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Editorial

Fundamentalismo religioso e violéncia sexual

Religious fundamentalism and sexual violence

Em 1° de agosto de 2013 a Presidéncia da Republica sancionou,
sem vetos, a Lei n° 12.845, aprovada pelo Congresso Nacional,
no qual tramitava desde 1999, que estabelece a obrigacdo
dos hospitais do Sistema Unico de Satde (SUS) de prestar
atendimento emergencial, integral e interdisciplinar para
pessoas que sofrem violéncia sexual. Publicada no Diario
Oficial da Unido, seu artigo 1° expressa com simplicidade
0 que se pretende: garantir assisténcia em saude gratuita,
qualificada e humanizada que previna e reduza os danos
fisicos e psiquicos decorrentes da violéncia sexual. O artigo
3° da Lei define quais agles integram esse atendimento:
tratamento de lesdes fisicas, genitais e extragenitais; amparo
meédico, psicoldgico e social; apoio para registrar a ocorréncia
junto as autoridades; e profilaxia da gravidez indesejada e das
doencas sexualmente transmissiveis (DST). Além disso, esta-
belece o direito de cada vitima receber suficiente informacgéo
sobre seus direitos legais e orientacdo sobre todos os servigos
sanitarios para ela disponiveis.

Por seu contetdo essencialmente humanitério, que busca
atenuar as consequéncias da brutalidade do ato, seria razoavel
supor que a Lei ndo receberia resisténcia, oposi¢do ou reque-
rimento de veto. Mas ndo foi o que ocorreu. Nas semanas
que precederam a decisdao do Executivo, manchetes diaria-
mente destacaram diferentes estratégias de grupos e lideres
religiosos para que a Presidéncia da Republica vetasse deter-
minados pontos da Lei. Embora a questdo da interrupgao da
gestacdo decorrente do estupro sequer seja mencionada no
texto, fundamentalistas religiosos reclamaram que a lei esti-
mularia e facilitaria o aborto no pais. Criticaram duramente
a anticoncep¢do de emergéncia (AE), por considera-la medi-
camento abortivo. Ofendidos, reagiram ao emprego do termo
profilaxia para se referir a gestagdo, sob a justificativa de que a
palavra reduz a gravidez a condicdo de doenca. Exigiu-se que
os servicos de saude nao orientassem as mulheres sobre seus
direitos, sob o argumento de que essa funcao caberia apenas
a policia.

Embora outras manifestacdes contrarias a Lei n°® 12.845
tenham sido veiculadas, hd questbes acima que merecem
muita atencdo. A oposicdo a AE é recorrente no discurso reli-
gioso e se baseia em impossiveis e fantasiosos “mecanismos

de acgao”, insistentemente associados ao aborto precoce.
Diferentemente disso, a AE tem capacidade demonstravel
de suprimir o pico do LH e impedir ou postergar a rotura
folicular. A administracdo muito préxima da ovulacdo néo se
mostra capaz de modifica-la, o que explica parte das falhas
do método. Ao mesmo tempo, a AE interfere na capacitacdo
e na fase sustentada de migracdo dos espermatozoides e
aumenta a viscosidade do muco cervical. Impede-se o deslo-
camento do gameta masculino até as trompas, o que reduz
significativamente as chances de fertilizacdo nos casos em
que néo foi possivel atuar na ovulagdo.! Além disso, estudos
de morfologia e de receptividade do endométrio para a
nidacdo do blastocisto demonstram, sem excecdo, que néo ha
prejuizo desses biomarcadores apés o uso da AE hormonal e
mantém-se intactos os processos biolégicos posteriores a
fecundacédo.?

As evidéncias cientificas atribuem a AE a legitima condicdo
de método anticonceptivo legal e ético como os demais con-
traceptivos modernos e eficazes. Mas o fundamentalismo
religioso sistematicamente despreza a ciéncia e ignora o
conhecimento. Sem apresentar qualquer evidéncia em con-
trario, mantém a retdrica do “efeito abortivo”. Mas essa nao é
apenas uma questao de expresséo e liberdade de pensamento
dentro dos limites democraticos. Grupos religiosos tém publi-
camente por meta impor sua crenca a todas as mulheres, seja
com a manipulagdo da opinido publica suscetivel ao seu apelo,
seja pelos obsticulos ao acesso ao anticonceptivo em nome
de “proteger a vida”. As cidades paulistas de Ilhabela e Jun-
diai sdo exemplos recentes dessa estratégia ao aprovarem nas
camaras municipais leis draconianas que proibiram a venda e
distribuicdo local da AE. Por sua inconstitucionalidade, essas
leis foram evidentemente derrubadas pelo Poder judiciario.

Mas hé um inegavel paradoxo na condenagao religiosa da
AE e na articulacdo por sua proibi¢do, principalmente quando
se consideram alguns indicadores de saude reprodutiva. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que ocorram,
anualmente, 75 milhdes de gestacdes nao planejadas em todo
o mundo. Desse total, 46 milhdes terminam em aborto indu-
zido. Quase a metade desses abortos é praticada em condi¢bes
precarias e inseguras, que levam a morte 45 mil mulheres
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jovens a cada ano. Outros cinco milhdes de mulheres que
sobrevivem ao aborto de risco enfrentam graves sequelas
reprodutivas.? O fundamentalismo religioso trata com des-
caso o fato de que ao reduzir as taxas de gravidez indesejada, a
AE necessariamente reduz a busca das mulheres pelo aborto.
Portanto, a anticoncepg¢do ndo promove a aborto, mas o pre-
vine. Em consequéncia, ao diminuir o nimero de abortos
inseguros, evita-sem tanto a morte de mulheres como a perda
fetal e se protege a vida.

A estreiteza da visdo religiosa que ndo admite o efeito pre-
ventivo da AE sobre o aborto é a mesma que considera insulto
termos médicos que tratam eticamente a anticoncepcao. De
fato, a contestada palavra profilaxia deriva do grego prophylaxis
e seu uso na saude comumente se aplica aos meios tendentes
a evitar a propagagdo de doengas. Mas esse conceito ndo é
restrito. A palavra também se aplica a protecdo da satide e,
enquanto sindénimo de precaucgdo, pode denominar outras
medidas em outras areas do conhecimento. Para a ciéncia,
profilaxia também é qualificador de prevengdo, registrada
como identificador nico Q000517 na Biblioteca Virtual de
Saude (BVS) no Descritor em Ciéncias da Saude (DeCS), e
inclui medidas preventivas em casos individuais. Portanto, é cor-
reta a terminologia empregada na Lei e ndo ha sustentacdo
para a distorcida associac¢do entre profilaxia e doenga. Mesmo
assim, o Executivo apressou-se a atender a leiga opinido
religiosa e se comprometeu a substituir a profilaxia da gravidez
pelo lamentavel eufemismo medicagdo com eficiéncia precoce
para prevenir a gravidez.

Existe, no entanto, a questdo concreta de tentar impedir
o acesso a AE para mulheres que sofrem crimes sexuais. E
nao hd argumento que a justifique. O emérito professor Ani-
bal Faindes afirma, com experiéncia e sensibilidade, que a
gestacdo decorrente de estupro é uma segunda violéncia con-
tra a mulher, muitas vezes intolerdvel para ser mantida até o
termo. A maioria das mulheres nessas circunsténcias parece
concordar. Estudo feito em nosso meio indica que 88,4% das
mulheres apresentam intenso sentimento de repudio pela
gestacao forcada. Outras 76,7% declaram sua frustracdo e
impoténcia frente uma violagado de seu direito de escolha pela
maternidade. Apés dois ou mais anos da feitura do aborto
legal, quase 70% dessas mulheres ainda referem problemas
de sexualidade, resultado do abuso sexual. Por outro lado,
mais de 80% das mulheres que decidiram pelo aborto eram
catdlicas, evangélicas ou espiritas. As mesmas religides infle-
xiveis quanto ao tema do aborto e que advogam a proibicdo
de sua pratica. Nenhuma delas declarou arrependimento pela
escolha.*

A perversidade de pretender obrigar que mulheres vul-
neraveis corram o risco de engravidar do estupro causa
tanta perplexidade quanto pretender a tirania de obriga-las a
manter essa gestacdo até o término. Nesse caso, o argumento
religioso de que a lei sancionada estimularia o aborto nao
faz sentido e ndo tem relevancia. A legislacdo penal brasileira
é restritiva quanto ao aborto e o tipifica como crime. A Lei
n° 12.845 nao altera esse fato, nem acrescenta excludentes
de ilicitude. Contudo, desde 1940 o inciso II do artigo 128 do
Cddigo Penal estabelece que ndo ha puni¢do para a mulher ou
para o médico(a) que faz o aborto quando a gravidez resulta
de crime sexual. Mulheres tém o direito de escolha de manter
a gestacdo ou interrompé-la, assim como os profissionais de

satide podem decidir se fazem ou ndo o procedimento, medi-
ante sua consciéncia. Cabe ao Estado o dever de amparé-los,
qual seja sua decisdo.’

A normativa do Ministério da Saude, publicada em 1999,
oferece protocolo que orienta os profissionais de satide a con-
duzir o atendimento de mulheres em situacdo de gravidez
decorrente de violéncia sexual, obedecidos os principios éticos
e o ordenamento juridico.® A Lein° 12.845 néo cria uma norma
técnica, mas garante que todas as mulheres tenham acesso a
existente. Nesse aspecto, a critica a Lei excede a retérica religi-
osa. O Projeto de Decreto Legislativo (PDL) 42/2007, de autoria
do deputado federal Henrique Afonso, que se declara membro
da Igreja Presbiteriana, propde suspender a norma técnica do
Ministério da Satde e proibir a interrupc¢éo da gestacgdo decor-
rente de estupro. No mesmo sentido, caminha o Projeto de
Lei (PL) 478/2007, do deputado federal Luiz Bassuma, conhe-
cido como Estatuto do Nascituro, que tornaria inviolavel a vida
desde a fecundacao e faria crime o aborto em caso de estupro
ou qualquer intervenc¢ao que comprometesse a viabilidade do
6vulo fecundado.

Como esse objetivo ndo é factivel frente a atual legislacéo,
fundamentalistas religiosos exigiram do Executivo que a
informacéo sobre a possibilidade de interromper a gestacao
fosse arbitrariamente negada as mulheres. A Conferéncia
Nacional dos Bispos do Brasil (CNBB) alega que esse tipo
de informacao induziria e estimularia a escolha pelo aborto.
Pretende, portanto, que seja ocultado das mulheres que
elas tém o direito ao aborto ético, legal e seguro. Nao
cabe comentar tamanha intencdo de desrespeito aos direi-
tos humanos das mulheres e o flagrante afrontamento da
Constituicdo. Grande parte da populacdo conhece o direito
ao aborto em casos de estupro, o que tornaria a medida iné-
cua. Por outro lado, desconhecer direitos é mais frequente
entre mulheres pobres e com menor escolaridade. Sao essas
mulheres mais vulnerdveis que dependem dos servigos de
salde para receber a informacgdo sobre o direito ao aborto
legal.

Nao hé violacdo da ética ou do direto ao orientar uma
mulher gravida de estupro sobre quais opg¢des tem frente
essa situagdo. A norma técnica do Ministério da Sadde prevé
essa medida. O Comité de Etica em Reproducdo Humana e
Saude da Mulher da Federacdo Internacional de Ginecologia
e Obstetricia (Figo) afirma que o principal compromisso do(a)
médico(a) deve ser proporcionar as melhores condigcdes de
saude reprodutiva para as mulheres. Mesmo aqueles que se
encontrem impedidos de fazé-lo por razdes de consciéncia
ndo deixam de ter essa responsabilidade. Deve prevalecer
o dever de informar a mulher todas as opg¢des para sua
condicdo, inclusive aquelas de que ele eventualmente se
negue a praticar. O principio bioético da autonomia assegura
a participacdo da mulher nas decisdes sobre sua satude.’

Contraditoriamente, a CNBB defende a tese de que ape-
nas as delegacias de policia fornecam esse tipo de informacéo.
Dificil entender por qual motivo o delegado de policia poderia
oferecer informacao para uma mulher sobre uma questdo de
sua saude e o profissional de satde, ndo. Preconizar que ape-
nas a policia informe sobre o direito ao aborto legal em casos
de estupro esconde uma légica miségina: a de que as mulhe-
res alegariam falso estupro e que precisam ser submetidas
ao interrogatdrio policial, como criminosas, para “encontrar
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a verdade”. Além de violar o direito de presuncdo de vera-
cidade, essa proposicao nao tem fundamento. A mulher que
sofre crime sexual ndo tem dever legal de comunicar o fato
a policia, fazer o boletim de ocorréncia ou se submeter ao
exame de corpo de delito.> Mesmo assim, a Lei n° 12.845
estabelece que os servicos de saide devam apoiar e ori-
entar a mulher a tomar essas medidas enquanto exercicio
de direitos, da mesma forma que ja o faz a norma técnica
do Ministério da Satde.®

Por fim, cabe compreender o contexto em que se aplica a
Lein® 12.845 e se insere a retdrica religiosa. Nao sdo poucas as
razoes que fundamentaram a proposicao do Legislativo. A vio-
léncia contra mulher é uma brutal violacdo de direitos huma-
nos. Entre 2002 e 2006 foram registrados mais de oito mil ébitos
de mulheres brasileiras com entre 15 e 29 anos, resultado
direto de agressoes fisicas praticadas por homens. Quase 12%
das regides analisadas no pais mostram taxa elevada de letali-
dade de mulheres, muito acima da média nacional, e alertam
para a magnitude e as complexidades regionais do problema.?

Crimes sexuais podem ser entendidos como a amarga
expressdo dessa violéncia de género e atingem principalmente
as mulheres. Os numeros envolvidos na violéncia sexual sdo
igualmente expressivos, embora reconhecidamente subnoti-
ficados. Mesmo assim, entre 2004 e 2006 foram feitos 105 mil
atendimentos de emergéncia nos EUA de mulheres jovens
com lesdes fisicas decorrentes de crimes sexuais.’ A esti-
mativa mais preocupante, embora confidvel, é que 12% a
25% das meninas sofra algum tipo de abuso sexual até os
18 anos.!° Investigacdo da OMS indica que a frequéncia de
abuso sexual praticado pelo parceiro intimo pode alcancar
desde 6% das mulheres que vivem em Sérvia e Montenegro
até 59% das mulheres na Etiépia. No Brasil, 15% das mulheres
declaram ter sofrido violéncia sexual e 34%, violéncia fisica,
ambas praticadas nessas circunstincias.'? Esses dados diver-
gem consideravelmente dos registros oficiais dos 6rgaos da
seguranca publica, os quais refletem a pequena parcela de
mulheres que consegue vencer os obsticulos para formali-
zar a comunicagdo para as autoridades, entre eles o medo de
represalia do agressor e o constrangimento e a humilhacéo.

Nao mais se questiona a elevada prevaléncia da violén-
cia sexual contra mulher, considerado fendmeno mundial de
rapido crescimento. Mas é preciso reconhecer seus efeitos,
com sequelas sociais, emocionais e fisicas que as tornam
mais vulnerdveis a problemas de saide e que limitam seu
desenvolvimento humano. A saude reprodutiva é frequen-
temente afetada por lesoes fisicas, DST, gravidez forcada e
transtornos psicolégicos. Esses agravos, isoladamente ou em
conjunto, tém se mostrado potencialmente devastadores para
as mulheres, principalmente quando ha despreparo do sis-
tema de sadde para oferecer respostas qualificadas.®

A violéncia contra a mulher retine condic¢des incontesta-
veis de um problema de saude publica. Isso exige politicas
para as mulheres que promovam a igualdade de género e o
respeito a vida e a integridade fisica, fundamentais para atin-
gir os Objetivos de Desenvolvimento do Milénio. Ainda que se
tenha avancado positivamente na organizacao e implantacao
do atendimento de mulheres em situac¢do de violéncia sexual,
existe grande concentracdo dos servicos nas regides Sul e
Sudeste, enquanto que mulheres de regides menos favore-
cidas ainda enfrentam barreiras para receber atendimento.

Desde a publicac¢io da norma técnica do Ministério da Satde,
ha quase 15 anos, o sistema de saide ainda ndo conseguiu
resolver questoes fundamentais que garantam o acesso iguali-
tario de todas as mulheres em situagdo de violéncia sexual aos
procedimentos a que tém direito. Nesse sentido, a Lein® 12.845
é um instrumento necessario para que gestores municipais e
estaduais nao se eximam de suas responsabilidades.

A Lei n° 12.845 foi sancionada sem vetos e a retérica
religiosa, aparentemente vencida. Prevaleceu o respeito ao
principio da laicidade do Estado, que separa as questdes religi-
osas das questdes de direitos. Entretanto, as chamadas frentes
parlamentares formadas basicamente por parlamentares reli-
giosos sdo responsdveis por 31 proposi¢des de leis sobre o
aborto que representam graves retrocessos a legislacdo e que
ferem direitos adquiridos pelas mulheres.

Mas hd outras iniciativas que refletem a arrogincia e a
intolerancia religiosa. O Projeto de Lei (PL) 7.382/2010, do
deputado evangélico Eduardo Cunha, visa a criminalizar a
“discriminagao contra heterossexuais”, como antagonismo ao
projeto de lei que criminaliza a homofobia, garantindo que
heterossexuais expressem sua aversao aos que deles diferem.
O Projeto de Decreto Legislativo (PDL) 234/2011, do deputado
Jodo Campos, pastor da Assembleia de Deus, pretende ins-
taurar a “cura gay” no pais e sustar a licida resolugdo do
Conselho Federal de Psicologia que proibe tratar a homosse-
xualidade como doenca. Retirado por forca de manifestacoes
populares, o PDL 234/2011 foi novamente apresentado e esta
em tramitacdo no Legislativo. O mesmo deputado defende o
Projeto de Lei (PL) 377/2011, que criminaliza as trabalhadoras
do sexo e as castiga com um ano e seis meses de prisao. O pas-
tor evangélico Marcos Feliciano, deputado federal e lider do
Ministério Tempo de Avivamento, protocolou o Projeto de Lei
(PL) 9394/96, que altera a Lei de Diretrizes e Bases da Educagao
para tornar obrigatério o ensino religioso nas escolas.

Entre esses exemplos, cabe destaque para a Proposta de
Emenda a Constituicdo (PEC) 99/2011, de autoria do deputado
federal Jodao Campos. Ela revela o que realmente pretende o
fundamentalismo religioso: conceder capacidade postulatéria
as associagdes religiosas para propor acdo de inconstitucio-
nalidade de leis e de atos normativos que contrariem suas
crencas. Em sintese, colocaria em enorme risco o Estado laico,
democratico e de direito. E isso extrapola a simples retdrica.
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Histérico do artigo: Objetivo: Menores taxas de gestagdo em portadoras de endometriose submetidas a técnicas
Recebido em 13 de maio de 2013 de reproducdo assistida podem estar relacionadas a piora da qualidade oocitdria. A anéalise
Aceito em 4 de agosto de 2013 da expressao génica em células do cumulus (CC) pode fornecer biomarcadores passiveis de
On-line em 11 de setembro de 2013 predizer a qualidade gamética. O objetivo deste estudo foi comparar os niveis da expres-
sdo do gene CYP19A1 em CC de mulheres inférteis com endometriose minima/leve (I/II) e
Palavras-chave: controles inférteis.
Aromatase Meétodo: Foram selecionadas pacientes com infertilidade por endometriose pélvica inicial
Gene CYP19A1 e por fator masculino e/ou tubdrio (grupo controle), submetidas a estimulacdo ovariana
Endometriose controlada para injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI). Imediatamente apds
Qualidade oocitéria a captacdo oocitdria, CC foram isoladas e armazenadas. Foi realizada a quantificacdo da
Células do cumulus expressdo do gene CYP19A1 nas CC por meio de PCR-Real Time.

Resultados: Foram isoladas CC de 23 mulheres inférteis com endometriose I/Il e de 41 contro-
les. Observou-se expressao significativamente menor do gene CYP19A1 em CC de mulheres
inférteis com endometriose I/II (0,56 +£0,17) quando comparadas as controles (0,15 0,04)
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Infertile women with minimal and mild endometriosis submitted to
controlled ovarian stimulation present lower expression of the gene
CYP19A1 in cumulus cells

ABSTRACT

Objective: Lower pregnancy rate in women with endometriosis submitted to assisted repro-
ductive techniques might be related to poor oocyte quality. The analysis of the expression
of the genes in cumulus cells (CC) might provide biomarkers that can predict gamete qua-
lity. The main objective of the present study was to compare the levels of the expression of
the gene CYP19A1 in CC of infertile women with minimal and mild (I/II) endometriosis and
infertile controls.

Method: There were selected patients with infertility caused by initial pelvic endometriosis
and by male/tubal factor (control group), submitted to controlled ovarian stimulation to ICSI.
Immediately after the oocyte retrieval, CC were isolated and stored. Quantification of the
expression of the gene CYP19A1 in CC was performed using PCR-real time.

Results: CC were isolated from 23 infertile women with endometriosis I/II and 41 from con-
trol. Significant lower expression of the gene CYP19A1 in CC was observed in infertile women
with endometriosis I/II (0.56 +0.17) when compared to control (0.15 £ 0.04) (p =0,043).
Conclusions: The lower expression of the gene CYP19A1 in CC of infertile women with pelvic
endometriosis in initial stages might mediate the poor oocyte quality, opening new pers-
pectives on the understanding of the etiopathogenesis of infertility related to the disease.

© 2013 Sociedade Brasileira de Reprodugao Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.

All rights reserved.

Introducdo

A endometriose afeta aproximadamente 10 a 15% das mulhe-
res em idade reprodutival e é associada a subfertilidade. Sua
prevaléncia atinge 40% em mulheres com subfertilidade e
aproximadamente 30 a 50% das portadoras de endometriose
sdo inférteis.? Entretanto, os mecanismos envolvidos na etio-
patogénese da infertilidade em pacientes com endometriose
ainda nao foram completamente elucidados, sobretudo nos
estdgios iniciais (doenca minima e leve), em que néo se obser-
vam alteracées na anatomia pélvica.34

Alguns estudos tém evidenciado reducdo da fecundidade
natural em mulheres inférteis com endometriose pélvica em
estagios iniciais quando comparadas a mulheres férteis, com
melhora significativa da fecundidade natural apds a exérese e
ablagdo cirtirgica das lesdes,”” evidenciando o papel da endo-
metriose, mesmo em estdgios iniciais, na fertilidade destas
pacientes.

Novas abordagens para o tratamento da infertilidade relaci-
onada a endometriose se tornaram disponiveis, com énfase na
utilizacdo cada vez mais frequente das técnicas de reproducao
assistida (TRA). Alguns estudos tém sugerido a ocorréncia de
menores taxas de implantacdo e gestagdo em portadoras
de endometriose pélvica em estdgios iniciais submetidas a
estimulacdo ovariana para a realizacdo de procedimentos de
reproducéo assistida de alta complexidade,®® o que poderia
ser secundario, pelo menos parcialmente, a piora da qualidade
oocitéria.1011

Todavia, a doagdo de odcitos humanos maduros para pes-
quisas utilizando metodologias invasivas que impossibilitam
a utilizacdo subsequente dos mesmos nos procedimentos de
reproducdo assistida é incomum, de modo que ha escas-
sez de estudos avaliando a qualidade oocitaria humana.

Desta forma, persiste a divida sobre a ocorréncia ou ndo de
comprometimento da qualidade oocitéria relacionada a endo-
metriose. Neste contexto, a identificacdo de biomarcadores
ndo invasivos, passiveis de predicdo da competéncia oocita-
ria, é bastante desejavel. Estudos demonstram que células da
granulosa e células do cumulus podem ser marcadores de via-
bilidade de oécitos e embrides.’>13

A aromatase (codificada pelo gene CYP19A1), enzima envol-
vida na conversdao da androstenediona e testosterona em
estrona e estradiol, respectivamente, estd presente nas células
da granulosa e exerce papel fundamental na maturacao foli-
cular e no estabelecimento da qualidade oocitéria.’*1¢ Alguns
autores evidenciaram, em modelo de cultivo celular, uma
reducdo da atividade da aromatase em células da granulosa
de mulheres inférteis com endometriose.’”” Outros observa-
ram redugdo de transcritos do gene CYP19A1 em células da
granulosa luteinizadas murais cultivadas in vitro.181°

Todavia, até o presente, nenhum estudo avaliou a expres-
sdo do gene CYP19A1 em células do cumulus (CC) de mulheres
inférteis com endometriose pélvica em estégios iniciais, cuja
desregulacdo poderia estar relacionada a piora da qualidade
oocitaria, consequentemente, na etiopatogénese da infer-
tilidade associada a doenca, estimulando a realizacdo do
presente estudo.

O objetivo deste estudo foi comparar os niveis de trans-
critos do gene CYPI9A1 em CC de mulheres inférteis
com endometriose I/Il e controles inférteis submetidos a
estimulacdo ovariana para a realizacdo de injecdo intracito-
plasmaética de espermatozoide (ICSI).

Método

Realizou-se um estudo transversal prospectivo, submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
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Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP),
Universidade de Sao Paulo (USP).

Pacientes

Foram incluidos no presente estudo, consecutivamente, todos
os casais submetidos a estimulac¢do ovariana para a realizacao
de injecdo intracitoplasmaética de espermatozoide (ICSI) junto
ao Setor de Reproducdao Humana do Departamento de Gine-
cologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP) no periodo
de fevereiro de 2009 a outubro de 2010. Deste grupo, foram
selecionados os que preencheram os critérios de elegibilidade
abaixo descritos e manifestaram o desejo de participar do pro-
jeto, mediante a assinatura do termo de consentimento livre
e esclarecido.

O Grupo Endometriose I/II foi constituido por 23 paci-
entes inférteis cujo procedimento de reproducdo assistida
foi indicado pela presenca exclusivamente de endometri-
ose inicial, diagnosticada por meio de videolaparoscopia e
confirmacao histolégica das lesbes, segundo os critérios defi-
nidos pela American Society for Reproductive Medicine.?
O Grupo Controle foi constituido por 41 pacientes inférteis
cujo procedimento foi indicado devido a presenca exclusiva
de fator masculino e/ou fator tubario.

Foram excluidas pacientes com idade > 38 anos, indice
de massa corpérea > 30kg/m?, FSH basal > 10 mUI/mL,
tabagistas, etilistas, portadoras de doencas como diabetes
mellitus ou quaisquer outras endocrinopatias, doenca cardi-
ovascular, dislipidemia, lupus eritematoso sistémico e outras
doencgas reumatolégicas, qualquer infecgdo ativa, hidrossal-
pinge e uso de medicamentos que pudessem interferir na
foliculogénese ovariana nos trés meses que antecederam o
inicio da estimulacdo ovariana, como anti-inflamatérios nio
esteroidais e corticosteroides.

Estimulacdo ovariana e suporte de fase liitea

A estimulacdo ovariana seguiu o protocolo do setor, que
consiste em bloqueio hipofisdrio com andlogo do horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRHa) iniciado 10 dias antes
do dia de realizacdo da ultrassonografia transvaginal (USTV)
basal (protocolo longo), no periodo vespertino, por meio da
administragdo de acetato de leuprolide (Lupron®, Abott, Bra-
sil) na dose de 0,5 mg/dia (10 Ul), por via subcutanea, mantida
durante todo o periodo de estimulacgdo ovariana controlada até
o dia da administracdo da gonadotrofina coriénica humana
(hCG) (Ovidrel®, Serono, Brasil).

A hiperestimulagdo ovariana controlada foi iniciada, pre-
ferencialmente, entre o segundo e o quarto dia do ciclo
menstrual. As pacientes receberam 200 a 300 UI por dia de
FSH recombinante (FSHr) (Gonal-F®, Serono, Brasil; Puregon®,
Organon, Brasil) nos primeiros 6 dias da inducgdo. A partir do
sétimo dia da inducd@o da ovulacdo, a dose foi ajustada de
acordo com o crescimento folicular e a espessura endometrial,
monitorados com USTV diariamente ou em dias alternados.
Quando pelo menos dois foliculos atingiram 18 mm de didme-
tro médio, foram administrados 250 pg de hCG recombinante
(Ovidrel®, Serono, Brasil) as 22 horas. A captagdo dos odcitos

foirealizada 34 a 36 horas apés a administragdo do hCG recom-
binante.

A suplementacdo da fase lutea foi realizada com progeste-
rona natural micronizada (Utrogestan®, Enila, Brasil) por via
oral na dose de 200 mg, trés vezes ao dia, a partir do dia da
captacdo oocitdria, e mantida até a décima segunda semana
da gestacao nas pacientes que engravidaram.

Captacdo oocitdria

A aspiragdo dos foliculos foi realizada por via endovaginal gui-
ada por transdutor ultrassonogréfico transvaginal acoplado a
agulha de puncao. No presente estudo foi coletado o fluido foli-
cular e foram obtidas CC apenas do primeiro foliculo aspirado,
individualmente, em tudo sem meio de cultura, do primeiro
ovario puncionado. Os demais foliculos foram aspirados con-
tinuamente formando um pool de fluido, seguindo o protocolo
assistencial do servico.

Apés uma lavagem cuidadosa, os complexos cummulus
oophorus (COCs) identificados foram colocados em placas
NUNC (Multidish 4 well Nuclon, Delta SI) preenchidas com
meio de cultura com fluido de tuba humano-HEPES (HTFE,
Irvine Scientific) suplementado com 10% de soro sintético
substituto (SSS, Irvine Scientific), coberto com 6leo mineral
(Sigma-Aldrich), e incubado na estufa na presenca de CO; a
5% a 37°C e 95% de umidade por um periodo de 2 a 3 horas.
Apds esse periodo, os odcitos foram desnudados através da
exposicao dos COCs a hialuronidase (H4272 type IV-S, Sigma;
80 1U/mL) por 30 segundos e as células do cumulus foram
mecanicamente removidas em HTF-SSS através de uma pipeta
(130 pm - Denuding Pipette, Cook).

Amostras obtidas

Células do cumulus

Imediatamente apds a identificacdo do complexo cummulus
oophorus do primeiro foliculo aspirado do primeiro ovario pun-
cionado (com didmetro maior ou igual a 15mm), as células
do cumulus foram separadas do odcito através de
microdissec¢do com a utilizacdo de duas agulhas de insulina,
colocadas no criotubo e imediatamente em seguida, congela-
das em nitrogénio liquido até a utilizacdo para a extracdo do
RNA.

Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido das células do cummulus oopho-
rus com o reagente TRIzol (Invitrogen Life Technologies, Paisley,
Reino Unido) de acordo com as instrugdes do fabricante. Apés
o tratamento das amostras com DNase I (Sigma), a integridade
do RNA foi confirmada pela presenca das bandas ribossomais
28S e 18S quando analisadas por eletroforese em gel de aga-
rose 1%. As concentracoes de RNA total foram determinadas
no espectrofotdmetro NanoDrop (2000c, Thermo Scientific,
EUA) a densidade 6ptica de 260 nm. O RNA permaneceu arma-
zenado a -80°C até os procedimentos posteriores.

Um micrograma de RNA total de cada amostra foi transcrito
reversamente usando primers randémicos do kit High Capacity
cDNA Archive (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido)
segundo as instruc¢oes do fabricante. A reacdo foi realizada no
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termociclador PIKO Thermal Cycler, (Finnzymes) na ciclagem
de 10minutos a 25°C, 37°C por 2 horas, 85°C por 5minutos,
4°C por 5minutos.

Quantificagdo por PCR em tempo real

A quantificacao relativa da expressao dos genes analisados
foi realizada no aparelho ABI PRISM™ 7500 FAST (Applied
Biosystems, Warrington, Reino Unido). As reacdes foram
executadas utilizando o sistema TagMan® Gene Expression
Assays (TagMan® MGB probes, FAM™ dye-labeled) da Applied
Biosystems. Os assay IDs das sondas usadas foram: GAPDH
Hs 99999905_m1, ACTB Hs 99999903.m1 (genes de referén-
cia) e CYP19A1 Hs 00240671.m1. A PCR em tempo real foi
realizada para cada amostra em triplicata seguindo as seguin-
tes condicées: 10 uL. do TagqMan® Universal PCR Master Mix
(2x) (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido), 1 pL do
TagMan® Gene Expression Assay Mix (20X) (Applied Biosys-
tems, Warrington, Reino Unido), e 9 uL de cDNA diluido (1:25)
em volume final de 20pL reacdo. As condicdes da reacdo
foram 50°C por 2 minutos, entdo 95°C por 10 minutos,
seguidos de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por
1 minuto.

A quantificacdo relativa (RQ) para os genes analisados foi
calculada para cada amostra de acordo com o método de
2-A4CT (oy 2-Ct).2! Um pool de cDNA contendo iguais quantida-
des das amostras do grupo controle foi usado como amostra
calibradora. Os genes GAPDH e ACTB (genes de referéncia)
foram usados para normalizar as reacgoes.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados considerando cada paciente como
unidade experimental do estudo. Os grupos endometriose
I/Il e controle foram analisados de forma comparativa. As
andlises estatisticas foram realizadas no software SAS 2003
(2002-2003, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). A variavel
expressdo génica foi transformada pelo logyo. A transformacao
logaritmica foi necesséria, pois ndo foi atendida uma das
suposicoes (linearidade) feitas em andlises empregando-se
os modelos lineares. Estas andlises especificam que a média
condicional E (y¥2x=xo) da varidvel resposta y dado o valor
Xo do vetor preditor x é linear em xp. A aplicacdo dos
modelos lineares pode ser estendida supondo-se que uma
transformacdo apropriada da variavel resposta dada por t(y),
em que E{t(y)¥2x}, seja linear em x na funcéo t(y) =bg +bTx +e
para bg e bT desconhecidos. O termo e (erro aleatério) é
independente de x e tem média zero.?? Utilizou-se o teste
Tukey pelo PROC GLM para comparar as médias de expressao
do gene CYP19A1 entre os grupos controle e endometri-
ose.

Resultados

Foram isoladas CC de 23 mulheres inférteis com endometriose
I/Il e de 41 controles. Observou-se expressao significativa-
mente menor do gene CYP19A1 em CC de mulheres inférteis
com endometriose I/Il (0,56+0,17) quando comparadas as
controles (0,15 +0,04) (p=0,043) (tabela 1).

Tabela 1 - Expressdo génica de CYP19A1 de células do
cumulus de pacientes controle inférteis e pacientes com

endometrioses I/Il submetidas a estimula¢do ovariana
para IGSI

n CYP19A1
Média Desvio padrao
Controle 41 0,5569332 0,1659951
Endometriose I/II 23 0,1502222 0,0404223
Discussao

Os mecanismos envolvidos na etiopatogénese da inferti-
lidade em pacientes com endometriose ainda nao foram
completamente identificados.?* Resultados conflitantes de
alguns estudos tém sugerido piora dos resultados de proce-
dimentos de reproducao assistida em mulheres inférteis com
endometriose pélvica,®?3 que poderia ser decorrente do com-
prometimento da qualidade oocitéria.l%1?

Sabe-se da comunicacao bidirecional entre odcitos e célu-
las do cummulus oophorus, que ocorre durante todo o processo
de desenvolvimento folicular,’*?° e que isso é essencial
para a aquisicdo de competéncia para desenvolvimento ade-
quado dos obcitos de mamiferos.3%-32 Além disso, sabemos
do importante papel das células da granulosa no processo
de diferenciacdo folicular que leva a condicdes étimas para
o desenvolvimento oocitario, ovulacdo, fertilizagdo e subse-
quente implantagdo.33

Alguns dados sugerem que as CC podem ser utilizadas
como biomarcadores da qualidade oocitéria.343° Desta forma,
a andlise da expressdo de genes envolvidos na aquisi¢ao da
competéncia oocitdria nas CC de odcitos humanos maduros
pode ser utilizada com a finalidade de avaliacdo nao invasiva
da qualidade oocitaria e preditor de resultados de procedi-
mentos de reprodugéo assistida.1334-36,40-42

Pela primeira vez na literatura, evidenciamos redugao
significativa da expressdo do gene CYP19A1 em CC de paci-
entes inférteis com endometriose I/II quando comparadas
as inférteis controles. Dados acerca da expressdo do gene
CYP19A1 em células da granulosa humanas sdo escassos
e controversos.’®1 Abreu et al. (2011)'® ndo demonstraram
diferenca entre a expressdo do RNAm da aromatase em células
da granulosa de mulheres inférteis com e sem endometri-
ose submetidas a estimulacdo ovariana para TRA. Todavia, os
referidos autores ndo analisaram separadamente os estagios
iniciais da doenca e as células analisadas foram obtidas a
partir da centrifugacdo do fluido folicular obtido durante a
captacdo oocitaria. Embora a maioria das células analisadas
sejam células granulosas murais, o fluido folicular pode conter
algumas células do cumulus, células sanguineas e eventual-
mente algumas células estromais ou da teca, de modo que os
dados obtidos por Abreu et al. (2011)*® n&o podem ser compa-
rados diretamente aos obtidos no presente estudo.

Por outro lado, outro estudo evidenciou producao redu-
zida de estradiol e menor expressdao de RNAm da aromatase
P450 em células da granulosa de mulheres inférteis com
endometriose,'® sem individualizacdo dos estagios da doenca,
cultivadas in vitro. Entretanto, como nédo dispomos de dados
comparando expressdao de RNAm da aromatase P450 entre
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células da granulosa murais e CC em humanos, ndo é possi-
vel comparar os dados obtidos dos dois estudos previamente
citados com os do presente estudo.

Sabe-se que a qualidade oocitdria resulta de um com-
plexo e sincronizado processo que tem duracdo de varios
meses, desde a fase de foliculo primordial até a fase de
foliculo pré-ovulatério.*3 Estd bem estabelecido que as célu-
las da granulosa tém um papel fundamental no processo
de diferenciacdo folicular criando condicdes ideais para o
desenvolvimento oocitario, a ovulagio e a fertilizagdo.33 Dessa
forma, a qualidade embrionaria parece depender fundamen-
talmente da maturacéo folicular final, produzindo um oécito
com capacidade de levar a uma gravidez viavel.

Nossa compreensdo sobre mudancas especificas na
expressdo génica das células foliculares durante o cres-
cimento folicular de animais e humanos estd longe de
se concluir. Entretanto, ha evidéncia de que a aromatase
P450 (codificada pelo gene CYP19A1) é estimulada pelo
FSH e expressa em concentracdes elevadas em foliculos
dominantes.** Portanto, niveis de expressio mais eleva-
dos dessa enzima parecem estar relacionados a inducdo
hormonal (FSH e LH), producdo de hormoénios esteroides
(estrogénio e progesterona) e a mecanismos de dominancia
folicular.'?

Nesse contexto, Hamel et al. (2008),'> por meio da ané-
lise de células foliculares, tanto granulosas murais quanto
cumulus, obtidas de foliculos aspirados individualmente de
pacientes submetidas a FIV, demonstrou maior expressao do
gene CYP19A1 em células foliculares provenientes de folicu-
los cujo obcito fertilizado resultou em gravidez. Esses autores
sugeriram que a maior expressao desse gene em células foli-
culares poderia ser usada como biomarcador de qualidade e
competéncia embrionaria.

Desta forma, sugerimos que a reduc¢do da expressdo do
gene CYP19A1 em CC de pacientes inférteis com endometriose
pélvica em estagios iniciais pode favorecer o comprometi-
mento da qualidade oocitéria, participando da patogénese da
infertilidade relacionada a doenca.
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49% is sedentary, 72% makes use of condoms, 36% smoke, 84% avoid ingestion of alcohol in
excess, 94% did not use illegal drugs, 61% controls weight, 77% think having children before
35 years and 87% of the group regularly consults a gynecologist.

Conclusion: Since only 32% of women are concerned with can’t have children, reveals a
lack of knowledge about the problem. Although 62% of them reported that he is aware of
measures which can prevent infertility, it is believed that this percentage is smaller in the

general population.

© 2013 Sociedade Brasileira de Reprodugdao Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.

All rights reserved.

Introducao

A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) define infertilidade
como sendo a auséncia de gravidez ap6s um ano de relagdes
sexuais regulares sem uso de contracep¢ao. Cerca de 10% a
15% dos casais de todo o mundo apresentam infertilidade.
Estima-se que a prevaléncia de infertilidade ird aumentar
nos préximos anos, visto que fatores como o consumo de
alcool e tabaco, o sedentarismo, a obesidade, a poluicdo e as
doencas sexualmente transmissiveis (DST), que interferem
negativamente na fertilidade feminina e masculina, estdo
cada vez mais presentes. Acrescenta-se o fato de as mulheres
adiarem a maternidade para assumir posi¢des marcantes no
mercado de trabalho e na carreira profissional.? Nos EUA, o
numero total de mulheres inférteis, que era de 6,3 milhoes
em 2000, passara a 7,7 milhdes em 2025.3

Na infertilidade conjugal os custos de investigacao
e, principalmente, de tratamento se mantém muito altos,
permanecendo algumas formas de terapéutica restritas a
populacdo de maior poder socioeconémico. Entretanto, varios
fatores de risco sdo mais prevalentes em populacao de baixa
renda,? evidenciando a necessidade de prevencédo. Algumas
medidas de orientagdo e prevencao de infertilidade podem
ser eficazes e sdo, ainda, a forma mais barata, segura e pratica
de minimizar o problema.

O presente estudo tem por objetivo verificar o conhe-
cimento e a pratica de medidas que estdo relacionadas a
prevencao da infertilidade humana em um grupo de mulheres
que frequenta um ambulatério de ginecologia geral.

Método

A presente pesquisa foi feita com mulheres que frequentam o
Ambulatério de Ginecologia da Universidade Federal de Pelo-
tas (UFPel). O estudo teve delineamento transversal. O Ginico
critério de exclusdo adotado foi a feitura prévia de laquea-
dura. A coleta de dados ocorreu durante o més de setembro
de 2011, totalizando 149 mulheres, com idades que varia-
ram de 13 a 35 anos. Foi proposto as pacientes responder um
questiondrio, de modo consentido e sem se identificar, com
perguntas relacionadas a prevencdo de infertilidade. Entre
essas, 15 mulheres (10%) responderam menos de 80% do ques-
tionéario e foram consideradas perdas. Portanto, no fim foram
avaliadas informacdes de 134 mulheres.

O questiondrio aplicado foi desenvolvido pesquisando o
conhecimento e a pratica das medidas que podem preve-
nir infertilidade, incluindo uso de preservativos, pratica de

exercicios fisicos, controle de peso, evitar fumo, dlcool e dro-
gas, consultar regularmente o ginecologista e a intencao de
ter filhos antes dos 35 anos. O estudo é parte do Projeto
de Pesquisa “Ambulatério de Fertilidade” da Pré-Reitoria de
Extensdo e Cultura da UFPel, submetido ao Comité de Etica e
Pesquisa e aprovado.

Resultados

A média de idade das mulheres que participaram da pesquisa
foi de 23,6 anos, com variacoes de 13 a 35 anos. Nesse grupo,
68% das mulheres nunca se preocuparam em ndo conseguir
ter filhos, 62% responderam saber da existéncia de medidas
que podem prevenir a infertilidade e 37% nao tinham esse
conhecimento.

Com relacdo a pratica de exercicios fisicos, 49% das mulhe-
resnao o fazem regularmente. Quanto ao uso de preservativos,
72% delas responderam que fazem uso desse método de bar-
reira. Foi constatado, também, que 36% fumam, 84% evitam
ingerir bebidas alcodlicas em excesso e que 94% ndo fazem
uso de drogas ilicitas. A respeito de controle de peso, foi veri-
ficado que 61% das mulheres tém esse habito e 38% néo.
Entre esse grupo de mulheres, 77% pensam em ter filhos antes
dos 35 anos, 21% nao pensam nessa possibilidade e 2% nao
responderam. Por fim, observou-se que 87% do grupo consul-
tam regularmente um ginecologista, enquanto que 13% nao o
fazem (tabela 1).

Discussao

O Ambulatério de Ginecologia da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel) assiste mulheres da cidade de Pelotas e regido
com baixa condicdo socioeconémica. Quando perguntadas a
respeito da preocupagdo com o fato de ndo conseguirem ter
filhos, apenas 32% das mulheres responderam que se preo-
cupam. Isso revela que existe falta de conhecimento sobre o
problema e que em muitos casos nédo sera de simples solucdo.

Embora 62% dessas mulheres relatem ter conheci-
mento da existéncia de medidas que podem prevenir a
infertilidade, acredita-se que esse percentual seja menor na
populacdao em geral e, para que houvesse repercussao desse
conhecimento, uma parcela significativa da populacao deve-
ria té-lo. Sendo assim, seria interessante que houvesse mais
acoes governamentais que promovessem a saude reprodutiva.

O consumo de &lcool, tabaco e outras drogas, além
de causar problemas sociais, pode interferir na capaci-
dade reprodutiva, tanto masculina quanto feminina, por
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Tabela 1 - Prevaléncia de conhecimento e praticas de medidas que interferem sobre a fertilidade entre 134 mulheres

atendidas no ambulatério de ginecologia da Universidade Federal de Pelotas, 2011

Variaveis Sim Nao Sem Resposta
n % n % n %

Preocupacdo com nao conseguir ter filhos 43 32,1 91 67,9 - -
Conhecimento de medidas de prevencao da infertilidade 83 61,9 50 37,3 1 0,7
Pratica de exercicios fisicos 63 47,0 66 49,2 5 3,7
Uso de preservativo 97 72,3 33 24,6 4 2,9
Tabagismo 48 35,8 85 63,4 1 0,7
Ingestdo de bebida alcodlica em excesso 20 14,9 113 84,3 1 0,7
Uso de drogas ilicitas 7 5,2 126 94,0 1 0,7
Controle de peso 82 61,1 51 38,0 1 0,7
Desejo de ter filhos antes dos 35 anos 103 76,8 28 20,8 3 2,3
Consultas regulares com ginecologista 117 87,3 17 12,6 - -

causar alteracdes na contagem e na motilidade espermadtica,
mudancas nos niveis hormonais, diminuir a libido, aumentar
o risco de abortamento ou estar relacionado com comporta-
mento sexual de risco, levando & DST.»?*° Por exemplo, a
fertilidade é reduzida em 25% nas mulheres que fumam até
20 cigarros ao dia e em 43% naquelas que fumam mais de
20 cigarros, indicando que o declinio da fertilidade tem relacdo
direta com a dose de nicotina.®

Estima-se que no Brasil, de acordo com uma pesquisa feita
pelo Centro Brasileiro de Informagdes e Drogas Psicoativas
(Cebrid), 12,3% da populacdo brasileira entre 12 e 65 anos
podem ser considerados alcodlatras.” Em nosso estudo foi
encontrado um valor de 15%.

Com relacdo ao uso de drogas ilicitas, é dificil estimar a
prevaléncia por causa da proépria ilegalidade. Ndo obstante, o
Escritério da Organizacdo das Nag¢oes Unidas Contra Drogas e
Crimes (Undoc) afirmou, em um relatério publicado em 2008,
que o total de usuarios ndo excede 5% da populagdo com idade
entre 15 e 64 anos e que a parcela daqueles que podem ser con-
siderados dependentes fica abaixo de 0,6%.” Portanto, a preva-
1éncia de uso de drogas de 5% no grupo de mulheres analisado
se mostrou no limite do esperado pelo relatério publicado
pela ONU. Em 2011, um estudo feito em Pelotas evidenciou
que 18,4% das mulheres com 20 anos ou mais sdo tabagistas,
resultado bem inferior aos 36% encontrados nesta pesquisa.®

O sedentarismo e a obesidade podem acarretar alteracoes
no metabolismo de esteroides e prejudicar a funcdo ovu-
latéria. A pratica de exercicios e a reducdo do peso em
obesos sdo medidas que, além de promover regularizacdo
daquelas alteracdes, cursam com reducoes da glicemia, dos
andrégenos séricos e da resisténcia a insulina, alteracdo
relacionada com a Sindrome de Ovarios Policisticos, melho-
rando a qualidade de vida e diminuindo o risco de
morbidades.>1°

Do grupo de mulheres entrevistadas, 38% ndo tém
preocupacdo com o controle de peso. Um estudo feito em
2000 com a finalidade de medir a prevaléncia de obesidade
na populacao adulta em Pelotas evidenciou que 13,2% e 16,7%
das pessoas entre 20 e 29 anos e 30 e 39 anos, respectivamente,
eram obesas.!? Quanto A pratica de exercicios, metade das
mulheres deste estudo ndo o faz. Em Pelotas, a prevaléncia
de atividade fisica insuficiente encontrada por Hallal et al.
foi de 41,1%.12

Sabe-se, também, que as DSTs tém grande peso na inferti-
lidade. Por serem doencas de dificil deteccdo e, muitas vezes,
apresentarem-se de forma assintomadtica, podem acarretar
sérias complicagdes para a infertilidade.’® Dessa forma, o uso
de preservativo, se possivel em todas as relagoes, além de
exercer acdo no planejamento familiar, atua na prevencao das
DSTs, que podem afetar a fertilidade feminina e masculina.

Neste estudo, 72% das mulheres relataram fazer uso de
preservativos. Estudo feito em 2003, em Sao Leopoldo (RS),
mostrou que apenas 29,1% das mulheres entrevistadas que
mantinham relagdes sexuais faziam uso de preservativos.'*
Em Pelotas, no ano de 2002, uma pesquisa com mulheres de
15 a 49 anos concluiu que 72% nao haviam usado preservativo
em sua Ultima relacdo sexual.’ Outro estudo epidemiolégico
envolvendo escolares no municipio de 14 a 19 anos mos-
trou que 64% dos jovens do sexo masculino e 42% das jovens
do sexo feminino usaram preservativos na ultima relacdo
sexual.®

Outra variavel relevante e de extrema importancia que con-
tribui para a fertilidade é a idade materna. Estudos mostram
que com o passar dos anos o declinio hormonal e fisico pro-
porciona dificuldades na reproducao, principalmente para o
sexo feminino.»%® Aguardar para ter filhos ap6s os 35 anos é
algo que pode ser arriscado, visto que a partir dessa idade a
reserva ovariana comeca a diminuir e a qualidade oocitaria
fica comprometida.

No presente estudo constatou-se que 77% das mulheres
desejam ter filhos antes de atingir os 35 anos. Entretanto, 21%
do grupo afirmaram nao ter vontade de ter filhos antes dessa
idade. Hoje em dia, adiar a maternidade é algo comum, para
alcancar primeiro a estabilidade econdmica e profissional ou
até mesmo a maturidade emocional. Outra situagdo é a von-
tade de ter filhos em um segundo casamento.

A frequéncia de consultas com ginecologista também tem
impacto sobre a fertilidade. Ter o héabito de consultar no
minimo a cada trés anos, como orienta o Ministério da
Saude,'” ou anualmente, como é recomendado por outros
servicos, incluindo o Ambulatério de Ginecologia da UFPel,
pode reduzir as chances de uma doenca silenciosa e, conse-
quentemente, evitar danos a fertilidade.

Nesta amostra foi verificado que 87% das mulheres con-
sultam regularmente um ginecologista. Se comparado com
o valor publicado pelo Ministério da Satde, de 2008, em que
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83,3% da populacdo feminina relataram ter feito exame gine-
colégico nos ultimos trés anos,'® ainda assim é insuficiente
para prevencdo e diagnéstico de muitas doencas.

Conclusao

O fato de apenas 32% das mulheres entrevistadas neste estudo
se preocuparem com ndo conseguir ter filhos revela a falta
de conhecimentos sobre o problema. Embora 62% tenham
conhecimento de medidas que podem prevenir a infertili-
dade, acredita-se que esse percentual seja ainda menor na
populacdo em geral. Isso justifica a necessidade de campa-
nhas que esclarecam essa situacao e incentivem as medidas
de prevencao da infertilidade humana.
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Histérico do artigo: Objetivo: Identificar a prevaléncia da doenca periodontal entre mulheres menopausadas e

Recebido em 13 de setembro de 2013 analisar fatores associados a doenca periodontal.

Aceito em 22 de setembro de 2013 Meétodo: Trata-se de um estudo transversal exploratério, feito por meio de questionario pré-

On-line em 14 de outubro de 2013 prio e exame clinico oral. A amostra foi composta por 40 mulheres usudrias dos servigos de
Saude da Mulher da Fundacdo Santa Casa de Misericérdia do Para de janeiro a maio de 2011.

Palavras-chave: Resultados: Os resultados obtidos mostram que 18% sdo pardas e 45% sdo casadas. Emrelagdo

fndice periodontal a presenca da sindrome da boca ardente, observou-se que 22,5% das mulheres apresentavam

Menopausa o quadro. De acordo com a andlise estatistica, o coeficiente de Spearman (rs) = 0,2436 apre-

Satde da mulher sentou uma relacgdo entre higiene oral deficiente e maior tendéncia a apresentar a sindrome

Satide bucal da boca ardente (t = 1,5483 e p = 0,1298).

Sindrome da ardéncia bucal Conclusdo: Observa-se que o indice de doenca periodontal elevado e o grande nimero de

sextantes excluidos na faixa etdria analisada demonstram a assisténcia recebida por essas
mulheres, que, pela situacdo atual do estado de satude, tém agravamentos da condicao peri-
odontal dos elementos dentais restantes. Esses resultados podem auxiliar na formulag¢éo

de politicas publicas dirigidas a promog¢éao da saide bucal na regido estudada.
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Results: The results of this study show that 18% are brown and 45% were married. Regar-
ding the presence of burning mouth syndrome was observed that 22.5% of women had the

picture. In statistical analysis, the Spearman coefficient (rs) = 0.2436 showed a relationship
between poor oral hygiene and a greater tendency to present the burning mouth syndrome
(t=1.5483 and p = 0.1298).

Conclusion: It is noted that the rate of periodontal disease and the high number of excluded
sextants in the age group analyzed, demonstrates the care offered to these women and that
the current state of health, is worsening the periodontal condition of the few remaining
teeth. These results may help in the formulation of public policies aimed at promoting oral

health in the region studied.
© 2013 Sociedade Brasileira de Reproducao Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.

All rights reserved.

Introducao

Todos os caminhos que levam ao envelhecimento da mulher
passam pela menopausa e por suas dores. Dores essas que
sdo sentidas de formas diferentes por cada mulher, mas
que trazem um traco comum, a necessidade da redefinicao
da sua identidade feminina.!

O climatério é descrito como o estagio de transicdo entre
o periodo reprodutivo e o ndo reprodutivo na vida da mulher,
prolongando-se até os 65 anos. A menopausa constitui apenas
um marco dentro do climatério, representando a interrupgao
permanente da menstruacdo. A média da menopausa é de
50 anos, sendo que a ocorréncia da menopausa antes dos 40
anos é conhecida como menopausa precoce e a que acontece
apds os 55 anos como menopausa tardia.?

Para a Sociedade Brasileira de Climatério, o climatério
é uma endocrinopatia caracterizada por alteracdes funcio-
nais, morfolégicas e hormonais, divididas em trés fases: a
pré-menopausal, a perimenopausal e a pds-menopausal. A
menopausa natural é determinada quando houver a ocorrén-
cia de 12 meses consecutivos de amenorreia.?

O climatério, nas ultimas décadas, tem sido reconhecido
como mais do que apenas o encerramento da vida repro-
dutiva feminina. No entanto, ainda que referéncias a seu
respeito encontrem-se descritas em textos escritos por Aris-
tételes (384-322 a.C.), até recentemente a condicdo de mulher
“menopausada” era raramente expressa em publico, sendo até
considerada motivo de constrangimento.*

Em parte, a pouca atencdo prestada ao climatério até o ini-
cio do século passado deveu-se a menor expectativa de vida
feminina até entdo, que ndo permitia a maioria das mulheres
viver para atingir o climatério.* O envelhecimento e, por con-
seguinte, o aumento da expectativa de vida humana criam um
cendrio favoravel a pesquisas nessa fase da vida da mulher.

Nesse periodo, ocorre uma diminuicdo da producao e
secrecdo dos hormonios ovarianos, principalmente o estré-
geno, o qual é apontado como o maior responsavel pela
ocorréncia de osteoporose em mulheres. Entende-se a osteo-
porose como uma reduc¢ao da massa éssea, com alteracoes na
microarquitetura tanto do osso trabecular quanto do cortical,
como consequéncia entre a reabsor¢do e a aposicdo ssea.?>

O hipoestrogenismo que se segue a menopausa leva a um
aumento da reabsorcdo 6ssea, com perda da massa 6ssea e fra-
turas de corpos vertebrais, do raddio distal e do colo do fémur.

O estrogénio tem acdo direta no osso como droga antirreab-
sortiva e também acdes indiretas via paratormoénio, vitamina
D e calcitonina.®

Por causa das varia¢oes hormonais, as mulheres tendem a
desenvolver alteracdes no periodonto e no fluxo salivar, qua-
dro que pode agravar-se por presenca de inflamacao gengival
preexistente induzida por biofilme e cdlculo, além de que tam-
bém ha a possibilidade de existéncia de osteoporose nos ossos
maxilares, o que pode desencadear uma perda 6ssea em deter-
minadas regides dos maxilares.?

A reducdo dos estrogénios séricos promove maior perda
Ossea trabecular do que cortical. A condicdo de saude bucal
no periodo do climatério pode ser afetada de diversas formas,
doencas periodontais severas, perdas dentais, entre outros.
Nesse sentido, alguns pesquisadores encontraram, por meio
da tomografia computadorizada quantitativa periférica feita
em mulheres pés-menopausadas com fraturas, um afina-
mento no osso cortical e uma diminuicdo do volume do
0SSO esponjoso, que apresenta menos trabéculas e maior
espacamento. Outros estudos revelam que a osteoporose da
mandibula pode estar associada a doenca periodontal e a
perda dentéria ap6s a menopausa.t’

Apesar da diferenca etiolégica da periodontite e da oste-
oporose pés-menopausal, a perda éssea ocorre em ambas e
compartilham varias caracteristicas. Por causa de os recep-
tores de estrégeno serem expressos em células Osseas e
imunes, levantou-se a hipdtese de que a deficiéncia de estro-
génio pode influenciar na remodela¢do 6ssea em sitios com
processos inflamatérios, uma vez que as células do liga-
mento periodontal manifestam receptores especificos para
estrogénios.® Alguns estudos clinicos evidenciaram que nao
existe correlacdo entre a densidade mineral éssea (DMO) e a
doenca periodontal, enquanto outros mostraram o contrario.’

Entendem-se as doencas periodontais como infec¢oes mul-
tifatoriais provocadas por uma complexa comunidade de
espécies de bactérias, que tém como agente primdario dessa
doenca o biofilme microbiano que se acumula ao redor dos
dentes e penetra dentro do sulco gengival.1011

A periodontite tem inicio quando uma gengivite ndo é
tratada. A infecgdo e a inflamacdo se disseminam desde as
gengivas até o osso adjacente e o ligamento periodontal, o
que causa mobilidade dental e, muitas vezes, consequente
perda dental.!! A periodontite produz fatores que destroem os
suportes colagenosos do dente, podendo levar a perda de osso
alveolar. Alguns fatores de risco sistémico, como tabagismo,
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diabetes, dieta e variacao de niveis hormonais, afetam o nivel
6sseo sistémico. A periodontite tem sido apontada como uma
manifestagdo precoce de osteopenia generalizada. Com isso,
a osteoporose seria classificada como um indicador de risco,
em vez de um fator de risco para a doenca.!!

No que tange a saide bucal e a esse ciclo vital da mulher,
outras alteracdes tém sido relatadas na literatura, como boca
seca e a sindrome da boca ardente (SBA), caracterizada por
dor do tipo queimacéao na cavidade oral, principalmente nas
bordas laterais e na ponta da lingua, que acomete geralmente
mulheres na faixa entre 40 e 60 anos.!?

Pacientes com ardor na boca muitas vezes ndo apresen-
tam ferimento que possa justificar o sintoma. A xerostomia
pode agravar a sensacdo de ardéncia e também é uma das
consequéncias das altera¢des hormonais. Com a idade ou
o envelhecimento ocorre perda linear de células acinosas e
diminuicdo da producao de saliva, que leva ao ressecamento
bucal e, consequentemente, diminui a protecdo da cavidade
bucal, que fica suscetivel a doencas como cérie e doenca
periodontal.’?

Percebe-se que as doencas periodontais e outras alteracoes
da cavidade oral tém etiologias multivariadas que, quando
interligadas ao ciclo vital da mulher, podem refletir em pre-
carias situagbes de saude geral e bucal, com destaque para
as altas prevaléncias de osteoporose, doenca periodontal e
perdas dentarias. Desse modo, conhecer as condicOes peri-
odontais relacionadas a satude bucal da mulher durante essa
fase do ciclo vital é fundamental para a fundamentacgao noso-
légica e para a melhor assertiva em decisdes a serem tomadas
acerca de tratamentos e intervencoes. Portanto, este trabalho
visa a identificar a prevaléncia da doenca periodontal entre
mulheres menopausadas e analisar os fatores associados a
doenca periodontal.

Método

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa
(CEP) da Santa Casa sob o protocolo 143/10 e seguiu todos
os quesitos de ética em pesquisa para seres humanos. Trata-
se de um estudo transversal exploratério feito com mulheres
atendidas na Fundacdo Santa Casa de Misericérdia do Para
(FSCMP), de janeiro a maio de 2011. Estudo-piloto foi feito para
validacd@o do instrumento de pesquisa em relacdo a variaveis
demograficas, econémicas, de identificagdo e de satide geral e
bucal.

Os critérios de inclusdo foram: mulheres menopausadas
(menopausa fisiolégica ou menopausa cirdargica), na faixa de
40 a 65 anos. Critério de exclusao: mulheres que néo se encon-
travam na faixa etaria pré-estabelecida para a pesquisa. A
amostra de conveniéncia foi composta por 40 mulheres usua-
rias dos servicos de Satide da Mulher da FSCMP.

A captacdo de sujeitos de pesquisa foi feita no ambulatério
de climatério da FSCMP. As mulheres foram convidadas a par-
ticipar de entrevistas voluntariamente e assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido. Posteriormente, foram
submetidas ao exame clinico oral, no qual se aferiu o Indice
de Perda de Insercdo Periodontal (PIP) e o fndice Periodontal
Comunitario (CPI), validados na Pesquisa Nacional de Satde
Bucal, 2010.14

O CPI foi obtido por meio da sondagem do sulco gengi-
val ou bolsa periodontal de seis pontos, em cada um dos
dez dentes-indice (17, 16, 11, 26, 27, 37, 36, 31, 46 e 47). Esse
indice permite avaliar a condi¢@o periodontal quanto a higi-
dez, ao sangramento e a presenca de calculo ou de bolsa. Um
Unico examinador devidamente padronizado foi responséavel
por mensurar o CPI. O exame foi feito sob luz natural, com
o uso de espelho clinico plano ntimero 5 e sonda ball point,
modelo da Organizacdo Mundial da Satde (OMS).

O PIP permite avaliar a condicdo da insercdo periodontal
e toma como base a visibilidade da juncao cemento-esmalte
(JCE). Esse indice permite comparagdes entre grupos populaci-
onais e ndo ha intencdo de descrever a situac¢io de individuos
considerados isoladamente. O PIP é, basicamente, um com-
plemento do CPI. Os mesmos sextantes e dentes-indices sdo
considerados sob as mesmas condicoes, porém esse indice sé
é usado para as faixas de 35 a 44 anos e 65 a 74 anos.

O exame foi feito individualmente segundo critérios de
levantamento epidemiolégico e as mulheres foram examina-
das uma Unica vez. Durante exame a mulher ficou sentada
confortavelmente e o examinador de pé. Os instrumentais
usados para exame foram esterilizados em autoclave e todos
os procedimentos seguiram as normas de biosseguranca pre-
conizadas.

Resultados

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que das
40 mulheres entrevistadas no ambulatério de climatério da
FSCMP, 16 (40%) eram de cor parda; 18 (45%) eram casadas;
24 (60%) ndo terminaram o ensino fundamental; 37 (92,5%)
tinham filhos; 23 (57,5%) nao trabalhavam, pois estavam apo-
sentadas, e a renda familiar de 29 (72,5%) girava em torno
de um a trés salarios minimos (tabela 1). Em relacdo a saude
da mulher no periodo de climatério, observa-se que 18 (45%)
encontravam-se na menopausa pés-cirargica.

Sobre o tratamento hormonal, os dados revelam que 21
(52,5%) nao estavam fazendo terapia de reposi¢ao hormonal
por causa do alto custo do medicamento. J4 com relagdo ao
consumo de alcool e fumo, cinco (12,5%) relataram ser taba-
gistas e 16 (40%) ex-tabagistas.

A tabela 2 demonstra que 45% mulheres ndo visitavam o
dentista havia mais de trés anos; 70% s6 procuram tratamento
odontolégico quando apresentam quadro de dor; o local de
assisténcia odontolédgica mais procurado foi o posto de satide
(57,5%); 65% da amostra relataram que nunca havia rece-
bido orientagdo sobre higiene bucal e 100% ja haviam perdido
algum dente. A maior parte dessa perda teve como causa a
carie (82,5%), mas a doenga periodontal foi significativa (15%).

Disseram que escovam os dentes duas ou mais vezes por
dia 92%; 50% higienizam a lingua; 65% ndo fazem bochechos
com colutdrio e 67,5% ndo usam fio dental (76,9% das que
usam passam o fio dental entre os dentes apds a escovacdo).
Em relacdo aos sintomas bucais, mais de 50% das examina-
das relataram sensacdo de boca seca e 22,5% confirmaram o
quadro da sindrome da boca ardente (fig. 1).

Na andlise estatistica, o coeficiente de Spearman (rs) =
0,2436 apresentou relacio entre higiene oral deficiente e maior
tendéncia a apresentar a sindrome da boca ardente (t = 1,5483
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Tabela 1 - Distribui¢do segundo as varidveis de
identificacdo estudadas em mulheres atendidas no

ambulatério de satide da mulher da Santa Casa de

Belém/PA (2011)
Variavel n %
Cor da pele

Preta 10 25,0

Branca 14 35,0

Parda 16 40,0
Estado civil

Solteira 4 10,0

Casada 18 45,0

Vituva 7 17,5

Desquitada/divorciada 6 15,0

Amasiada 5 12,5
Escolaridade

Analfabeta - -

Ensino fundamental completo 6 15,0

Ensino fundamental incompleto 24 60,0

Ensino médio completo 5 12,5

Ensino médio incompleto 5 12,5
Filhos

Nao 3 7,5

Sim 37 92,5
Trabalha atualmente

Nao 23 57,5

Sim 17 42,5

Renda familiar

< 1 salario minimo 4 10,0

1 a 3 salarios minimos 29 72,5

> 3 salarios minimos 7 17,5
Periodo do climatério

Perimenopausa 7 17,5

Menopausa = =

Pés-menopausa 15 37,5

Menopausa pés-cirurgica 18 45,0
Tratamento hormonal atual

Nao 21 52,5

Sim 19 47,5
Conhecimento da osteoporose

Nao 4 10,0

Sim 36 90,0
Uso de medicagdo para osteoporose

Nao 27 67,5

Sim 13 32,5
Diabetes

Nio 34 85,0

Sim 6 15,0
Hipertensdo

Nao 21 52,5

Sim 19 47,5
Tabagismo

Nao fumante 19 47,5

Fumante 5 12,5

Ex-fumante 16 40,0
Tipo de tabagismo

Cigarro 4 80,0

Cigarro de palha 1 20,0

Cachimbo - -

Consumo de bebida alcodlica

Tabela 1 (Continuagdo)

Variavel n %
Nunca consumiu 18 45,0
Sim 10 25,0
Ja consumiu 12 30,0

n, nimero absoluto; %, valor percentual; -, valor igual a zero.

Tabela 2 - Distribuicdo segundo as variaveis sobre saude

bucal em mulheres atendidas no ambulatério de satide
da mulher da Santa Casa de Belém/PA (2011)

Variavel n %

Ultima visita ao dentista

Nunca foi - -

Menos de 1 ano 12 30,0
Entre 1 e 2 anos 5 12,5
Entre 2 e 3 anos 5 12,5
Mais de 3 anos 18 45,0

Frequéncia de visita o dentista

Cada 6 meses 3 7,5
Uma vez ao ano 9 22,5
Raramente vai 28 70,0

Assisténcia odontolégica
Plano de saude - -
Posto de saude 23 57,5
Particular 17 425

Ja foi orientada sobre higiene bucal?

Nao 26 65,0

Sim 14 35,0
Perda dentdria

Nao - -

Sim 40 100
Etiologia da perda dentdria

Cérie 33 82,5

Trauma 1 2,5

Piorreia 6 15,0
Escovagdo dental

Nenhuma - -

1vez/dia 3 7,5

2 ou + vezes/dia 37 92,5
Higienizagdo da lingua

Nao 9 22,5

Sim 20 50,0

Eventual 11 27,5

Uso de colutério

Nao 26 65,0

Sim 7 17,5

Eventual 7 17,5
Uso de fio dental

Nao 27 67,5

Sim 13 32,5
Quando usa o fio dental

Antes da escovacao 3 23,1

Ap6s a escovacao 10 76,9

n, numero absoluto; %, valor percentual; -, valor igual a zero.
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Figura 1 - Distribuicdo das mulheres atendidas no
ambulatério de satide da mulher da Santa Casa de
Belém/PA, segundo habitos parafuncionais e
sintomatologia referida (2011).

e p =0,1298). Ndo houve correlacdo entre a terapia hormonal e
a sindrome da boca ardente (p) = 0,0885 e r (Pearson) = -0,2727.

As condigbes gengivais avaliadas pelo CPI e pelo PIP indi-
cam a presenca de sangramento (gengivite), calculo (tartaro)
e bolsa periodontal. Entre os elementos examinados foi evi-
dente a presenca de cdlculo dental e sangramento (tabelas
3 e 4). O edentulismo total superior foi observado em 57,5%.
As perdas dentarias observadas entre as mulheres examina-
das foram categorizadas em sua maioria como perda precoce,
ainda na juventude, que teve como causa principal a carie
dentéria.

Dentre as entrevistadas, 65% relataram que nunca haviam
recebido orientagdo sobre higiene oral e associavam essa “falta
de instrucdo” a condi¢do de mutiladas no momento do exame.

Discussao

Historicamente a doenca periodontal e a cdrie sdo aponta-
das como os fardos globais mais relevantes em satde bucal.
Porém, a distribuicéo e a severidade variam em diferentes par-
tes do mundo e dentro do mesmo pais ou regido. Os resultados
do Projeto SB Brasil 2010 indicam que o percentual de indivi-
duos sem problema periodontal foi de 17% para adultos de 35
a 44 anos e somente 1,8% nos idosos de 65 a 74 anos.1*

Na populagdo idosa, faixa etdria caracteristica da meno-
pausa, os problemas gengivais tém pouca expressdo em
termos populacionais, por causa do reduzido niimero de den-
tes presentes na cavidade bucal.’® Nesta pesquisa, a baixa
prevaléncia de bolsas periodontais e problemas gengivais tam-
bém se deve, provavelmente, ao reduzido niimero de dentes
que as pacientes possuiam, ji4 que todas relataram ja ter
feito exodontia de pelo menos um elemento dental e mais
da metade apresenta o quadro de edentulismo total do arco
superior.

Foi observado no exame clinico das pacientes que o sex-
tante inferior anterior concentra o maior nimero de casos de
calculo e sangramento, os quais geram gengivite e possivel
futura perda dental por problemas periodontais. Esse qua-
dro, porém, poderia ser tratado por meio de procedimentos
pouco complexos de atencdo bdasica, disponiveis nas uni-
dades de satide do Sistema Unico de Saide (SUS), caso as

Tabela 3 - Valor do indice Periodontal Comunitério (CPI) entre mulheres menopausadas examinadas no ambulatério

de satide da mulher da Santa Casa de Belém/PA (2011)

Sextante (n/ %)

Condigdo 16/17 11
Excluido 29/72,5 28/70,0
Higido 9/22,5 11/27,5
Sangramento 2/5,0 1/2,5
Caélculo 10/25,0 1/2,5
Bolsa 4-5 mm 3/7,5 -

Bolsa > 6 mm - 1/2,5

26/27 36/37 31 46/47
34/85,0 24/60,0 2/5,0 25/62,5
6/15,0 15/37,5 21/52,5 11/27,5
- 1/2,5 17/42,5 4/10,0
4/10,0 11/27,5 29/72,5 12/30,0
. 3/7,5 7/17,5 4/10,0
- = 1/2,5 1/2,5

n, numero absoluto; %, valor percentual; mm, milimetros; -, valor igual a zero.

Tabela 4 - Valor do Indice de Perda de Insergio Periodontal (PIP) entre mulheres menopausadas examinadas

no ambulatério de satide da mulher da Santa Casa de Belém/PA (2011)

Sextantes (n/ %)

Condigdo 16/17 11
0a3mm 3/7,5 11/27,5
4a5mm 7/17,5 -

6 a8 mm 1/2,5 1/2,5
9al1lmm - -

>12 mm - -
Excluido 29/72,5 28/70,0

26/27 36/37 31 46/47
1/2,5 4/10,0 20/50,0 4/10,0
4/10,0 9/22,5 15/37,5 9/22,5
1/2,5 3/7,5 3/7,5 2/5
34/85,0 24/60,0 2/5,0 25/62,5

n, numero absoluto; %, valor percentual; mm, milimetros; -, valor igual a zero.
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pacientes frequentassem o cirurgido-dentista periodicamente
e ndo apenas em casos de dor, como a maior parte das mulhe-
res relatou fazer. A grande prevaléncia de sextantes excluidos
revela, ainda, a assisténcia odontolégica mutiladora recebida
pelas mulheres e a falta de orientacdo e promocéao de habitos
saudaveis por parte dos profissionais.

Nessa dimensao, os dentes perdidos com a doencga perio-
dontal ndo sdo registrados em estudos epidemiolégicos, o que
pode levar a subestimacdo da prevaléncia e da gravidade da
patologia.l? Além disso, em virtude da relevante prevaléncia
de sindrome da boca ardente encontrada, essa sindrome deve
ser objeto de investigacdo e prevencao entre os profissionais
que fazem a assisténcia a satide da mulher.

Evidéncias cientificas da associagdo entre sintomas de boca
seca ou sensacdo de queimacao e alteracdes hormonais na
mulher sdo fracas. Dados sobre o efeito dos hormodnios sexu-
ais femininos na cavidade oral sdo baseados em estudos com
contraceptivos orais e durante a gravidez. Na pratica clinica,
no entanto, a maioria das pacientes com sindrome da boca
ardente est4 no climatério.®

A sensacdo de boca seca é relativamente comum na
populacdo idosa, além dos pacientes em tratamento para can-
cer. Esse sintoma incide com o decorrer da idade, com média
de aparecimento na faixa entre 50 e 60 anos, e tem forte
predilecdo pelo sexo feminino, fato esse que sugere que a
menopausa tem papel importante na incidéncia de xerosto-
mia e de SBA.1®

A literatura oferece dados de prevaléncia geral da SBA, que
variam entre 14 e 40%, sempre maior entre as mulheres, e sua
frequéncia em idosos, nos quais oscila entre 13 e 39% para
aqueles capazes de cuidar de si proprios e aumenta até 60% em
individuos institucionalizados ou hospitalizados.?’-°Nesse
contexto, a literatura também afirma que alteracdes em glan-
dulas salivares muitas vezes estdo relacionadas com a idade,
porém nao ha evidéncias de que a xerostomia é apenas uma
consequéncia do processo de envelhecimento e as causas
mais frequentemente associadas a ela sdo menopausa e qua-
dros depressivos.?>?? Muitas mulheres na menopausa sofrem
altera¢des de humor, principalmente transtornos depressivos,
que tém sido associados com xerostomia, embora a relacao
causal entre esses dois fatores e a reducdo do fluxo salivar
ndo seja clara.?

Vale ressaltar ainda, em relacdo a saude geral da mulher no
periodo de climatério, que consideravel parcela da populacio
estudada encontrava-se na menopausa pds-cirirgica, mas
esse nimero é significativo principalmente porque o local de
realizacdo da pesquisa é referéncia para as mulheres com
necessidade cirurgica.
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Antral follicle count in the prediction of in vitro fertilization cycles results:
A systematic review

ABSTRACT

Objective: To review the ability of the antral follicle count in the prediction of in vitro fertili-
zation cycles outcomes.

Method: A systematic review of studies published in the last 13 years that aimed to determine
the ability of the antral follicle count to predict outcome in IVF cycles was done. These
studies were available in the scientific databases MEDLINE, LILACS and Scielo. The keywords
were the antral follicle count, ovarian reserve and in vitro fertilization.

Results: During the search it was found that there were 975 published articles. We selected 16
articles published between the years of 2000 to 2013 that showed the importance of the antral
follicle count to predict in vitro fertilization cycles outcomes in patients of childbearing age,
with no history of ovarian surgery, non-smokers and undergoing the first in vitro fertilization
cycle.

Conclusion: Most studies show that few antral follicle counts is associated with the occur-
rence of poor ovarian response and greater chance of canceling cycles of in vitro fertilization
cycles, as well as a low amount of collected oocytes. There is still no ideal method for

predicting pregnancy reliably.
© 2013 Sociedade Brasileira de Reprodugdo Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.

All rights reserved.

Introducao

O aumento da escolaridade da populacdo feminina e a
participacao ativa da mulher na forca de trabalho das soci-
edades ocidentais trouxeram um evidente aumento na média
da idade em que as mulheres engravidam do primeiro filho.!
Sabe-se que a fertilidade natural comeca a declinar apés os
30 anos e, nessa idade, a reserva ovariana ja esta diminuindo
progressivamente.?3

A idade isoladamente ndo assegura um determinado
padrdo de resposta ovariana a inducdo de ovulagdo na
fertilizacdo in vitro (FIV). Segundo estudos, algumas mulheres
com mais de 40 anos ainda tém reserva folicular sufici-
ente para lhes garantir uma resposta satisfatéria, enquanto
outras, mais jovens, podem responder abaixo do esperado no
tratamento.? Além disso, esse pardmetro tem valor limitado,
porque mulheres da mesma idade podem estar em diferentes
fases do processo de deplecéo folicular e o estabelecimento
de uma gravidez é influenciado por mais fatores, muitos deles
desconhecidos.>®

A reserva ovariana é resultante da qualidade e da quanti-
dade de oécitos.” Nas ltimas décadas, varios exames foram
introduzidos com a finalidade de determinar a reserva de odci-
tos, os chamados testes de reserva ovariana. Cada teste tem
uma acurdcia diferente para predizer os resultados dos ciclos
de FIV em termos de ocorréncia de gravidez.

Os testes disponiveis na atualidade sdo dosagem sérica
do FSH, estradiol, inibina B, hormonio anti-Milleriano (HAM),
contagem de foliculos antrais (CFA), volume ovariano e fluxo
sanguineo do ovario. Além desses, ha os testes do citrato de
clomifeno, do FSH exégeno e o de estimulacdo com agonista
do GnRH.

Apesar de a medida direta do pool de foliculos primordiais
ndo ser possivel, demonstrou-se que o numero de foliculos
antrais nos ovarios estd proporcionalmente relacionado com

o tamanho do estoque de foliculos primordiais a partir do qual
eles foram recrutados.® Acredita-se que a CFA feita por meio da
ultrassonografia endovaginal represente um parametro quan-
titativo do envelhecimento ovariano.’ No entanto, apesar do
seu uso generalizado, ainda nao foi bem estabelecido que os
foliculos visualizados representam aqueles potencialmente
saudéveis com odcitos competentes.1®

Aparentemente, existe uma relacdo direta entre a CFA e
a quantidade de docitos captados, o nimero de embrides
disponiveis para selecdo na FIV, a transferéncia, o conge-
lamento e a maior ou menor chance de engravidar.'’ Uma
CFA de ambos os ovarios inferior a 10 pode estar associada
com um risco aumentado de cancelamento do ciclo, podendo
representar importante parametro de avaliacdo preditiva da
resposta ovariana.!?

Segundo os critérios do Consenso de Bologna,'® uma paci-
ente pode ser classificada como pobre respondedora (poor
ovarian response — POR) quando apresentar dois dos trés cri-
térios listados a seguir: idade materna avancada (> 40 anos)
ou qualquer outro fator de risco para POR (ou seja, todas as
condigOes genéticas ou adquiridas possivelmente associadas
com uma diminuicdo da quantidade de foliculos); POR anterior
(< 3 odcitos apds estimulacdo pelo protocolo convencional);
teste anormal de reserva ovariana (CFA de cinco a sete foli-
culos ou HAM de 0,5-10,1 ng/mL). £ importante ressaltar que
dois episddios de POR apbés estimulacdo méxima ja sdo sufi-
cientes para definir uma paciente como pobre respondedora
na auséncia de idade materna avancada ou teste anormal de
reserva ovariana.?

Uma ma resposta ovariana pode estar associada com bai-
xas taxas de gravidez e muitos desses ciclos sao cancelados
sem proceder a recuperagdo de odcitos.'* Por outro lado, a
resposta do ovario exagerada leva a um aumento do risco da
sindrome de hiperestimulo ovariano (SHO).

Uma estimativa de resposta antes da estimulacdo do ovario
é 1util para o aconselhamento de pacientes e para a escolha
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individualizada da dosagem de gonadotrofina na estimulacao
ovariana para ciclos de FIV.'>16 A CFA é um teste relativamente
rapido e com custo-beneficio favoravel, ao contrério de outros
testes endocrinolégicos de alto custo, e pode ser aplicado a
rotina geral dos servigos.'’

Este trabalho tem como objetivo revisar o desempenho da
contagem dos foliculos antrais na predicdo de resultados nos
ciclos de fertilizac&o in vitro. As varidveis analisadas foram ma
resposta ovariana, cancelamento de ciclo, nimero de odcitos
captados, gravidez e nascidos vivos.

Método

Estudo de revisdo sistemadtica dos trabalhos publicados de
janeiro de 2000 a fevereiro de 2013. Medical Literature Analysis
and Retrieval System Online (Medline), Literatura Latino-
Americana e do Caribe (Lilacs) e Scientific Eletronic Library
Online (Scielo) foram as bases de dados consultadas. Os des-
critores usados foram: contagem de foliculos antrais, reserva
ovariana e fertilizagdo in vitro.

Os critérios de inclusdo definidos para os artigos foram
pacientes em idade fértil, sem histéria prévia de cirurgia ova-
riana, nao fumantes e submetidas ao primeiro ciclo de FIV.
A selecdo dos estudos foi feita por dois autores, de forma
independente e cega, obedecendo aos critérios de inclusédo e
exclusdo. Nos casos em que houve discordancia entre os dois
autores, a opinido de terceiro autor foi empregada.

Foram identificados 975 artigos publicados a partir dos des-
critores e filtros usados. Procedeu-se a leitura dos resumos,
sendo selecionados 34 artigos que relacionavam a contagem
de foliculos antrais (CFA) como método de predicdo de resul-
tados em FIV. A partir desses 34 artigos foram selecionados 10
que obedeciam aos critérios de inclusdo definidos para este
estudo.

Aslistas de referéncias dos artigos selecionados foram ana-
lisadas para verificar a possibilidade de inclusdo de novos
artigos que abordassem o tema. Foram incluidos mais seis
artigos que obedeciam aos critérios de inclusdo propos-
tos, totalizando 16 artigos analisados no presente estudo.
A figura 1 mostra o fluxograma que resume a estratégia ado-
tada para identificacdo e inclusdo dos estudos.

Para a andlise dos dados, procedeu-se a tabulacdo dos estu-
dos encontrados com a distribui¢do de artigos por ano e por
resultados para melhor andlise comparativa. Como se trata
de uma revisdo de dados da literatura, ndo foi necessaria
aprovacédo de Comité de Etica em Pesquisa.

Resultados

A partir dos dados dos artigos foi construida a tabela 1 para
andlise comparativa. Pode-se observar que a maioria dos arti-
gos usou desenho prospectivo e dois estudos fizeram ensaio
retrospectivo. Foram analisadas, ainda, duas metandlises e
trés revisoes sistematicas. Porém, como nao forneceram dados
para comparacao, nao foram incluidas na figura 1.

O estudo mais antigo data de 2000 e foi feito por Ng et al.,*
em Hong Kong, enquanto o mais atual foi publicado nos
EUA, por Lai et al.,,'® em 2013. A maior popula¢io estudada
foi na Espanha, por Melo et al. (2009),'° que avaliaram 1.074
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Tabela 1 - Apresentacio

Ultrassonografia

Didmetro folicular

Predicdo

o Local Populacgao Desenho

An

Referéncias (Autores)

Gravidez

Pobre resposta

Aloka, Model SSD-620, Aloka Co, Ltd, Japan

Combison 530D:7.5 MHz probe

tado
tado
tado
tado

néo ci

prospectivo

Hong Kong - China 128
Croacia

2000
2002
2005

Ng et al.

nao ci

11

prospectivo

56
108
300

Kurjac & Kupesic

ificado

nao especi

néo ci

tado
tado

néo ci

<4

retrospectivo
prospectivo

Inglaterra

Muttukrishna et al.

Ng et al.

Aloka, Model SSD-5500; Aloka Co. Ltd, Japan

6.5MHz vaginal

nio ci

nio ci

<10

Hong Kong - China

2005

Aloka SSD-1700 ultrasound apparatus (5.0 MHz
probe)

2210 mm

tado

nao ci

prospectivo

110

Holanda

2007

Kwee et al.

GE logic 400 Pré-Series

2210 mm
2 a 10 mm
2210 mm
2 a 10 mm

tado
tado
tado
itado

nao c1

nao ci

prospectivo

51
278
1074
135

Brasil

2007

Souza et al.

ificado

nao espect

néo ci

tado

néo ci

retrospectivo<
prospectivo

Estados Unidos
Espanha

2009
2009
2010

Maseelall et al.

Melo et al.
Jayaprakasan et al.

Sonoline Sienna 6.5-MHz vaginal transducer

Voluson Expert 730 (Kretz, Austria) e

nao ci

prospectivo a

Reino Unido

four-dimensional 5-to-9 MHz transvaginal
Voluson Expert 730 e 3D “volume” 5-9 MHz

transvaginal probe

2 a 10 mm

tado

néo ci

<14

prospectivo

1012

Reino Unido

2012

Jayaprakasan et al.

ificado

nao especl

2 a 10 mm

tado

néo ci

tado

214 prospectivo nao ci

Estados Unidos

2013

Lai et al.




REPROD GLIM.2013;28(2):68-73 71

Busca eletrénica

Palavras - chave:

(MEDLINE, LILACS e SciELO) + Contagem de foliculos antrais

+ Reserva ovariana

+ Fertilizag&o in vitro

leitura de resumos
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Filtro:
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Critérios de incluséo: analisados na integra

34 selecionados, avaliados e
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« Avaliagdo de pacientes em idade fértil,
sem historia prévia de cirurgia ovariana
e uterina
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de FIV

Revisao das listas de referéncias
bibliograficas

Incluséo de 10 estudos thal d,e estudos Incluséo de 6 estudos
incluidos: 16

Kwee et al. 2007
Ng et al. 2000
Hendriks et al. 2007 Kurjac & Kupesic 2002
Souza et al. 2007 Hendriks et al. 2005
Carvalho et al. 2008 i
Vi Muttukrishna et 2005
al.
Maseelall et al. 2009
Ng et al. 2005
Melo et al. 2009 Broekmans etal. 2006
Jayaprakasan et 2010
al.
Carvalho et al. 2012
Jayaprakasan et 2012
al.
Lai et al. 2013

Figura 1 - Fluxograma da metodologia

empregada na revisao sistematica.

mulheres, e a menor, com 51 mulheres, foi estudada no Brasil,
por Souza et al. (2007).%°

A definicdo de pobre resposta foi divergente entre os estu-
dos, variando de trés a nove foliculos antrais. A maioria dos
pontos de corte ficou no intervalo entre trés e seis foliculos.
Somente dois estudos estabeleceram a relacdo entre a CFA e
chances de gravidez. A maioria dos artigos considerou como
foliculo antral aquele que media de 2 mm a 10 mm de didmetro
a ultrassonografia endovaginal.

Discussao

A maioria dos artigos apresentou evidéncia de que uma conta-
gem menor do que trés a seis foliculos antrais esta associada
com m4é respondedoras e maior chance de cancelamento
de ciclo, assim como menor numero de odcitos aspirados.
O ensaio de Kupesic e Kurjac (2002)?! sugere que a CFA foi
a melhor preditora de resultados favoraveis em FIV.

Em estudo prospectivo de Ng et al. (2000)* feito com
128 mulheres foi constatado que as pacientes com CFA < 6

tiveram maior nimero de ciclos cancelados. Esse estudo mos-
trou que a CFA teve correlacdo significativa com o ntmero
de odcitos obtidos, que foi o melhor fator preditor de res-
posta em FIV quando comparado com os outros marcadores.
Os mesmos autores,?? em novo estudo prospectivo feito em
2005, compararam a CFA com a concentracdo de FSH apds o
teste de citrato de clomifeno. Observaram que a CFA alcancou,
da mesma forma, um melhor valor preditivo em relacdo ao
numero de odcitos aspirados.

Souza et al. (2007)° também concordaram em seu traba-
lho que a CFA apresenta boa correlacdo com o nimero de
odcitos captados com o uso do mesmo ponto de corte do
estudo de Ng et al. (2000)* na CFA. Apesar disso, este estudo
verificou que a relacdo entre a CFA e gravidez foi inversa.
A provavel explica¢do pode ter sido o tamanho reduzido da
amostra. Os autores Kupesic e Kurjac (2002)%! também con-
seguiram estabelecer uma boa correlacdo entre o numero
total de odcitos aspirados e a CFA ao avaliar prospectiva-
mente 56 mulheres. No entanto, o ponto de corte usado
pelos autores para o insucesso da FIV foi de sete foliculos
contados.
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Outro trabalho que conseguiu mostrar que a CFA tem
melhor valor preditivo em relacdo ao nimero de odcitos obti-
dos foi o estudo de Lai et al. (2013).’® Porém, diferentemente
dos outros autores, nao foram estabelecidos pontos de corte
para anadlise.

O estudo de Jayaprakasan et al. (2010)? se diferenciou dos
demais pois acrescentou na andlise, além da CFA, a dosa-
gem do hormonio anti-Miilleriano (HAM) como marcador de
reserva ovariana. Entretanto, a conclusao foi a mesma, ou seja,
tanto a CFA como a dosagem do HAM foram considerados os
melhores preditores do nimero de odcitos recuperados.

A CFA também pode ser relacionada a pobre resposta ova-
riana, como concluiram Jayaprakasan et al. em 2010,% com
sensibilidade de 93% e especificidade de 88%. Outro estudo
prospectivo desses mesmos autores,?* feito em 2012, que usou
como ponto de corte uma CFA menor ou igual a quatro, ava-
liou uma coorte de 1.012 mulheres e confirmou que a CFA é um
preditor significativo da m4 resposta ovariana. Porém, acres-
centaram que a CFA também obteve um valor estatisticamente
significativo em relacdo a predicdo de nascidos vivos e de SHO
moderada ou grave.

Os autores sugerem que, embora a CFA tenha a melhor
capacidade de predicdo de ma resposta ovariana e SHO entre
todos os marcadores convencionais da reserva ovariana medi-
dos no estudo,?>24 3 CFA e a idade tiveram o mesmo valor
preditivo em relagdo aos nascidos vivos, contrariando o que
foi demonstrado no estudo retrospectivo elaborado por Mase-
elall et al. (2009).%> Nesse estudo, foi definido que a CFA é um
fator independente significante, capaz de predizer indice de
nascidos vivos. Segundo eles, uma CFA menor ou igual a 10
estd associada ao maior risco de aborto esponténeo e cance-
lamento do ciclo, ao maior uso de gonadotrofinas, ao menor
numero de odcitos recuperados e a menor taxa de gravidez
clinica em comparacdo a pacientes com CFA maior ou igual a
11. A taxa de nascidos vivos é maior nesse ultimo grupo.

Outros estudos também apontam a CFA como melhor
preditora da ma resposta ovariana. Porém, em alguns deles
nao houve concordédncia entre os pontos de corte das
quantificacdes dos foliculos antrais usados. A andlise retros-
pectiva de Muttukrishna et al. (2005)?® encontrou que uma CFA
menor do que cinco foi boa preditora de pobre resposta, com
sensibilidade de 89% e especificidade de 39%. Nesse trabalho,
as pacientes foram divididas em dois grupos: pobres res-
pondedoras (< 4 odcitos coletados) e respondedoras normais
(> 5 odcitos coletados). As pacientes foram também separa-
das em trés grupos para analise: entre um e quatro foliculos
antrais (grupo 1); de cinco a nove foliculos antrais (grupo 2)
e maior ou igual a 10 foliculos antrais (grupo 3). Os indices
de gravidez de foram de 18,2%, 32% e 48%, respectivamente. Ja
no estudo de Kwee et al. (2007),17 a pobre resposta foi estabe-
lecida com uma CFA inferior a seis, com sensibilidade de 73%
e especificidade de 95%.

A metanélise de Hendriks et al. (2005)%” ndo citou seus
pontos de corte para pobre resposta. Porém, definiu bom
desempenho da CFA para predizer mé resposta ovariana,
enquanto sua capacidade para predi¢cdo de ndo gravidez foi
deficiente. Isso é ratificado por Ramalho de Carvalho et al.
(2012),%8 que demostraram que a CFA é um excelente indi-
cador da resposta ovariana, com superioridade significativa
em relacdo a outros marcadores, mas com baixa sensibilidade

para predizer ndo gravidez. Eles concluiram, também, que
a CFA ndo deve ser usada como critério para a exclusdo da
terapia de reproducao assistida, e sim como uma ferramenta
para o aconselhamento quanto a baixa probabilidade de atin-
gir gravidez e determinar individualmente os protocolos de
tratamento de ciclos de FIV.

Em 2007, Hendriks et al.?® fizeram outra metandlise que
concordou com o estudo de revisdo de Carvalho et al. (2012).28
Ambos apontaram que a CFA é preferivel em relacdo a outros
marcadores na avaliacdo quantitativa da reserva ovariana.
Broekmans et al. (2006)° também consideraram que a acuracia
da CFA para predizer pobre resposta ovariana é adequada, mas
a CFA néo tem grande valor clinico para predizer gravidez. Eles
consideraram que esse método pode ser usado como teste de
screening para possiveis pobres respondedoras e para direcio-
nar futuros passos diagndsticos na primeira tentativa de FIV,
concordando com o estudo de Ng et al. (2000),* o qual mostrou
que, apesar do reduzido numero de odcitos obtidos em mulhe-
res com baixa CFA, as taxas de gravidez por ciclo pareceram
similares as de mulheres com CFA maior, sugerindo que a CFA
nao seria uma boa preditora das taxas de gestacao.

A hiper-resposta ovariana também pode ser prevista pela
CFA, como mostram o estudo de Jayaprakasan et al. (2012)%*
e o estudo de Kwee et al. (2007),"” os quais estabeleceram
risco de SHO com uma CFA superior a 14, dado importante
para direcionar a decisdo de ajuste da dose de gonadotrofinas
para prevenir uma possivel SHO.

Apesar de algumas diferencas importantes entre os estu-
dos nesta revisdo, é consenso que o melhor marcador de
reserva ovariana deve ser capaz de identificar as mulheres
cujas chances de gravidez, em ciclos de FIV, estaria tdo perto
de zero que nio se justificaria submeté-las aos potenciais efei-
tos adversos da estimulacdo exégena. Nesse aspecto, a CFA é
designada como o marcador basal mais confiavel de reserva
ovariana na predicdo de uma pobre resposta.?? No entanto,
apesar de a CFA ter demonstrado ser um indicador sensivel e
especifico da resposta ovariana, segundo os resultados de Melo
et al. (2009),'° esse método ndo conseguiu prever a qualidade
dos odcitos.

Conclusoes

A maioria dos dados bibliograficos levantados concorda que
a CFA pode ser usada como screening para detectar prova-
veis pobres respondedoras e tem o melhor valor preditivo
do numero de oécitos que serdo captados nos ciclos de
fertilizacdo in vitro. Os estudos ainda mostram divergéncia em
relacdo ao uso da CFA como método para predizer gravidez
nas técnicas de FIV. Ainda ndo ha um método ideal para pre-
dizer gravidez de forma confidvel, mas uma baixa CFA pode
ser usada na préatica didria como instrumento no aconselha-
mento de casais quanto a menor probabilidade de alcancar
gravidez.
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RESUMO

O rastreamento genético pré-implantacional parece melhorar as taxas de gravidez em cer-
tos grupos de pacientes com mau progndstico nos tratamentos de fertilizacao in vitro. Mais
recentemente tem-se sugerido seu uso para a selecdo visando a transferéncia de um embrido
Unico. O presente artigo tem como objetivo discorrer sobre a técnica de hibridizacdo gend-
mica comparativa, a biépsia do embrido na fase de blastocisto e as perspectivas de uso
desses como rastreamento genético pré-implantacional. Foi feita revisdo bibliografica em
artigos cientificos, livros e periédicos. O método de hibridiza¢do gendmica comparativa é
capaz de analisar todos os pares cromossomicos e mostra-se promissor na identificagdo
das aneuploidias. A biépsia do embrido na fase de blastocisto parece ser menos agressiva
e fornece mais material genético do que aquela feita na fase de clivagem. A transferéncia
de um embrido geneticamente normal aumenta as chances de gravidez nos procedimen-
tos de fertilizacdo in vitro. Entretanto, ainda ndo temos estudos randomizados controlados
suficientes para assegurar que a hibridiza¢do gendmica comparativa em blastocisto tenha

impacto pratico suficiente para aumentar as chances de gravidez.
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Prospects of using comparative genomic hybridization in blastocyst stage
human embryo biopsy as pre-implantation genetic screening

ABSTRACT

Pre-implantation genetic screening could improve pregnancy rates in certain groups of pati-
ents with poor prognosis undergoing in vitro fertilization procedures. Recently its use as
screening has been suggested aiming single embryo transfers. This paper evaluates com-
parative genomic hybridization technique, blastocyst stage embryo biopsy and analyzes
the prospects of using both as pre-implantation genetic screening. A bibliographical review
in scientific articles, books, journals and websites was done. Comparative genomic hybri-
dization is able to analyze all chromosomes being promising as pre-implantation genetic
screening. Blastocyst biopsy seems to be less aggressive to the embryo and provides addi-
tional genetic material compared to cleavage stage biopsies. The transfer of a genetically
normal embryo increases pregnancy rates in in vitro fertilization procedures. However there
are insufficient randomized controlled trials to ensure that comparative genomic hybridi-

zation in blastocysts cells has a practical impact in pregnancy rates.
© 2013 Sociedade Brasileira de Reprodug¢ao Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.

All rights reserved.

Introducao

Casais que experimentam a infertilidade recorrem a tecnolo-
gias de reproducao assistida para conseguir a gravidez. Muitos
desses casais submetem-se a multiplos ciclos de fertilizacdo
in vitro (FIV) sem sucesso e frequentemente procuram outras
opcodes para melhorar suas chances de um bom resultado.

A aneuploidia cromossdmica é causa reconhecida de abor-
tamentos esponténeos e responsavel por cerca de dois tercos
desses.! As aberracdes encontradas podem variar desde
simples trissomias ou monossomias até anomalias mais com-
plexas, que envolvem multiplos cromossomos. Os resultados
de gravidez variam desde falhas de implantacdo, abortamen-
tos precoces ou tardios até nascimentos anormais, o que
depende dos cromossomos envolvidos.

A estratégia mais usada para a identificacdo de embrides
vidveis é baseada na avaliacdo de critérios morfoldgicos,
tais como o numero e tamanho das células, a presenca de
multinucleacdo, o percentual de fragmentacdo e a taxa
de clivagem.? A avalia¢do morfoldgica é praticada em todos
os laboratérios de FIV e continua a ser o esteio na avaliacdo
do embrido. No entanto, alguns dos aspectos mais importan-
tes da viabilidade do embrido permanecem invisiveis para tais
anadlises.

Recentemente, com a evolugdo das técnicas de bidpsia
embriondria e o aprimoramento dos testes genéticos, varias
estratégias tém sido sugeridas para se alcancar uma avaliacdo
mais acurada de todos os cromossomos a partir do material
biopsiado de embrides ou odcitos. Atualmente, a mais pro-
missora delas parece ser a hibridizacdo gendmica comparativa
(CGH).6-10

Em 2008, durante a reunido da Sociedade Americana de
Medicina Reprodutiva (ASRM), os dados clinicos de ciclos que
usam a CGH para analisar bidpsias de blastocisto foram apre-
sentados e indicaram aumento estatisticamente significante,
superior a duas vezes, nas taxas de implantacdo (30-62%,
p<0,001) para mulheres com uma idade média de 38 anos
e com histéria de 1-10 falhas em ciclos de FIV. A taxa de

gravidez em curso foi de 78%, bem acima das taxas de gravidez
esperadas sem PGS.1!

Desde entdo, varios centros de reproducdo assistida no
mundo tém usado o método como opg¢ao para se diminuirem
as falhas em FIV, principalmente naqueles casais com mau
prognoéstico gestacional.

Diagnéstico genético pré-implantacional

O diagnéstico genético pré-implantacional (PGD) foi desen-
volvido hd mais de vinte anos e inicialmente usado para
a determinacdo do sexo em embrides de casais com risco
para a transmissdo de uma doenca recessiva ligada ao X.12
O procedimento envolve a geracdo de embrides por FIV,
seguido pela biépsia desses e teste do material embrionario.

A bidpsia pode ser feita em diferentes estagios de desen-
volvimento do embrido: dia 0, com a remocado do primeiro
corpo polar (PB) do ovécito maduro; dia 1, com a bidpsia do
segundo corpo polar do zigoto (o primeiro PB também pode
ser obtido nesse momento); dia 3, por meio da remocéao de 1-
2 células (blastomeros) do embrido em fase de clivagem; ou
nos dias 5-6, com a remoc¢do de um pequeno grupo de célu-
las do trofoectoderma (células TE) do blastocisto.'®> O PGD para
doencas hereditérias foi feito com sucesso em 1990 e permitiu
que casais portadores de uma anomalia genética pudessem
ter um filho normal.’>14

Rasteamento genético pré-implantacional

Sabendo-se que as anormalidades cromossémicas desem-
penham um importante papel nas falhas de implantacdo
embriondria em tratamentos de FIV, surgiu a hipétese de
que o estudo genético dos embrides melhoraria as taxas
de implantac¢do. Em 1993, Munné et al. usaram a hibridizacdo
fluorescente in situ (Fish) para detectar anormalidades cro-
mossémicas em cinco cromossomos e, assim, fizeram os
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primeiros casos de rastreamento genético pré-implantacional
(PGS).15

Tais técnicas passaram, entdo, a ser usadas para o ras-
treamento genético, com a finalidade de tentar melhorar as
taxas de gravidez em certos grupos de pacientes com mau
prognéstico nos procedimentos de FIV, como aquelas com
idade materna avancgada, abortamentos de repeticdo, repeti-
das falhas de implantagdo e fator masculino grave.’® Desde
entdo, o PGS comecou a ser feito com a finalidade de aumen-
tar as taxas de implantacdo e nascidos vivos, além de reduzir
os abortamentos espontdneos em pacientes sem desordem
genética conhecida.?’

O PGS oferece aos casais submetidos a FIV uma fer-
ramenta de selecdo adicional sobre a simples andlise
morfolégica, visando a escolher o melhor embrido para
transferéncia. A selecdo dos embrides sem erros cromosso-
micos pode melhorar as taxas de sucesso na implantacao
e reduzir a probabilidade de abortamentos associados a
aneuploidias.’®

O PGS foi relatado pela primeira vez em 1995, na ana-
lise de corpos polares.’®?0 Desde entdo, numerosos artigos
foram publicados sobre o seu uso. No entanto, como acontece
com varias novas tecnologias em reproducao humana, houve
pouca evidéncia de que aumentasse as taxas de gestagdo. A
maioria dos estudos randomizados e ndo randomizados de
PGS foi feita com a bidpsia de embrides na fase de clivagem,
o que pode ser parte da razdo para o seu mau desempe-
nho até agora. Embrides nesse estagio de desenvolvimento
mostram niveis elevados de anormalidades cromossomicas e
mosaicismo.1?21 Por isso, a andlise de uma tUnica célula do
embrido na fase de clivagem pode nao representar seu real
estado genético.

Além disso, a maioria desses estudos usou a técnica de
hibridizacao in situ fluorescente (Fish), que é capaz de detec-
tar somente metade ou menos do cariétipo humano (de 5 a
12 cromossomos), além do que a eficiéncia do método é redu-
zida quando muitos cromossomos sao analisados ao mesmo
tempo.

Hibridizacao in situ fluorescente

A hibridizagdo in situ fluorescente foi desenvolvida e
aperfeicoada para uso em amostras com muitas centenas
de células para contar, o que permite variacdes natu-
rais na eficiéncia da hibridizacdo, sobreposicdo de sinal e
outras questdes técnicas a serem levadas em conta sobre
toda a andlise da amostra. Dessa maneira, mesmo que algu-
mas células apresentem uma contagem anormal em uma
sonda por problemas técnicos, a maioria das outras célu-
las terd a contagem real, que permite o diagnéstico da
amostra.

A Fish nao foi projetada para testar um conjunto de amos-
tras de uma Unica célula. Portanto, as limitagoes técnicas do
teste sdo amplas e podem levar a resultados falso-positivos
e falso-negativos e afetar a capacidade do teste no PGS. Sur-
giu, entdo, a necessidade de se avaliar o momento da bidpsia,
visando a obtencdo de um maior nimero de células e do
desenvolvimento de novos métodos capazes de analisar todos
os pares de cromossomos.’3

Hibridizacdo genémica comparativa

A hibridiza¢do gendémica comparativa (CGH) é uma técnica
que faz a ponte entre a genética molecular e a citogenética.’
Permite um rastreamento cromossomico abrangente, capaz
de determinar com precisdo todas as aneuploidias cromosso6-
micas. Combina a amplifica¢do de todo o genoma das células
biopsiadas, seguida da marcacdo fluorescente e hibridiza¢ao
com cromossomos normais numa lamina de microscépio.
Mais recentemente a hibridizagdo genémica comparativa com
arrays (array CGH ou aCGH) foi introduzida e proporcionou
resultados similares aquela com células em metafase (mCGH),
mas num periodo de tempo mais rapido.?

A CGH ja foi aplicada com sucesso para o rastreamento
genético pré-implantacional (PGS) de corpos polares,?32>
embrides em estdgio de clivagem'®?® e blastocistos, com
resultados clinicos promissores.?’-2° Além da deteccdo de
aneuploidias que afetam os cromossomos inteiros, a CGH
também é capaz de identificar ganhos e perdas de segmentos
desses e deve, portanto, ser capaz de detectar os desequi-
librios provocados por uma ampla variedade de rearranjos
cromossémicos.”1%27 Na CGH, o acido desoxirribonucleico
(DNA) da amostra e o de um controle normal sdo amplifica-
dos separadamente, com o uso de uma amplificacdo genémica
completa (WGA). A WGA em células individuais para PGD foi
relatada tanto para fins clinicos como para de pesquisa.39-3°

Na mCGH, um software de computador especializado ana-
lisa a razdo de fluorescéncia vermelho-verde ao longo do
comprimento de cada cromossomo metafdsico em cerca de
seis conjuntos diferentes em um ideograma. Ganhos em ver-
melho indicam que a amostra é deficiente na regido ou no
cromossomo e ganhos em verde que o teste tem cépias extras
da regido ou do cromossomo. O processo é demorado e tecni-
camente desafiador e leva até 72 horas para se fazer o trabalho
em bancada de laboratério, mais o tempo adicional necessario
para a andlise detalhada dos dados.®

O aCGH segue o mesmo principio do mCGH, mas usa um
chip de DNA, geralmente cromossomos artificiais bacterianos
(BACs) afixados na lamina do microscépio, e ja foi aplicado
a uma Unica célula ou embrido. Cada clone de BAC corres-
ponde a uma parte especifica do cromossomo e um software
de computador analisa a razdo vermelho-verde de fluorescén-
cia em cada local que ird corresponder a uma perda ou ganho
deregido, semelhantemente ao mCGH. A analise é totalmente
automatizada e todo o processo pode ser feito em 24 horas, o
que permite a transferéncia dos embrides no mesmo ciclo.’

A vantagem principal da CGH em comparacdo com o
método de Fish é que a primeira permite, em um tunico
teste, a deteccdo de altera¢cdes numéricas (aneuploidias) em
todos os cromossomos. Além disso, reduz os erros potenciais
associados a fixacdo dos blastdmeros. E também um método
consistente, que fornece uma informagédo completa de todos
os cromossomos, enquanto a Fish baseia-se no diagnéstico de
uma pequena regido do DNA.3¢

Bidpsia embrionaria

Durante duas décadas a fase de biépsia embrionaria predo-
minante tem sido o estagio de clivagem, no qual geralmente
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um ou por vezes dois blastémeros sdo biopsiados no terceiro
dia de desenvolvimento do embrido.'? Os primeiros estudos
clinicos sobre PGS em embrides no estagio de clivagem mos-
traram aumento nas taxas de implantacdo e de gravidez em
curso, bem como diminuicdo nas taxas de abortamento
espontaneo.3’ 3% A biépsia do blastocisto geralmente remove
entre 5-10 células e consequentemente fornece mais DNA do
que a biépsia na fase de clivagem, com 1 a 2 blastémeros.

Ja estd bem documentado que o embrido na fase
de clivagem mostra elevados niveis de mosaicismo
cromossémico.?5%° O mosaicismo cromossdémico na pré-
implantacdo do embrido dificulta a acurédcia do PGS, pois as
células removidas podem ndo representar a totalidade do
embrido. Portanto, a analise de maior numero de células torna
o diagnéstico mais preciso.#! Entretanto, estudos recentes
indicam que isso também ocorre com blastocistos.?’

A cultura de embrides humanos até o estagio de blasto-
cisto é uma inovagdo que sé se tornou costumeira nos dltimos
anos. Avancos foram feitos na cultura estendida de embrides
com o uso de uma combinacao sequencial de meios de cultura
ultraestaveis com pouco oxigénio especifica para cada esta-
gio do embrido.*>*3 Os embrides que se tornam blastocistos
in vitro sdo considerados de melhor qualidade e, geralmente,
tém um melhor potencial de implantacdo. Por essa razao
a cultura para a fase de blastocisto é cada vez mais feita
nas clinicas de reproducdo assistida em todo o mundo. O
que se torna cada vez mais evidente, no entanto, é que o
cultivo desses embrides até blastocistos nado elimina a aneu-
ploidia.

Assim como em odcitos e embrides no estagio de cli-
vagem, até recentemente a Fish foi o método de escolha
para a analise citogenética de blastocistos humanos no con-
texto de pesquisa.***8 Dados obtidos com esses estudos tém
demonstrado que um grande nimero de erros cromossomi-
cos persiste até a fase de blastocisto, mas suas taxas tendem
a ser mais baixas em comparac¢do com a fase de clivagem do
desenvolvimento.448:49

Postula-se que o PGS na fase de blastocisto pode levar
a melhores resultados clinicos para casais inférteis por-
que seriam escolhidos embrides de melhor qualidade.®13
Semelhantemente a de corpo polar, a biépsia das células trofo-
ectodérmicas do blastocisto é considerada menos prejudicial
para o embrido do que aquela na fase de clivagem. Apesar de
serem retiradas cerca de cinco células, a proporcdo relativa
tomada do volume do embrido é menor do que aquela associ-
ada a retirada de uma tnica célula na fase de clivagem. Além
disso, a massa de células removidas é destinada a formar a
placenta, e nao o feto.

Perspectivas do rastreamento genético
pré-implantacional

Na reproducao humana as taxas de gravidez e implantacao de
embrides sdo inversamente proporcionais a idade materna.
Dados de trés décadas de estudo sugerem um aumento nos
erros de segregacdo cromossOmica na ovogénese em mulhe-
res acima de 35 anos. Assim, o aumento da idade materna
aumenta orisco de aneuploidias embrionarias, eleva orisco de
abortamentos e diminui as taxas de implantac¢@o dos embrides

por aberragoes cromossémicas incompativeis com o desenvol-
vimento e a diferenciagao celular.

Outro grupo de mulheres com elevada producao de
embrides geneticamente alterados é o daquelas com repeti-
das falhas em tratamentos de reproducdo assistida ou com
abortamentos recorrentes. Esses embrides apresentam taxas
de aneuploidia em torno de 70% e a taxa habitual é de 30%.%

Atualmente, o uso do PGS em tratamentos de FIV tem sido
proposto nos casos de idade materna avancada (AMA), falhas
de implantacdo em repetidos ciclos de FIV anteriores (RIF)
e abortamentos recorrentes (RPL).Y Além disso, o PGS tem
sido proposto também para mulheres com gestagoes trisso-
micas anteriores®® e naquelas que tém parceiros com fator
masculino grave.’’3 Estudos demonstram que a incidén-
cia de aneuploidias é alta nos procedimentos de fertilizagdo
in vitro, mesmo quando avaliamos mulheres jovens e sem pro-
blemas reprodutivos como em casos de ovodoacdo.”* Mais
recentemente, na reproducdo assistida, tém sido crescentes
as tendéncias de se transferir um Unico embrido para dimi-
nuir as taxas de gestagoes multiplas, principal fator de risco
em FIV.>>>°

GestacOes multiplas sdo mais propensas a prematuridade,
com um maior risco de baixo peso ao nascer, atra-
sos de desenvolvimento, paralisia cerebral e malformacoes
congénitas.®-62 A transferéncia de multiplos embrides nor-
malmente é usada para melhorar as taxas de implantacgdo.
A transferéncia de embrido Unico é o ideal para a prevencao
de nascimentos multiplos. Um embrido de alta qualidade tem
mais probabilidade de culminar em uma gravidez em curso
e, em ultima analise, no nascimento de um bebé unico e
saudavel 5364

Conclusao

A triagem de aneuploidias para a selecdo de embrides ja per-
correu um longo caminho desde que foi inicialmente proposta
como uma forma de melhorar os resultados clinicos em paci-
entes submetidas a tratamentos de fertilizacao in vitro. Dados
mostram que o uso da hibridizacdo in situ fluorescente para
analisar tanto blastdmeros como células trofoectodérmicas
do blastocisto é dificultado por inimeros problemas técni-
cos. Esses podem potencialmente aumentar o risco de erro
diagnéstico.

As deficiéncias nas técnicas iniciais do rastreamento gené-
tico pré-implantacional levaram vérios grupos de investigacio
a desenvolver métodos opcionais, citogenéticos e moleculares
e examinar todos os pares cromossomicos de células indivi-
duais. Esses métodos ja foram aperfeicoados e validados e sdo
cada vez mais usados no ambiente clinico.

Como a bidpsia do embrido na fase de clivagem pode
acarretar um maior risco de erro diagnéstico por causa do
mosaicismo, muitas clinicas de fertilizac¢do in vitro tém esco-
lhido fazer a bidépsia dos embrides no estagio de blastocisto.
Entretanto, ainda ndo temos evidéncia cientifica suficiente
para assegurar o beneficio da técnica. Estudos randomizados
controlados estdo em curso nos Estados Unidos e na Europa
com o uso da bidpsia de blastocisto em combinag¢do com
métodos de citogenética molecular abrangentes para o ras-
treamento genético pré-implantacional.
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Esperamos que os resultados obtidos a partir desses estu-

dos possam esclarecer se o PGS realmente faz diferenca
significante nos resultados clinicos para os casais que neces-
sitam de fertilizagdo in vitro, com o estabelecimento de uma
gravidez bem sucedida e, finalmente, o nascimento de um
bebé vivo, tnico e saudavel.

Atualmente, o uso do rastreamento para pacientes sau-

daveis e sem indicagées com o propédsito de melhorar os
resultados de fertilizacdo in vitro estd em ascensado. Entre-
tanto, as evidéncias cientificas ainda ndo sdo suficientes
para recomendar a aplicacdo clinica da hibridizacdo gend-
mica comparativa em bidpsias de embrido no estagio de
blastocisto com a finalidade de rastreamento genético pré-
implantacional.
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Meétodo: Revisdo de literatura que avaliou a resposta ovariana com o uso de androgénios
previamente ao inicio do estimulo ovariano de pacientes més respondedoras que se sub-
meteriam a ciclo de FIV (fertilizacao in vitro).

Resultados: A maioria dos artigos mostrou um aumento na resposta ovariana com maior
numero de odcitos recuperados e maduros em mulheres que usaram a testosterona trans-
dérmica. Além disso, houve aumento de taxas de gestacdes clinicas e nascidos vivos.
Mulheres que receberam dehidroepiandrosterona (DHEA), inibidores da aromatase, hormo-
nio luteinizante recombinante (LHr) ou horménio gonadotréfico humano recombinante
(hCGr) néo tiveram diferencas dos pardmetros estudados.

Conclusdo: O tratamento prévio com testosterona transdérmica parece melhorar a resposta
ovariana nas pacientes mas respondedoras. Ela aumentou a taxa de gestacdo clinica e de
nascidos vivos. Nao houve prova de beneficios com o uso de DHEA, inibidores da aromatase,

LHr ou hCGr.
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Androgens in poor responders

ABSTRACT

Treatment of poor-responder patients to controlled ovarian stimulation is a challenge in
reproductive technology.

Objective: To evaluate some synergistic effects in folliculogenesis by improving the ovarian
sensitivity to FSH (Follicle Stimulating Hormone) and follicular response to gonadotrophins.
Method: A literature review that evaluated the use of androgens in ovarian response of
pretreatment of ovarian stimulation on low-responder IVF (In Vitro Fertilization) patients.
Results: The most articles showed an increase on ovarian response in patients who
used transdermic testosterone before ovarian stimulation. Those women achieved greater
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number of recovered oocites and more mature ones in women who used transdermal tes-

tosterone. In addition, it increased clinical pregnancy and live birth rates. Women who

received DHEA (dehydroepiandrosterone), aromatase inhibitors, r(LH (recombinat luteinizing
hormone) or rhCG (recombinant gonadotropin releasing hormone) showed no significant
differences in studied parameters.

Conclusion: Pretreatment with transdermal testosterone seems to be beneficial to ovarian

response on poor-responder patients. It has increased clinical pregnancy and live birth rates.
There were no benefits with use of rLH, hCG, DHEA or aromatase inhibitors proved in those

studies.

© 2013 Sociedade Brasileira de Reprodug¢ao Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.

All rights reserved.

Introducao

A resposta ao estimulo ovariano é uma das pecas-chave na
reproducdo assistida. Apesar dos recentes avancos das téc-
nicas, as pacientes mas respondedoras ainda representam
um desafio para os médicos da especialidade.”? A incidén-
cia de baixa resposta ovariana varia de 9% a 24% da populacdo
estudada® e acontece principalmente em mulheres com idade
acima de 40 anos, hormonio foliculo estimulante (FSH) basal
elevado (niveis maiores do que 10 mUI/ml, preferencialmente
dosado no terceiro dia do ciclo menstrual), inibina B baixa,
hormoénio anti-Miilleriano (AMH) reduzido (independente-
mente da fase do ciclo), baixa contagem de foliculos antrais
(menor do que seis) e volume ovariano menor do que 3 cc.
Além do baixo nuimero de odcitos recuperados, a qualidade
também pode estar comprometida, o que leva a menor taxa de
implantacdo e de gravidez clinica, assim como a maior taxa
de abortamentos em relacdao a mulheres com a mesma idade
e com melhor resposta.*

Foram documentadas evidéncias da acdo dos androgénios
em altas doses em humanos. Spinder (1989)° descreveram
mudang¢as morfolégicas em ovarios de mulheres transexuais
que faziam terapia hormonal com altas doses de testosterona
exégena. Elas tiveram um aumento significativo de folicu-
los antrais, que lembrou o padrdo policistico. £ importante
lembrar que a sindrome dos ovarios policisticos (SOP) néo é
considerada causa de hiperandrogenismo, como a hiperplasia
congénita da adrenal ou os tumores produtores de androgé-
nios. Pensando assim, os niveis de androgénios surgem como
um possivel marcador de correlagdo positiva com o numero
de foliculos antrais.®’

Posteriormente, estudos experimentais feitos em maca-
cos Rhesus sugeriram que os androgénios poderiam ampliar
o efeito do FSH na foliculogéne.2 O uso de testosterona ou
dehidrotestosterona (DHEA) nesses animais aumentaria o
numero de receptores do FSH nas membranas das células da
granulosa.>10 Assim, estimularia o crescimento inicial do foli-
culo, faria um recrutamento precoce dos foliculos primordiais*
e desenvolveria um maior ntimero de foliculos pré-antrais e
antrais.!?

De acordo com a “teoria das duas células”, os androgénios
exercem funcdo critica na regulacdo adequada da estero-
idogénese.!? Eles servem de substrato para a acdo da aroma-
tase nas células da granulosa, nas quais eles sdo convertidos
em estrogénios. Além disso, podem exercer efeito direto na
regulacdo da foliculogénese. Alguns receptores especificos

para androgénios que mediam a acdo desses esteréides foram
isolados por imuno-histoquimica no ovério humano.?®14 Tam-
bém foi demonstrado que esses receptores androgénicos desa-
parecem progressivamente conforme a maturacéo folicular.’

Pensando nisso, foram feitos alguns estudos com o uso
de androgénios antes da inducdo ovariana com o intuito de
melhorar a resposta a estimulagdo ao FSH exégeno em paci-
entes classificadas anteriormente como “maé respondedoras”
ou com baixa reserva. Essas intervencdes incluiram: pré-
tratamento com testosterona transdérmica,'® pré-tratamento
com DHEA," adicdo de inibidores da aromatase,'® associacdo
de horménio luteinizante recombinante (LHr)'°® e adigdo de
gonadotrofina coriénica humana (hCG) na estimulacdo
ovariana.?%2!

Os androgénios sao produtos derivados do metabolismo do
colesterol nas células da teca folicular pela acdo do hormo-
nio luteinizante (LH), convertido em estrogénio pela acdo do
FSH nas células da granulosa. Eles exercem funcdo reguladora
na maturacdo folicular e podem estimular o crescimento ou
causar a atresia do foliculo.?>?> A producéo de estrégenos
é limitada pela quantidade de receptores para os andrége-
nos produzidos pela teca, que servem de substrato para a
aromatizacdo induzida pelo FSH.

Estudos clinicos tém demonstrado que o tratamento con-
junto de androgénios poderia aumentar tanto a quantidade
quanto a qualidade dos odcitos e embrides, aumentar as taxas
de gestacdo de mulheres com baixa reserva ovariana e até cau-
sar faléncia ovariana precoce (FOP).2%® Resultados melhores
de estimulo ovariano e até melhores taxas de gestacdo apds
o uso de inibidores da aromatase poderiam ser consequén-
cia do aumento de niveis androgénios intrafoliculares pela
inducéo dos receptores de FSH nas células da granulosa.'®%’
Além disso, eles estdo envolvidos no recrutamento dos
foliculos antrais e pré-antrais, promovem o crescimento e
desenvolvimento folicular e aumentam a expressao do IGF
1 (fator de crescimento semelhante a insulina 1) no ovario
primata, que também exerce papel essencial no desenvolvi-
mento folicular.$1?

Os inibidores da aromatase poderiam causar aumento
nos niveis intrafoliculares de androgénios e impedir a
aromatizacdo para estrogénios. Porém, Mitwally e Casper
(2002),'® Kashyap et al. (2005)%% e Ozmen et al. (2009)%° nio
encontraram resultado significativo.

A acdo do LHr também é fundamental para manter a
concentracdo adequada de androgénios intrafoliculares e pro-
mover a esteroidogénese e o crescimento folicular. Também
foi sugerido que o uso de andlogos agonistas do hormoénio
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liberador de gonadotrofina (GnRH) com supressdo do eixo
hipotdlamo-hipéfise levaria a niveis extremamente baixos
do LH enddgeno e comprometeria a chance de gestagdo.30:3!
Embora se acredite que o tratamento prévio com LHr3? ou a
adi¢do do LHr juntamente com as gonadotrofinas®? possa tra-
zer beneficio para as més respondedoras,?* seu uso ainda é
controverso.

Foram estudados exaustivamente os efeitos bioldgicos dos
androgénios, inclusive a modulacdo da aromatase nas diver-
sas fases do desenvolvimento folicular. E vista uma acéo esti-
mulante em foliculos pequenos, enquanto que em foliculos
pré-ovulatérios a aromatase é modulada negativamente.3>36
O excesso de androgénios na foliculogénese geralmente leva
a atresia dos foliculos em desenvolvimento em roedores.?33”

Vendola (1998)!! observaram em primatas sinergismo dos
androgénios com o FSH, que aumentou o recrutamento
folicular. Doses altas administradas por pouco tempo indu-
ziram mudanca morfolégica importante nos ovarios, que
passaram a ter aspecto policistico. A contagem de foliculos
antrais aumentou de 2,5 para 4,5, mas o nimero de folicu-
los em desenvolvimento permaneceu inalterado.? Weil (1999)
mostraram o efeito benéfico no crescimento folicular dos
androgénios, com aumento do numero de receptores celu-
lares de FSH nas células da granulosa. Junto com Vendola
(1998)! sugeriram apoptose celular induzida por androgénios.
Entretanto, estudos posteriores feitos por Zeleznik (2004)38
néo conseguiram comprovar relagdo positiva dos androgénios
em ovarios de primatas com o uso de modelo mais fisiolégico.

Sabe-se que o pico de LH causado pela administracao do
hCG é capaz de promover o crescimento e completar o ama-
durecimento dos foliculos pré-ovulatérios.3?4° Questiona-se,
agora, se o uso do hCG durante o periodo de estimulo pode-
ria trazer beneficios as mas respondedoras. O objetivo deste
estudo é buscar evidéncias na literatura sobre o uso de andro-
génios e a resposta ovariana a inducdo com gonadotrofinas
exbgenas previamente a ciclo de reproducéo assistida de alta
complexidade em fertilizacao in vitro (FIV) ou injecao intraci-
toplasmatica de espermatozoide (ICSI).

Método

Trata-se de revisdo narrativa da literatura com consulta a
base de dados do Medline/Pubmed e Cochrane, com o uso

» o«

dos seguintes DeCS/MeSH: “fertilization in vitro”, “androgens”,
“ovulation induction”, “testosterone” e “gonadotrophin/ovarian sti-
mulation”.

Os artigos foram selecionados a partir da leitura dos seus
titulos e resumos. Procurou-se priorizar estudos que mos-
trassem o impacto do uso dos androgénios em ciclos de
reproducdo assistida e foram considerados elegiveis os artigos
publicados nas duas Ultimas décadas. Nos critérios de selecao
estavam grupos de mulheres a serem submetidas a ciclo de
FIV/ICSI com andalogos do GnRH cujo uso de androgénios (tes-
tosterona, DHEA) ou seus moduladores (LHr, hCG, inibidores
da aromatase) formava o grupo de intervencao.

Foram avaliados estudos quanto a gravidez clinica
(presenca de saco gestacional, com embrido com atividade car-
diaca presente) e nascidos vivos. Consideraram-se a duragdo
temporal do estimulo e a dose total de gonadotrofinas usadas,

odécitos recuperados na aspiracao folicular, o6citos maduros,
numero de embrides fertilizados e transferidos e taxa de can-
celamento.

Resultados

Bahceci et al. (2007)*! estudaram niveis hormonais séricos e
intrafoliculares de horménios sexuais, fator de crescimento
epidermal (EGF) e IGF-1 em mulheres submetidas a ciclo de
FIV com resposta ovariana baixa (menos do que cinco odcitos)
e normal (10 ou mais oécitos). Foram analisadas 48 mulheres
em estudo prospectivo, pareadas conforme idade. Dosaram-
se niveis de FSH, LH, estradiol, progesterona e testosterona
séricos e foliculares, assim como EGF e IGF-1 intrafoliculares
nos dois grupos. Mulheres com ma resposta tiveram meno-
res niveis de estradiol e progesterona, a T folicular estava
mais baixa nas mas respondedoras, mas sem significdncia
estatistica. Apesar de o FSH sérico ser sabidamente maior nas
mulheres com menor resposta, ndo houve diferenca intrafo-
licular de gonadotrofinas nos dois grupos, assim como o EGF.
Ja o IGF-1 esteve notadamente menor nas mulheres com res-
posta ruim. Este estudo sugere que a reducao da expressao do
IGF-1 acarretaria esteroidogénese ovariana comprometida.

Testosterona transdérmica horménio luteinizante
recombinante

No primeiro ensaio clinico prospectivo randomizado contro-
lado com placebo, Fébregues et al.,*?> na Espanha, em 2008,
incluiram 62 casais inférteis cujo ciclo anterior de FIV fora
cancelado por ma resposta. Foram randomizadas em dois gru-
pos com protocolo de agonista de GnRH (acetato de leuprolida
- aplicacdo diaria). No grupo 1 usaram testosterona transdér-
mica, 2,5 mg/dia por cinco dias antes do inicio do estimulo com
dose padrdo de gonadotrofinas (somente FSH recombinante),
enquanto que no grupo 2 FSH recombinante associado a gona-
dotrofinas combinadas (75 Ul FSH com 75UI LH). Nas pacientes
com FSH baixo (menor do que 10 mUI/ml), a suplementacao
com testosterona reduziu a durac¢do do estimulo ovariano e a
dose total de gonadotrofinas administrada e ocasionou menor
taxa de baixa resposta. O nimero de odcitos recuperados foi
semelhante nos dois grupos.

Resultado compartilhado por Kim et al. (2011),*3 que
usaram 12,5 mg de testosterona transdérmica por 21 dias pre-
viamente a inducdo de 111 pacientes mas respondedoras com
antagonista em ensaio clinico prospectivo randomizado. Eram
mulheres que haviam tido trés ou menos foliculos menores
ou iguais a 16 mm, ou com menos de trés odcitos recupera-
dos, apesar do uso de mais de 2.500 UI de gonadotrofinas em
ciclo prévio de FIV/ICSI. O grupo que usou testosterona neces-
sitou de menor dose de FSHr e menos dias de inducao. Além
disso, alcancou maior niimero de odcitos recuperados e odci-
tos maduros, maior taxa de fertilizacdo, além de embrides de
melhor qualidade do que o grupo controle. O mais importante
é que teve maior taxa de implantacdo embriondria e gravidez
por ciclo. Nenhuma paciente relatou efeito adverso com o uso
daT

Esses primeiros estudos ndo levavam em consideragéo
os niveis basais séricos de testosterona. Pensando nisso,
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Yingying et al. (2011)** reuniram em estudo retrospectivo
1.260 mulheres chinesas para avaliar os niveis de testosterona
basal em pacientes com reserva ovariana normal e diminuida.
Excluidas pacientes com sindrome dos ovérios policisticos
(SOP) e endometriose, formaram-se dois grupos: baixa
reserva ovariana FSH > 10 (n=187) e reserva normal FSH < 10
(n=1.073). Usou-se analogo agonista de GnRH (acetato de trip-
torelina 0,1 mg/dia) em ciclo longo e FSH recombinante (FSHr)
conforme resposta individual. Niveis maiores de testosterona
estavam ligados a maior taxa de gestacdo em mulheres com
baixa reserva, assim como maior nimero de foliculos no dia do
hCG. O nivel basal de testosterona de 47,85 ng/dL foi capaz de
predizer com 52,8% de sensibilidade e 65,3% de especificidade
a chance de gestacdo em mulheres com FSH > 10.4*

Dehidroepiandrosterona

De acordo com metandlise publicada por Bosdou et al. (2012),%
foram incluidos e analisados estudos sobre os androgénios
relatados a seguir. Wiser et al. (2010),% em estudo com
33 pacientes, usaram dose de 75 mg/dia de dehidroepiandros-
terona (DHEA) por seis semanas antes da estimulac¢do. Usaram
como definicdo de ma resposta menos de cinco foliculos recu-
perados, embrides de baixa qualidade, nimero de odcitos
recuperados e ciclo anterior cancelado por ma resposta ou alta
dose inicial de gonadotrofina, mais de 300 Ul/dia. Com o uso
de protocolo longo com 450 UI de FSHr associado a 150 UI de
LHr, nao houve diferenca significativa entre os dois grupos em
relacdo a foliculos recuperados, gravidez clinica ou nascidos
vivos.®

Inibidores de aromatase

O letrozol foi usado por Ozmen et al. (2009)?° na dose de 2,5 mg,
duas vezes ao dia, a partir do terceiro dia de estimulo. Eles
usaram como critério de ma resposta ciclo anterior cancelado
por estrogénio, com estradiol E2 menor do que 130 pg/ml no
sexto dia, ou E2 menor do que 450 pg/mL no dia do hCG, ou
menos de quatro odcitos recuperados. Conseguiu-se redugao
na quantidade de gonadotrofinas e nao houve diferenca entre
odcitos recuperados ou gravidez clinica. No entanto, a taxa de
nascidos vivos ndo pdde ser avaliada.*

Horménio gonadotréfico humano recombinante (hCGr)

Berkkanoglu et al. (2007)?! fizeram estudo com o uso de hCG 75
Ul/dia do sétimo dia de estimulo até a puncdo em 99 mulheres.
O critério de definicdo de resposta pobre foi a contagem de
foliculos antrais (CFA) menor do que 12 e menor do que trés
foliculos no sétimo dia de estimulo. Conseguiram-se menor
dose de FSH e estimulo mais curto.®

Discussao

No geral, os estudos mostram uma associa¢do positiva no
uso da testosterona nos ciclos de indugdo para FIV em
mulheres mas respondedoras. Bosdou et al (2012),> em meta-
ndlise publicada recentemente, concluiram, apés analisar
varios ensaios clinicos sobre o uso de diversos androgénios,

que somente a testosterona transdérmica obteve resultados
promissores. Elas conseguiram obter ciclos de indu¢do mais
curtos com menor dose de gonadotrofinas. Alguns autores
conseguiram demonstrar embrides de melhor qualidade com
maior taxa de implantacdo, gravidez clinica e nascidos vivos.
Esses beneficios devem ser vistos com cuidado, pois sdo
estudos geralmente com amostras reduzidas e grupos hete-
rogéneos.

Além disso, a metandlise esbarra na heterogeneidade de
definicdes e de protocolos. A iniciar pela definicdo de poor
responder, sobre a qual ndo existe consenso sobre a baixa res-
posta ovariana.*’ Os parametros dos critérios de elegibilidade
de ma resposta variam conforme o grupo e ndo sido padroes
homogéneos. A exemplo do FSH, que para alguns autores tem
como linha de corte para boa resposta niveis menores do que
12 mUI/mL e para outros é de 10 mUI/mL. A maioria consi-
dera que mé respondedora é a paciente com resposta menor
do que a esperada. Parte dessas mulheres teve seu primeiro
ciclo cancelado justamente por resposta abaixo do esperado.
Novamente os critérios para cancelamento de ciclo também
sofrem pequenas alterac¢oes, conforme o protocolo de cada
servigo.

Entende-se como resposta inadequada: a) quantidade de
odécitos menor ouigual a trés ou quatro recuperados na pungao
ovariana; b) niveis de estradiol menores do que 300 ou 500 ng/L
no dia da aplicagdo do hCG; c) uso didrio de gonadotrofinas
superior a 300 Ul/dia ou 3.000 UI durante o todo o estimulo; d)
inducdo prolongada por mais de 15 dias ou cancelamento de
ciclo anterior por baixa resposta.*®

Os critérios de inclusdo também devem ser questionados:
alguns estudos excluiram mulheres que tinham endometri-
ose ovariana,*® porém néo especificaram se as pacientes com
endometriose em outros sitios foram incluidas e ndo citaram
qual o critério de discriminacdo para endometriose ovariana
(clinico ou cirdrgico).

O andlogo usado ndo foi escolha homogénea entre os
autores. Alguns preferiram ciclo com agonista e outros com
antagonista, até dentro do mesmo trabalho.*® Houve variagéo
de doses de gonadotrofinas entre o grupo tratamento e o con-
trole. Também nao houve especificacdo sobre a inclusdo ou
nao de mulheres com diagndstico ou suspeita de SOP, o que
poderia causar um viés.

As doses e o tempo de uso da testosterona transdérmica
nao obedeceram a padrdo. Alguns autores usaram doses de
10mg/dia por 15 a 20 dias prévios ao estimulo,*® enquanto
outros usaram 12,5 mg/dia por 21 dias previamente ao ciclo.*3
A maioria dos trabalhos também néo pareou as pacientes de
acordo com o FSH.

Em reacao aos inibidores de aromatase, a dose total de
gonadotrofinas usada realmente foi menor com significancia
estatistica, apesar de o numero de odcitos recuperados nao ter
apresentado diferenca. A associacao de hCG foirelacionada ao
encurtamento do ciclo de estimulo. Ja o uso de LHr ndo trouxe
diferencas significativas entre os dois grupos comparados em
termos de dose total de FSHr, duracdo do ciclo e niimero de
odcitos recuperados.

Esses resultados discordantes abrem espaco para o questi-
onamento se esses diferentes métodos de uso de androgénios
teriam o mesmo efeito ou se agiriam pelo mesmo mecanismo.
Alguns pardmetros importantes também deixaram de ser
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avaliados em alguns estudos, como o tempo de uso, o tipo
de substancia usada e a dose. A falta desses dados torna os
resultados obtidos de dificil avaliacdo pela impossibilidade
de reproducao em maior escala.

Outro fator de extremo valor das substancias a serem estu-
dadas é a sua seguranca. Inibidores da aromatase usados no
estimulo ovariano ja estiveram associados ao aumento de
incidéncia de malformacées congénitas.’® Entretanto, estudo
posterior pareceu ndo demonstrar resultados alarmantes.>!
Identificar a seguranca desses compostos nos estudos ava-
liados é dificil, uma vez que nenhum deles reporta dados
relevantes nesse sentido. O uso da testosterona tépica e do
DHEA é considerado seguro, ja que nenhum estudo descreveu
efeitos adversos*34649 ou malformacées congénitas.*3

Conclusao

A testosterona transdérmica prévia a indugdo ovariana, além
de resultar em estimulo mais curto e menor dose de gona-
dotrofinas, parece aumentar a taxa de gestacdo clinica e de
nascidos vivos nas pacientes mas respondedoras, submetidas
a ciclo de terapia de reproducdo assistida de alta complexi-
dade. Por ser um método seguro, de facil manuseio e aplicagao,
a principio sem potencial teratogénico, pode ser ponderado
como terapia adjuvante em pacientes nao responsivas ao tra-
tamento convencional, sem prejuizo para o ciclo. Ainda faltam
estudos maiores e mais homogéneos sobre o comportamento
dos androgénios em mulheres com mé resposta em ciclos de
reproducao assistida.
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RESUMO
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Controlled ovarian stimulation protocols for cryopreservation of oocytes
in patients with breast cancer

ABSTRACT

The authors present the ovarian stimulation protocols employed at the Women’s Health
Reference Center in order to retrieve oocytes for vitrification in breast cancer patients

wishing fertility preservation prior to chemotherapy.
© 2013 Sociedade Brasileira de Reprodugao Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.
All rights reserved.

Introducao

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), sur-
gem anualmente no Brasil cerca de 50.000 casos novos de

reprodutiva.l Visando a ndo comprometer a qualidade de
vida, da qual a satude sexual e a reprodutiva sdo elementos
fundamentais, levanta-se a questao da preservacao da fertili-

cancer de mama, sendo 10% a 15% em mulheres em idade dade.

* Trabalho realizado no Centro de Referéncia da Saude da Mulher, Sdo Paulo, SP, Brasil.

* Autor para correspondéncia.
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A primeira pergunta que surge é quais sdo as pacientes
as quais devem ser oferecidos procedimentos de preservacdo
de fertilidade. Obviamente, doenca avancada metastatica é
contraindicacdo. O problema da idade é mais complexo, mas
consideramos que apds os 35 anos a indicagdo deve ser feita
com muita cautela, pois os resultados reprodutivos tendem
a ser insatisfatdrios, independentemente das técnicas usa-
das.

A preservacao da fertilidade tem indicacdo nas mulheres
em fase reprodutiva com diagnéstico de cancer de mama,
desde que o prognéstico da doenca nédo seja afetado com a
ocorréncia de uma gravidez. A quimioterapia, especialmente
os agentes alquilantes, tem o potencial de diminuir significan-
temente a populacao folicular, o que compromete a fertilidade
futura.

No Centro de Referéncia da Saide da Mulher -
Hospital Pérola Byington, oferecemos o programa de
vitrificacdo de obcitos antes da quimioterapia como
método de preservar a fertilidade apds o tratamento
oncolégico. Aproximadamente 10% das mulheres com
cancer de mama terminam obtendo uma gravidez apds o
tratamento.?

Atualmente, os dados existentes embasam a hipétese de
que a gestacdo ndo parece afetar de forma negativa o prog-
néstico da paciente tratada por cdncer de mama.>* Em 2007,
os niveis de sobrevida para o cidncer de mama aos cinco e
10 anos foram melhores em mulheres australianas que con-
ceberam em rela¢do aos seus controles.* Prognésticos iguais
ou superiores aos controles também foram obtidos em outras
populagdes.t>

Sankila et al. (1994)° descreveram esse efeito bené-
fico como uma marca de identificacdo de pacientes com
melhor prognéstico para o cincer de mama.’ Por outro
lado, apesar do nuimero insuficiente de informacdes sobre
o acompanhamento de criancas nascidas apds a exposicao
dos ovarios aos agentes quimioterdpicos, efeitos adver-
sos especificos ndo foram descritos até o momento, até
mesmo quando essas drogas foram usadas durante a
gestacdo.”®

Levando-se em conta que, em muitos casos, a paciente
com cancer de mama tem a quimioterapia agendada em breve
periodo, faz-se necesséario que a estimula¢do ovariana para
coleta de odcitos seja feita de maneira rapida e segura. Nosso
objetivo é apresentar os protocolos usados no Centro de Refe-
réncia da Saude da Mulher, baseados em mais de 70 ciclos de
preservacdo da fertilidade em mulheres jovens com céncer
de mama.

Protocolos de estimulacédo ovariana controlada

Os protocolos de estimulagdo ovariana controlada (EOC) sao
divididos de acordo com a fase do ciclo em que se encontra
a paciente, a saber: fase folicular inicial (sem foliculo domi-
nante), fase folicular tardia (com foliculo dominante) e fase
ldtea. A dosagem de gonadotropinas empregada é determi-
nada com base na contagem de foliculos antrais (FA), uma vez
que ndo ha tempo para se determinarem os niveis de hormé-
nio anti-Milleriano.

Inicio da fase folicular

Se ndo houver foliculo dominante (> 10 mm), a estimulacdo
serd iniciada com 150 a 300 UI de FSH recombinante ou hMG;
com mais de 15 FA, prescrevem-se 150 UI; entre 10 e 15 FA,
225 Ul e com menos de 10 FA, 300 Ul Independentemente
de receptores hormonais, todas as pacientes fardo uso de
5mg de letrozol diariamente, iniciando-se juntamente com o
FSH ou hMG. No sexto dia de estimulo serd feito o primeiro
controle ecografico. O andlogo antagonista (0,25 mg) serd intro-
duzido na presenca de foliculo > 14 mm. O desencadeamento
da ovulacdo serd feito na presenca da maioria dos foliculos
> 19mm, com 0,2mg de triptorelina. Nesse momento, serao
dosadas as concentragdes séricas de estradiol e progesterona.
A aspiracao folicular serd programada para 35-36 horas depois
da administracdo da triptorelina.

Fase folicular tardia

Se houver foliculo dominante (> 10 mm), a conduta devera ser
baseada na urgéncia de se iniciar a quimioterapia. Se hou-
ver tempo, continua-se a estimular o foliculo dominante com
75 UI de FSH ou hMG, juntamente com antagonista e letrozol,
e desencadeia-se a ovulagdo com triptorelina 0,2 mg quando
o foliculo atingir 19 mm. Aspira-se o foliculo e vitrifica-se o
odcito obtido. Apds a aspiracao, administra-se antagonista do
GnRH por dois a trés dias e reinicia-se o estimulo apenas com
gonadotropinas (150 a 300 UlI) e 5mg de letrozol. Estradiol e
progesterona sao dosados no dia da administracdo da tripto-
relina, no dia da aspiracdo do foliculo e no dia de inicio da
nova estimulac¢do. A conduta na segunda estimulac¢do sera a
mesma usada no inicio da EOC na fase lutea. Se o inicio da
quimioterapia for urgente, desconsidera-se o foliculo domi-
nante e inicia-se a estimulag¢do com FSH recombinante ou
hMG, antagonista e letrozol usados concomitantemente até
o dia do desencadeamento da ovulacdo, nos mesmos moldes
anteriores.

Fase lttea

Se a estimulacdo se inicia na fase litea, administra-se 0,25 mg
de antagonista por dois dias. Apés esse periodo, inicia-se a
estimulac¢do com 150 a 300 UI de FSH recombinante (na fase
latea, ndo usar hMG) e letrozol 5mg. O antagonista s serd
reintroduzido com foliculo > 14mm. A partir de entdo, a
mesma conduta dos itens anteriores serd adotada.

Consideracoes finais

Se houver imuno-histoquimica com receptor hormonal posi-
tivo, além do letrozol a paciente fard uso de 20mg de
tamoxifeno, diariamente, enquanto durar a estimulacao, prin-
cipalmente quando se trata de quimioterapia neoadjuvante.
Quando se usar antagonista para lutedlise, inicio da EOC na
fase litea, preconizamos dosar estradiol e progesterona antes
do inicio do antagonista e antes do inicio do FSH, além do
dia do desencadeamento da ovulagdo. Reiteramos que todas
as pacientes devem receber, durante a EOC, letrozol 5mg,
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diariamente, até o dia do desencadeamento da ovulagdo, inde-
pendentemente da imuno-histoquimica. Com o inicio da EOC
na fase litea, ndo devem ser usadas gonadotropinas que con-
tenham LH em sua formulacao.
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