
linealidad del ensayo, segun las recomendaciones
del fabricante.

Andlisis estadistico

Se consideraron como variables edad y sexo.
Para las determinaciones de HAM, se calcularon
la media + DE y la mediana (error estandar
[EE]). Los intervalos de referencias (IR95%) y
sus limites de confianza (IC90%) se estimaron
mediante el método Bootstrap del estimador
robusto propuesto por Horn et al.?® Debido a
que todas las variables incluidas en el estudio
presentaban distribuciones asimétricas, se
aplicé una transformacién logaritmica antes de
aplicar el algoritmo de Horn. Posteriormente, los
resultados se transformaron de nuevo a la escala
original. Los percentiles inferiores (P 2,5-P 5) y
superiores (P 95-P 97,5) de HAM se estimaron
en femeninos y masculinos segun los dos grupos
de edad: 2a 15y 16 a 291 dias. En este estudio,
los percentiles 2,5 se presentan como limite de
cuantificacion del ensayo. La comparacion entre
sexos se evalud ajustando un modelo lineal
generalizado para variables gamma con funcién
logaritmica.

RESULTADOS

La distribucion y densidad de los valores de
HAM en funcién de sexo y edad se muestran
en las Figuras 1 Ay 1 B respectivamente. Los
valores de HAM y la dispersién mostraron
diferencias estadisticamente significativas cuando
se analizaron segun sexo (p <0,01).

Se determiné la media + DE y la mediana (EE)
para analizar el comportamiento de los valores
en el intervalo de edad estudiado (Tablas 1 y 2).

Ficura 1. Distribucion (A) y densidad (B) de los valores de hormona antimulleriana (ng/mL) (HAM) en
funcion de sexo y edad, en una poblacion de neonatos y lactantes sanos. HAM se determiné por EQLIA

de Roche
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TaBLA 1. Valores de hormona antimulleriana (ng/mL) (HAM) en una poblacion de neonatos y lactantes
sanos de sexo masculino

DiAS n MEDIA + DE MEDIANA (EE)
2-7 138 61,2+23,0 58,1 (2,0)
8-15 42 75,0 £ 32,3 70,4 (4,9)
16-30 54 78,7 + 36,7 76,0 (5,9)
31-291 69 110,4 £ 52,3 113,6 (6,8)

DE: desviacién estandar; EE: error estandar.
HAM se determiné por EQLIA de Roche. Se determiné la media + DE y la mediana (EE) para analizar el comportamiento de los
valores en el intervalo de edad estudiado.

TaBLA 2. Valores de hormona antimulleriana (ng/mL) (HAM) en una poblaciéon de neonatos y lactantes
sanos de sexo femenino

DIiAS n MEDIA * DE MEDIANA * EE
2-7 131 0,47 £ 0,80 0,12 (0,07)
8-15 41 0,91+ 1,26 0,30 (0,20)
16-30 58 2,01 +3,24 0,47 (0,49)
31-291 66 2,23 £2,59 1,36 (0,35)

n: numero; DE: desviaciéon estandar; EE: error estandar.
HAM se determiné por EQLIA de Roche. Se determiné la media + DE y la mediana (EE) para analizar el comportamiento de los
valores en el intervalo de edad estudiado.

TaBLA 3. Valores de hormona antimulleriana (ng/mL) (HAM) en una poblacién de neonatos y lactantes
sanos de sexo masculino

HAM (ng/mL) - MASCULINOS

Edad (dias) n P 5 (IC90%) P 95 (1C90%) P 2,5 (IC90%) P 97,5 (IC90%)
2-15 180 31,2 (28,2-33,1) 108,4 (105,9-116,8) 27,5 (25,7-31,2) 118,3 (108,3-139,9)
16-291 123 23,0 (10,2-43,5) 177,2 (167,7-187,2) 13,9 (8,3-25,8) 120 (173,9-212,6)

1C90%: intervalo de confianza del 90 %.
HAM se determiné por EQLIA de Roche. Se calcularon los percentiles de distribucion inferiores (2,5-5,0) y superiores (95,0-97,5)
con un 90 % de confianza utilizando el método de Bootstrap.

TaBLA 4. Valores de hormona antimulleriana (ng/mL) (HAM) en una poblaciéon de neonatos y lactantes
sanos de sexo femenino

HAM (ng/mL) - FEMENINOS

Edad (dias) n P 5 (IC90%) P 95 (IC90%) P 2,5 (1C90%) P 97,5 (IC90%)

16-291 124 0,03 (<0,03-0,08) 9.1 (6,5-12,3) <0,03 (<0,03-0,05) 11,5 (7,5-14,7)

1C90%: intervalo de confianza del 90 %.
HAM se determiné por EQLIA de Roche. Se calcularon los percentiles de distribucion inferiores (2,5-5,0) y superiores (95,0-97,5)
con un 90 % de confianza utilizando el método de Bootstrap.

Para el calculo de los percentiles de distribucion DISCUSION

y siguiendo con las normativas de la CLSI, las Nuestro trabajo proporciona intervalos de
muestras se dividieron en dos grupos: hasta referencia de HAM por EQLIA, en nifios de
15 dias y mayores de 15 dias (Tablas 3 y 4). ambos sexos con una edad comprendida entre

2 y 291 dias, permitiendo de esta forma una



interpretacion segura de los resultados de
laboratorio obtenidos.

En nuestra poblacién masculina, observamos
que los valores de HAM son elevados al nacer y
mantienen este comportamiento hasta la infancia
temprana, como reflejo de la funcionalidad de
las células de Sertoli, lo que es coincidente
con lo descripto en la literatura.?® Estas células
secretan HAM durante toda la vida: en cantidades
elevadas en la vida fetal y durante la infancia,
y en niveles menores luego de la pubertad. La
produccién de HAM en el testiculo fetal es poco
dependiente de las gonadotrofinas, pero luego
es moderadamente estimulada por la hormona
foliculoestimulante (FSH) y sustancialmente
inhibida por la testosterona.?® Se ha descripto
que las concentraciones de hormona luteinizante
(LH) y FSH aumentan en la primera semana
posnatal y permanecen elevadas los primeros
meses de vida debido a una disminucion de los
estrogenos placentarios. Este aumento conocido
como “minipubertad” tiene un patron especifico
en cada sexo. La LH es la hormona dominante en
los varones, mientras que la FSH predomina en
las nifias, datos publicados por nuestro grupo de
trabajo recientemente, describiéndose un patrén
especifico en cada sexo.?” En nuestro grupo de
estudio, observamos en los varones la tendencia
creciente a un pico de actividad de HAM al mes
de edad, durante el comienzo del llamado periodo
minipubertad, comportamiento que ha sido
descripto por otros autores.?

En consonancia con lo descripto por Rey y
col., nuestros resultados de HAM muestran un
comportamiento dimérfico, con niveles en el
sexo femenino frecuentemente menores al limite
de deteccion, progresando a valores medios en
torno a 0,47 ng/ml durante la primera semana de
vida.?® Con posterioridad, los niveles circulantes
aumentan progresivamente durante la infancia.

Intervalos de referencia de HAM han sido
previamente descriptos para infantes masculinos
y femeninos cubriendo todo el rango de edad
pediatrica, sin embargo, estos han sido realizados
con ensayos actualmente no disponibles.3%-3

En una reciente publicacién, se analizé la
comparacion metodoldgica entre dos ensayos
automatizados para determinar HAM, EQLIA-
Cobas 601Roche y Beckman Coulter Access, y
se observaron diferencias metodoldgicas en las
muestras de masculinos, comportamiento que
no se observa en las muestras de femeninos.*
Este trabajo proporciona valores de referencia
utilizando la misma metodologia cuyos resultados
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fueron comparables a los que obtuvimos.

En la poblacion pediatrica, es de suma
importancia contar con intervalos de referencia
adecuados. En relacion con esto, se deben
tener en cuenta los problemas asociados con la
recoleccion de muestras, la fisiologia en constante
cambio en esta poblacién, lo que implica la
necesidad de valores de referencia emparejados
por edad y sexo. Las guias definen un intervalo
de referencia como 2 valores limitantes dentro
de los cuales el 95 % de la poblacion se
encuentra representada, utilizando como minimo
120 muestras para tener significancia estadistica.
Sin embargo, las guias CLSI reconocen que este
numero de muestras puede ser dificil de lograr
en la poblacién pediatrica.?*3* En nuestro trabajo
logramos recolectar 599 muestras de neonatos
y lactantes sanos, que luego fueron divididos
en dos subgrupos: hasta los 15 dias (n = 352) y
mayores de 15 dias (n = 247), en acuerdo con
dichas guias.

Los intervalos de referencia establecidos en
este estudio muestran que no hay superposicion
entre los valores medios de HAM en la poblacion
masculina y femenina, en el rango de edad
analizado, lo que resulta relevante para la
evaluacién de la funcién gonadal. Este patrén
esta de acuerdo con estudios publicados
anteriormente que han utilizado diferentes
ensayos de HAM.3%34 Aunque los valores medios
no se superponen entre ambos sexos, se observa
un solapamiento entre los niveles del IC del
P 97,5 femenino y el P 2,5 masculino en el rango
de edad de 16 a 291 dias. Debemos considerar
que los valores medios de cada percentil son los
que se utilizan para parametrizar los sistemas
informaticos en las distintas plataformas de
laboratorio.

CONCLUSION

Nuestro trabajo aporta valores de referencia
de HAM segun edad y sexo mediante el ensayo
EQLIA-Roche en una poblacion pediatrica desde
el periodo neonatal hasta los 291 dias de vida.
Las concentraciones diferenciales hacen de esta
prueba una herramienta util para la investigacion
de la funcién gonadal en los trastornos
reproductivos pediatricos, particularmente en el
DSD.
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