JBRA - Jornal Brasileiro de Reprodugéo Assistida | V. 11 | n° 4 | Outubro-Novembro-Dezembro / 2007

1



O SONHO DA SUA PACIENTE
GANHANDO CONTORNOS, CURVAS E CORES

Fundada em 1906, a Serono atua em diversas areas da satde: Dermatologia, Endocrinologia, Neurologia e
Reprodugdao Humana. No Brasil desde 1982, é considerada uma das lideres em biotecnologia. Uma parte
deste sucesso esta em acreditar que é possivel um mundo melhor. A outra parte, em fazer o que se acredita.
Por isso, a Serono investe em pesquisas e no dominio de tecnologias complexas para o desenvolvimento de
novas geracdes de produtos, até entdo, inéditas no mercado.

Transformar o que parece impossivel em novas possibilidades é um exercicio que exige o pensamento positivo
de todos, a todo momento. Acreditar é a melhor forma de tornarmos nosso amanha ainda melhor.

A Serono acredita no melhor da vida.
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I - Informacgodes Gerais

O Jornal Brasileiro de Reprodugéo Assistida (JBRA) € uma publica-
¢éo oficial de comunicagéo da Sociedade Brasileira de Reprodugéo
Assistida (SBRA — www.sbra.com.br), com periodicidade quadri-
mestral, e mais um suplemento com os trabalhos do Congresso
Brasileiro da SBRA. Aceita trabalhos basicos e clinicos da area de
Reproducdo nas seguintes linguas: portugués, espanhol e inglés. As
matérias para publicacdo devem ser inéditas, na forma de artigos
originais, artigos de atualizagao, relatos de caso, opinides.

Os textos devem vir acompanhados de carta assinada pelos
autores, e serdo encaminhados para avaliagdo por membros do
Conselho Editorial, a serem designados pelo Editor. Apds esta
avaliagdo, os trabalhos sdo reencaminhados aos autores para
possiveis corregdes, retornando ao avaliador para entdo serem
aprovados ou ndo a publicagéo.

Os trabalhos devem ser enviados para:

Maria do Carmo Borges de Souza

Editora do Jornal Brasileiro de Reproducao Assistida

Av. das Américas, 4666 - Centro Médico BarraShopping salas
312/313 - CEP 22649-900

Rio de Janeiro - RJ — Brasil

E-mail: jornalsbra@cmb.com.br

Fone: (21) 2430-9060 Fax: (21) 2430-9070

Home Page: http://www.sbra.com.br

Il - Apresentacao dos Trabalhos

Os trabalhos devem ser enviados por e-mail: jornalsbra@cmb.com.
br e/ou disquete, digitados em espago simples, paginas separadas,
numeradas, formatado em Word para Windows/98 com letra Times
New Roman no 12.

Primeira Pagina

Titulo do artigo em portugués e inglés

Nome do(s) autor(es)

Afiliacdo dos autores

Nome do servico onde foi executado o trabalho

Endereco, nimero do telefone, fax e internet do autor principal
Indicacgao de financiamentos relacionados ao trabalho

Segunda Pagina

Abstracts (o resumo deve, obrigatoriamente, ser escrito na lingua
do texto e em inglés)

Caso o artigo seja em inglés, fazer um resumo em portugués.

Key words / Palavras-chave: ver http://decs.bvs.br

Terceira e demais paginas
Texto

Artigos originais: S3o trabalhos resultantes de pesquisa cientifica
apresentando dados originais de descobertas com relagéo a aspectos
experimentais ou observacionais de caracteristica médica, bioquimica
e social, e inclui analise descritiva e ou inferéncias de dados proprios.
Sua estrutura é a convencional que traz os seguintes itens: Introdugao,
Material e Métodos, Resultados e Discuss@o, Resumo com unitermos
e Referéncias. Os artigos originais que envolvem experimentagéo
devem declarar aprovacao prévia por Comité de Etica.

Artigos de revisao: Sdo trabalhos que tém por objetivo resumir,
analisar, avaliar ou sintetizar trabalhos de investigacédo ja publi-
cados em revistas cientificas. Apresenta sintese e analise critica
da literatura levantada e ndo deve ser confundido com artigo de
atualizagéo.

Artigos de atualizagédo ou divulgacao de autores convidados (opi-
nides) sdo trabalhos que relatam informagdes geralmente atuais
sobre tema de interesse para determinadas especialidades, uma
nova técnica ou método, por exemplo, e que tem caracteristicas
distintas de um artigo de revisao visto que ndo apresentam andlise
critica da literatura.

Relatos de caso: Séao artigos que representam dados descriti-
vos de um ou mais casos explorando um método ou problema
através de exemplo. Apresenta as caracteristicas do individuo
estudado, com indicacé@o de sexo, idade e pode ser realizado
em humano ou animal. Devem obedecer a sequéncia: Introdu-
¢ao, Descrigcéo do caso, Discusséo ou Conclusdo, Resumo com
unitermos e Referéncias.

Cartas ao leitor - o envio de cartas ao editor comentado, discutindo
ou criticando os artigos publicados no JBRA serdo bem recebidas e
publicados desde que aceitas pelo Conselho Editorial. Recomenda-se
tamanho méaximo de uma pégina, incluindo referéncias bibliograficas.
Sempre que possivel, uma resposta dos autores sera publicada junto
com a carta.

Leitura recomendada aos autores - * BIREME — www.bireme.br

Ill - Referéncias

As referéncias devem estar em ordem alfabética, com base no Ultimo
sobrenome do autor principal seguido das iniciais. As citagdes serao
identificadas no texto pelo sobrenome do autor e data (Steptoe, 1978),
nao mais que dois autores podem ser citados por referéncia (Edwards
& Steptoe, 1980), no caso de mais de dois autores, usar et al. (Van
Steirteghem et al., 1988).

1. Artigos em periédicos

Edwards R. G., Steptoe P. C., Purdy J. M. - Establishing full-term
human pregnancies using cleaving embryos grown “in vitro”. Br. J.
Obstet. Gynaecol., 87: 737-756, 1980.

2. Capitulos de Livros

Simpson J. L. - Gonadal dysgenesial and sex abnormalities:
phenotypic-karyotypic correlations. In: Vallet H. L. and Porter |. H.
Genetic Mechanisms of Sexual Development. New York:Academic
Press, p.365-377, 1979.

3. Livros

Wolf D. P, Quigley M. M. (eds) — Human “in vitro” fertilization and
embryo transfer. New York: Plenum Press, 1984.

OBS: Nao fazer citacbes das referéncias através de ndmeros.
Exemplo: Na pesquisa o fator imunologico (1).

IV - llustracoes

As tabelas, graficos, figuras e fotografias devem ser enviadas
em folhas separadas, numeradas em algarismos romanos e com
legendas individualizadas, ao final do trabalho.

As fotografias devem ser em preto e branco, sendo que as despesas
com eventual reproducao de fotografias coloridas devem ser discutidas.
Poderédo também ser enviadas via internet.

DireToriA pA SBRA - 2007/2008

Presidente: Eduardo Pandolfi Passos
www.sbra.com.br

Departamento de Publicacoes

Editora: Maria do Carmo Borges de Souza

Assistente Editorial: Christina de Albuquerque da Rocha
e-mail: jornalsbra@cmb.com.br
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ESHRE 2007 - Prémio de Trabalho
Clinico - O Melhor Tema Livre
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Clinical Science Award for oral
presentation -Award Winner:

15 anos do Registro Latinoamericano (RLA) de
reproducao assistida. Aprendizado e desafios
apos o0 nascimento de 44978 criancas.

15th anniversary of the Latin American Registry (RLA)
of assisted reproduction. Teachings and challenges
after the birth of 44,978 children

Zegers-Hochschild, F; Galdames |, V; Schwarze M ; Franco Junior, JG

Terminamos o ano de 2007 honrados pelo prémio do congresso europeu de
reproducdo, que atribuiu ao Registro Latinoamericanbo o prémio de melhor
trabalho clinico apresentado. Parabéns aos autores! Parabéns igualmente a todas
as clinicas que reportaram seus dados e se sentem igualmente agraciadas e
parte deste time vitorioso.

Feliz 2008 para todos

Maria do Carmo Borges de Souza
Christina de Albuquerque da Rocha
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dégeno, no homem, séo indicativos de |nsufcwencwa testicular primaria. Estes pacientes nao respondem ao tratamento com GONAL-f/hCG. Recomenda-se a andlise do esperma 4 a 6 meses ap6s o inicio do tratamento. Nao ha indicagéo para a utilizagao de GONAL-f* durante a gravidez e aleitamento.
0 uso concomitante de GONAL-f* com outros ullllzados na estir a0 da ovulagao, (por ex. hCG, citrato de clomifeno), pode potenciar a resposta folicular, enquanto que a utilizagéo simultanea de um agonista do GnRH, pode aumentar a dose de GONAL-f* necessaria para provocar uma
resposta ovariana adequada. Nao foram relatadas outras i i ivas durante a é com GONAL-f*. No foram observados casos de superdosagem de GONAL-?, no entanto, pode admitir-se a ocorréncia da Sindrome de Hiperestimulagéo Ovariana. ReacGes adversas:
Muito comuns: cistos ovarianos; reagdes no local da injecao; cefaléia. Comuns: OHSS ligeira a moderada; dor abdominal e sintomas gastrintestinais, tais como nauseas, vomitos, diarréia, cdlica e distenséo abdominal. Pouco comuns: OHSS grave. Raras: torsdo ovariana. Muito raras: tromboembolismo,
geralmente associado com OHSS grave; reagdes alérgicas sistémicas moderadas (entema rash ou edema laclal) Nc homem: Comuns: git ia, acne e i ponderal. gia e modo de usar: GONAL-f* injetor nas apresentagdes de 900 UI/1,5 mL, 450 UI/0,75 mL e 300 UI/0,5 mL devem
ser aplicados por via subcutanea. GONAL-f* na forma de p6 liofilizado desti Afim de evitar a aplicagéo de grandes volumes, o contetido de até 3 ampolas de GONAL-f* 75 Ul (5,5 pg) pode ser dissolvido em 1 mL de solvente. GONAL-f* multidose nas
apresentagdes de 450 UI/0,75 mL (33 pg/0,75 mL) e 1050 UI/1,75 mL (77 ug/1, 75 mL) ndo devem ser mlsturados com GONAL-f* 75 Ul (5,5 ug) ou outros medicamentos na mesma seringa. Mulheres com AnovulagZo (incluindo SOP): O tratamento deve comegar dentro dos primeiros 7 dias do ciclo
menstrual e deve ser ajustado pela a resposta individual da paciente. Um regime comum inicia com 75-150 Ul FSH por dia e é aumentado em 37,5 Ul (até 75 Ul) em intervalos de 7 ou 14 dias, se necessario. A dose maxima didria no € normalmente superior a 225 Ul de FSH. Se a pamente nao respon-
der apds 4 semanas, o ciclo deve ser abandonado e recomegado com uma dose inicial mais alta. Quando é obtida uma resposta 6tima, injegéo Unica de hCG deve ser administrada 24-48 horas apés a tltima injegéo de Gonal-f*. Se for obtida uma resposta excessiva, o deve ser i
e a aplicagéo do hCG suspensa. O tratamento deve recomegar no préximo ciclo com dosagem menor. Estimulagao ovariana em Técnicas de Reproducéo Assistida: Um regime de superovulagéo envolve a administragao de 150-225 Ul de GONAL-f* por dia, comegando no 2° ou 3° dia do ciclo, até que
seja atingido desenvolvimento folicular adequado, com a dose ajustada de acordo com a resposta da paciente, geralmente néo mais que 450 Ul por dia. Em geral, obtém-se um desenvolvimento folicular adequado em média no décimo dia do tratamento (de 5 a 20 dias). Uma Unica injegéo de hCG é
administrada 24-48 horas apés a Ultima injegdo de GONAL-f* para induzir a maturagéo final do foliculo. “Down-regulation” com agonista do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) é usado a fim de suprimir o aumento de LH endégeno. Geralmente GONAL-* ¢ administrado 2 semanas apés o inicio

do tratamento com o agonista. Mulheres com anovulagao por deficiéncia grave de LH e FSH: GONAL-f* deve ser administrado em injegées diarias, sil coma ina. O deve ser adaptado & resposta individual de cada paciente. Inicia-se com a administragao diaria de 75 Ul
de alfalutropina e com 75 a 150 Ul de FSH. O ajuste da dose pode ser efetuado apés intervalos de 7 a 14 dias com incrementos de 37,5 a 75 Ul, até 5 semanas. Quando se obtém uma resposta 6tima, deve ser administrada uma tnica injegao de hCG, de 24 a 48 horas apos as tltimas injegdes de GONAL-
¥ e de alfalutropina (Luveris®). Recomenda-se que a paciente tenha relagées sexuais no dia da administragao de hCG, bem como no dia seguinte. Como alternativa, pode ser efetuada umai inagéo intra-uterina. Pode ser ario um suporte da fase litea. Caso seja obtida uma resposta excessi-

va, o tratamento deve ser interrompido e o hCG néo deve ser administrado. O tratamento deve ser reiniciado no ciclo seguinte, com dose de FSH inferior & do ciclo anterior. Homem infértil com deficiéncia hormonal: GONAL-f* é usualmente prescrito na dose de 150 UI, 3 vezes por semana em combinagao
com a gonadotrofina coridnica humana (hCG) por, pelo menos, 4 meses. A experiéncia clinica atual indica que pode ser necessario um tratamento de pelo menos 18 meses para obter a espermatogénese. Conservacao: GONAL-f* injetor deve ser mantido sob refrigeragéo entre 2 e 8°C, protegido da luz.
Nao congelar. Durante o periodo de validade, pode ser guardado abaixo de 25°C por até 28 dias e descartado apés esse periodo. Qualquer quantidade restante de medicamento apos passados 28 dias da primeira abertura deve ser desprezado. Nao utilize o medicamento se existirem particulas na solu-
G40 ou se a solugao nao estiver limpida. Mantenha o GONAL-f* em sua embalagem original. Nestas condiges, o prazo de validade € de 24 meses a partir da data de fabricagao. GONAL-f* p¢ liofilizado deve ser conservado em temperatura ndo superior a 25°C, protegido da Iuz e da umidade. Nestas
condigdes, o prazo de validade ¢é de 24 (vinte e quatro) meses. GONAL-f* 75 Ul (5,5 pg) — A solugéo ituida deve ser injetada il I GONAL-f* multidose 1050 Ul e 450 UI - Apés reconstituido com o solvente, deve ser mantido abaixo de 25°C por um periodo maximo de 28 dias - ndo
congelar - e néo devem ser misturados com GONAL-f* monodose de 75 Ul (5,5 ug) ou outros medicamentos na mesma seringa. VENDA SOB PRESCRICAO MEDICA. SAS- Servigo de Atendimento Serono: 0800-113320. Reg MS 1.1124.0205.
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Gonal-f® - alfafolitropina - horménio foliculo estimulante recombinante (r-hfsh) - para uso subcutaneo. Uso
adulto. Composigao e apr tagoes: Gonal-f®900 ui/1,5 ml: 1 injetor contendo 1,5 ml de alfafolitropina e 14
agulhas; Gonal-f®450 ui/0,75 ml: 1 injetor contendo 0,75 ml de alfafolitropina e 7 agulhas; Gonal-f 300 ui/0,5
ml: 1 injetor contendo 0,5 ml de alfafolitropina e 5 agulhas. Indicagées: (i) anovulagéo (incluindo a sindrome
do ovario policistico) em mulheres que nédo responderam ao tratamento com citrato de clomifeno. (li) para o
estimulo do desenvolvimento multifolicular em pacientes submetidas a superovulagdo em técnicas de reprodu-
¢ao assistida (tra). (lii) em associagdo com horménio luteinizante (Ih) para a estimulagéo do desenvolvimento
folicular em mulheres com insuficiéncia grave de |h e fsh. (Iv) para estimular a produgéo de espermatozdides
no homem com hipogonadismo hipogonadotréfico congénito ou adquirido, em associagdo com a gonadotropina
coridnica humana (hcg). Contra-indicagdes: hipersensibilidade a folitropina, fsh ou a qualquer dos excipientes;
tumores do hipotalamo ou da hipéfise. Nas mulheres: hipertrofia ou cistos ovarianos nao originarios da sindro-
me do ovario policistico; hemorragias ginecoldgicas de etiologia desconhecida; carcinoma do Utero, ovario ou
mama; quando uma resposta efetiva ndo pode ser obtida por insuficiéncia ovariana primaria ou malformagdes
dos drgédos sexuais incompativeis com a gravidez ou por tumores fibréides do Utero incompativeis com a gra-
videz. Em homens: insuficiéncia testicular primaria. Cuidados e pr 0 as pacientes devem
ser avaliadas quanto a hipotireoidismo, deficiéncia adrenocortical, hiperprolactinemia e tumores da pituitaria ou
hipotalamo, e fornecido tratamento especifico adequado. A possibilidade de hiperestimulo e ovulagdo multipla
deve ser considerada. Esta sindrome pode se tornar um evento médico sério caracterizado por cistos ova-
rianos grandes que tendem a se romper. E portanto prudente retirar o hcg em tais casos e avisar a paciente
para privar-se de relagdes sexuais durante, pelo menos 4 dias. O risco de gravidez multipla, apés técnica de
reprodugdo assistida, esta relacionado ao nimero de odcitos/embrides transferidos. Valores elevados de fsh
enddgeno, no homem, s&o indicativos de insuficiéncia testicular primaria. Estes pacientes ndo respondem ao
tratamento com Gonal-f®/hcg. Reagdes adversas: muito comuns: cistos ovarianos; reagdes no local da injecao;
cefaléia. Comuns: ohss ligeira a moderada; dor abdominal e sintomas gastrintestinais, tais como nauseas, v6-
mitos, diarréia, célica e distens@o abdominal. Pouco comuns: ohss grave. Raras: tors&o ovariana. Muito raras:
tromboembolismo, geralmente associado com ohss grave; reagdes alérgicas sistémicas moderadas (eritema,
rash ou edema facial). No homem: comuns: ginecomastia, acne e incremento ponderal. Posologia e modo
de usar: Gonal-f® 900 ui/1,5 ml, 450 ui/0,75 ml e 300 ui/0,5 ml devem ser aplicados por via subcutanea.
Mulheres com anovulagéo (incluindo sop): o tratamento deve comegar dentro dos primeiros 7 dias do ciclo
menstrual e deve ser ajustado pela a resposta individual da paciente. Um regime comum inicia com 75-150 ui
fsh por dia e € aumentado em 37,5 ui (até 75 ui) em intervalos de 7 ou 14 dias, se necessario. Se a paciente
n&o responder apés 4 semanas, o ciclo deve ser abandonado e recomegado com uma dose inicial mais alta.
Quando é obtida uma resposta 6tima, injecao tnica de hcg deve ser administrada 24-48 horas apds a Ultima
injecdo de Gonal-f°. Se for obtida uma resposta excessiva, o tratamento deve ser interrompido € a aplicagéo
do hcg suspensa. O tratamento deve recomegar no proximo ciclo com dosagem menor. Estimulagéo ovariana
em técnicas de reproducéo assistida: um regime de superovulagéo envolve a administracdo de 150-225 ui de
Gonal-f® por dia, comegando no 2° ou 3° dia do ciclo, até que seja atingido desenvolvimento folicular adequado,
com a dose ajustada de acordo com a resposta da paciente, geralmente ndo mais que 450 ui por dia. Uma
unica injegdo de hcg é administrada 24-48 horas apds a Ultima inje¢do de Gonal-f® para induzir a maturagao
final do foliculo. “Down-regulation” com agonista do horménio liberador de gonadotrofina (gnrh) é usado a
fim de suprimir o aumento de Ih endégeno. Geralmente Gonal-f® € administrado 2 semanas apds o inicio do
tratamento com o agonista. Homem infértil com deficiéncia hormonal: Gonal-f® é usualmente prescrito na dose
de 150 ui, 3 vezes por semana em combinag@o com a gonadotrofina coridnica humana (hcg) por, pelo menos,
4 meses. A experiéncia clinica atual indica que pode ser necessario um tratamento de pelo menos 18 meses
para obter a espermatogénese. Mulheres com anovulagéo por deficiéncia grave de Ih e fsh: Gonal-f® deve ser
administrado em injegdes diarias, simultaneamente com a alfalutropina. O tratamento deve ser adaptado a
resposta individual de cada paciente. Inicia-se com a administragao diaria de 75 ui de alfalutropina e com 75 a
150 ui de fsh. O ajuste da dose pode ser efetuado apés intervalos de 7 a 14 dias com incrementos de 37,5 a 75
ui, até 5 semanas. Quando se obtém uma resposta ¢tima, deve ser administrada uma unica inje¢ao de hcg, de
24 a 48 horas apos as Ultimas inje¢des de Gonal-f®e de alfalutropina (Luveris®). Recomenda-se que a paciente
tenha relagdes sexuais no dia da administrag@o de hcg, bem como no dia seguinte. Como alternativa, pode ser
efetuada uma inseminag&o intra-uterina. Pode ser necessario um suporte da fase litea. Caso seja obtida uma
resposta excessiva, o tratamento deve ser interrompido e o hcg ndo deve ser administrado. O tratamento deve
ser reiniciado no ciclo seguinte, com dose de fsh inferior a do ciclo anterior. Conservagao: Gonal-f® injetor deve
ser mantido sob refrigeragéo entre 2 e 8°c, protegido da luz. Nao congelar. Durante o periodo de validade, pode
ser guardado abaixo de 25°c por até 28 dias e descartado apds esse periodo. Qualquer quantidade restante de
medicamento ap6s passados 28 dias da primeira abertura deve ser desprezado. Nao utilize o medicamento se
existirem particulas na solugdo ou se a solugdo néo estiver limpida. Mantenha o Gonal-f® em sua embalagem
original. Nestas condig@es, o prazo de validade é de 24 meses a partir da data de fabricagéo. Venda sob pres-
crigdo médica. Sas- servigo de atendimento serono: 0800-113320. Reg ms 1.1124.0205.

Luveris® 75 Ul - alfalutropina - para uso subcutaneo - uso adulto. Composigao e ap! cada frasco-
ampola contém 75 ui de alfalutropina na forma de pd liofilizado para injegéo. Solvente: agua para inje¢éo. Caixa
com 1 frasco-ampola de po liofilizado e 1 frasco-ampola de solvente. Indicagao: em mulheres com insuficiéncia
de Ih e fsh, o objetivo da terapéutica com Luveris®, em associagéo com o fsh, é o desenvolvimento de um unico
“foliculo de graaf” maduro, a partir do qual sera liberado o évulo apés a administragéo de gonadotrofina cori6-
nica humana (hcg). Luveris®deve ser administrado segundo um esquema de inje¢des diarias, simultaneamente
ao fsh. Dado que estas pacientes sdo amenorréicas e tém uma reduzida secregéo de estrogénios endégenos, o
tratamento pode ser iniciado a qualquer momento. Contra-indicagoes: hipersensibilidade as gonadotrofinas ou
a qualquer dos excipientes; carcinoma do Utero, ovario ou mama; tumores ativos, ndo tratados, do hipotalamo
e da hipdfise; hipertrofia ou cistos ovarianos ndo originados pela doenga do ovario policistico; hemorragias
ginecoldgicas de etiologia desconhecida. Precaugdes e adverténcias: ndo deve ser utilizado em situagdes
incompativeis com a gravidez. As pacientes devem ser examinadas em relagéo a hipotiroidismo, insuficiéncia
da supra-renal, hiperprolactinemia e tumores do hipotalamo ou hipdfise. Risco aumentado de hiperestimulagéo,
podendo conduzir a um grave quadro clinico, caracterizado por cistos ovarianos de grandes dimensdes, que
podem romper. Uma excessiva resposta ovariana raramente origina uma hiperestimulagao significativa, exceto
se houver administragdo de hcg para induzir a ovulagdo. Portanto, € prudente ndo administrar hcg nestes
casos e recomendar a paciente a abstengdo de relagdes sexuais, ou métodos anticoncepcionais de barreira,
durante pelo menos 4 dias. Recomenda-se a monitorizagédo com ecografia, bem como medigdes do estradiol.
Incidéncia de gravidez e nascimentos multiplos. Reagdes adversas: a alfalutropina é utilizada em associagéo
com alfafolitropina, sendo dificil atribuir efeitos indesejaveis a qualquer das substancias utilizadas. Espera-se
que o perfil de seguranga do Luveris® seja muito similar ao do hlh de origem urinaria, com excegéo de reagdes
de hipersensibilidade e reag6es no local da administragdo. Foram relatadas reagdes ligeiras e moderadas no
local da injeg@o (equimose, dor, rubor, prurido ou edema). Nao foram relatadas reagdes graves no local da
injecdo nem reagdes alérgicas sistémicas apds a administragdo de Luveris®. A sindrome de hiperestimulagéo
ovariana foi observada em menos de 6% das doentes tratadas com Luveris®. N&o foi relatada sindrome de
hiperestimulagao ovariana grave. Tromboembolia, tors&o dos anexos (uma complicagdo do aumento do volume
ovariano) e hemoperitdnio foram raramente associados com a terapéutica com gonadotrofinas menopausicas
humanas. Pode também ocorrer gravidez ectépica, especialmente em mulheres com histéria de doenga tubaria
anterior. Posologia: o tratamento deve ser adaptado a resposta individual da paciente, avaliada pela medicao
das dimensdes do foliculo por meio de ecografia e do nivel de estrogénios. Inicia-se com a administragéo diaria
de 75 ui de alfalutropina, em associagdo com 75-150 ui de fsh. Se um aumento da dose de fsh for considerado
apropriado, o ajuste da dose deve ser efetuado, de preferéncia, apos intervalos de 7-14 dias e, de preferéncia,
com incrementos de 37,5-75 ui. Pode ser aceitavel prolongar a duragéo da estimulagédo em qualquer um dos
ciclos até 5 semanas. Quando se obtém uma resposta 6tima, deve ser administrada uma Unica injegéo de hcg,
24-48 horas apds as Ultimas injecdes de Luveris® e de fsh. Recomenda-se que a paciente tenha relagdes sexu-
ais no dia da administragdo de hcg, bem como no dia seguinte. Como alternativa, pode ser efetuada uma inse-
minagdo intra-uterina. Pode ser necessario um suporte da fase lutea, uma vez que a auséncia de substancias
com atividade luteotrépica (lh / hcg) apds a ovulagdo pode conduzir a uma faléncia prematura do corpo liteo.
Se for obtida uma resposta excessiva, o tratamento deve ser interrompido e o hcg ndo deve ser administrado.
O tratamento deve ser reiniciado no ciclo seguinte, com uma dose de fsh inferior a do ciclo anterior. Modo de
usar: para administragdo subcutanea Unica e imediata apos abertura e reconstituicéo. Luveris® pode ser mistu-
rado com gonal-f® monodose em 1 ml de solvente, e co-administrado numa injegéo Unica. Neste caso Luveris®
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deve ser reconstituido em primeiro lugar e depois utilizado para reconstituir o pé de alfafolitropina. Os produtos
ndo utilizados ou os residuos devem ser descartados. Conservagao: conservar em temperatura abaixo de
25°c. Proteger da luz. Nessas condi¢des o medicamento é estavel por 24 meses. Venda sob prescricdo médica.
Sas- servigo de atendimento serono: 0800-113320. Reg ms 1.1124.0221.

Cetrotide® - acetato de cetrorrelix - para uso subcutaneo - uso adulto - composigéo e apresentagao: Cetrotide®
na forma de pé-liofilizado para injetavel 0,25 mg contém: acetato de cetrorrelix 0,26 - 0,30 mg (equivalente a 0,25
mg de cetrorrelix base).Cartucho contendo: 1 frasco-ampola de po liofilizado; 1 seringa pré-enchida com 1 ml de
diluente; 1 agulha para diluigdo; 1 agulha para injegéo subcutanea; 2 lengos umedecidos em alcool. Indicagao:
Cetrotide® ¢ indicado para a prevengao da ovulagao prematura em pacientes submetidas a estimulagéo ovariana
controlada. Contra-indicagdes: hipersensibilidade ao acetato de cetrorrelix, a horménios peptidicos extrinsecos
ou a qualquer outro componente da formula.Gravidas, lactantes ou pos-menopausa, disfuncéo renal e hepatica
moderada e grave ou qualquer condigéo patoldgica. Precaugdes e adverténcias: Cetrotide® so deve ser utilizado
em ciclos repetidos apos avaliagéo cuidadosa da relagéo risco/beneficio. Ndo deve ser administrado durante a
gravidez e lactagdo. Deve ser dado suporte a fase lutea, de acordo com a pratica médica reprodutiva. Reagdes
adversas: podem ocorrer reagdes leves e transitérias no local da injegdo como eritema, prurido e edema local.
Ocasionalmente foram relatados efeitos sistémicos, como nausea e dor de cabega. Posologia e modo de usar:
Cetrotide® deve ser administrado por injecdo subcutanea. Deve ser administrado em dose Unica diaria, de manha
ou a noite: a noite: o tratamento com Cetrotide® 0,25 mg deve iniciar-se no dia 5 da estimulagdo ovariana (96 a
120 horas ap6s o inicio da estimulagéo ovariana) com gonadotrofinas, devendo continuar por todo o periodo de
tratamento, até a noite anterior & aplicagdo do hcg para a indugdo da ovulagédo. Pela manhé: o tratamento com
Cetrotide® 0,25 mg deve iniciar-se no dia 5 ou 6 da estimulagéo ovariana (aproximadamente 96 a 120 horas apds
inicio da estimulagéo ovariana) com gonadotrofinas e deve ser continuado durante o periodo de tratamento,
incluindo o dia da aplicagdo do hcg. Perda de dose: é ideal que Cetrotide® seja administrado em intervalos de
24 horas, mas se houver perda de administragéo de Cetrotide® 0,25 mg no tempo certo, ndo ha problema em
administrar esta dose em horario diferente no mesmo dia. Conservagao: deve ser conservado em temperatura
inferior a 25°c, ao abrigo da luz e umidade e mantido em sua embalagem original. Venda sob prescri¢do médica.
Sas- servigo de atendimento serono: 0800-113320. Reg ms 1.1124.0220

Ovidrel® 250 pg (alfacoriogonadotropina hcg recombinante (r-hcg)) para uso subcutaneo - uso adulto - composi-
cao e apresentagao: Ovidrel® 250 mg /0,5 ml: 1 seringa pré-enchida pronta para uso contendo 250 microgramas
de alfacoriogonadotropina em 0,5 ml de solugéo. Ovidrel® 250 mg: 1 frasco-ampola de pé liofilizado contendo
alfacoriogonadotropina 285 pg e 1 frasco-ampola de solvente com 1 ml de agua para injegdo. Indicagées: Ovi-
drel® ¢ utilizado em mulheres submetidas as técnicas de reprodugéo assistida, apés a administragéo de outros
medicamentos para promover o crescimento e desenvolvimento folicular, para a maturagéo desses foliculos e a
luteinizagdo. Ovidrel® também é utilizado em anovulagdo ou oligo-ovulagdo. Contra-indicagdes: Ovidrel® ndo é
indicado nos casos de: tumores do hipotdlamo e da hipdfise; hipersensibilidade a substéancia ativa ou aos exci-
pientes; hipertrofia ou cistos ovarianos sem origem de ohss; hemorragia ginecolégica sem explicagéo; carcinoma
ovariano, uterino ou de mama; gestagdo extra-uterina nos Ultimos 3 meses; alteragdes tromboembdlicas ativas;
ou em situagdes onde uma resposta efetiva ndo possa ser obtida (faléncia ovariana primaria, malformagéo dos
6rgaos sexuais incompativeis com a gravidez, pés menopausa). Precaugdes e adverténcias: antes de iniciar
o tratamento, a paciente deve ser avaliada quanto a hipotireoidismo, insuficiéncia da supra-renal, hiperprolac-
tinemia e tumores do hipotalamo ou hipéfise. Precaugdes especiais devem ser tomadas para mulheres com
doenga sistémica clinicamente significativa, em que uma gravidez possa levar a um agravamento da situagao.
O tratamento com Ovidrel® pode aumentar o risco de “sindrome de hiperestimulagéo ovariana (ohss)”, sendo o
sintoma mais comum a dor abdominal. A paciente ndo deve ter relagdes sexuais durante, no minimo, 4 dias, ou
utilizar um método contraceptivo de barreira. A fregiiéncia de gestagdes e nascimentos multiplos ¢ aumentada em
pacientes submetidas a este tratamento. O risco de desenvolvimento de ohss ou de gestagdo muiltipla é reduzido
se for utilizada a dose recomendada de Ovidrel®, e houver cuidadoso monitoramento ecografico e dos niveis de
estradiol. Reagoes adversas: sindrome de hiperestimulagdo ovariana de natureza leve a moderada (observada
em aproximadamente 4% das pacientes). Dor abdominal, ndusea e vomito, cefaléia, astenia, dor e reagéo no
local da injegéo, depressao, irritabilidade, agitacéo, diarréia e mastalgia. Pode ocorrer gestagéo ectopica, torcao
ovariana e outras complicagdes decorrentes das técnicas de reprodugao assistida. Posologia e modo de usar: o
contetido de uma seringa pré-enchida ou de um frasco-ampola de Ovidrel® (250 microgramas) deve ser adminis-
trado 24 a 48 horas depois de se ter alcangado uma estimulagao étima do desenvolvimento folicular. Estabilidade
e conservagao: Ovidrel® 250 mg / 0,5ml — solugdo injetavel em seringa pré-enchida — deve ser conservado sob
refrigeragdo (2°c a 8°c). Mantenha o medicamento em sua embalagem original. A seringa com solug&o injetavel
pode ser armazenada a uma temperatura de 25°c ou inferior por, no maximo, 30 dias sem refrigeragéo. Caso o
medicamento ndo seja usado dentro de 30 dias, a solugdo devera ser descartada. Ovidrel® 250 mg - p6 liofilizado
injetavel — conservar em temperatura abaixo de 25°c. Manter na embalagem original. Nestas condicoes a validade
é de 24 meses. Apos a reconstituicdo do Ovidrel® com o solvente, deve ser utilizado imediatamente e de uma s6
vez. Qualquer porgao da solugdo ndo utilizada deve ser descartada. Venda sob prescricdo médica. Sas- servigo
de atendimento serono: 0800-113320. Reg ms 1.1124.0222.

Crinone® - progesterona — gel vaginal 8% - uso adulto - posigao e apr g¢oes: cada aplicador dosifica
1,125 g de gel vaginal com 90 mg de progesterona (8%). Caixas com 7 ou 15 aplicadores de 90 mg. Indica-
cao: Crinone® (progesterona) é indicado para o tratamento de infertilidade devido a fase litea inadequada.
Para uso nos procedimentos de fertilizagéo in vitro, onde a infertilidade é principalmente devida a problemas
tubarios, idiopaticos ou relativa a endometriose associada a ciclos ovulatérios normais. Contra-indicagées:
hipersensibilidade conhecida a progesterona ou a qualquer um dos componentes da formulagéo; hemorragia
uterina anormal ndo diagnosticada; cancer de mama ou de 6rgaos genitais; porfiria aguda; tromboflebite, dis-
turbios tromboembdlicos, embolia cerebral; aborto oculto ou incompleto. Precaugdes e adverténcias: atengdo
particular as mamas e érgaos pélvicos, devendo ser obtido esfregago de papanicolaou. Devido & possibilidade
de retencdo hidrica, qualquer condigdo que possa ser influenciada por este fator necessita observagao cuida-
dosa. Em casos de sangramento vaginal irregular, avaliar se ha doenga organica presente. Crinone®deve ser
interrompido se houver recidiva de depressao grave. Sintomas da pos-menopausa podem ser mascararados.
Os progestagenos podem piorar as manifestagdes de porfiria pré-existente. Crinone® pode ser administrado
durante o primeiro trimestre de gestagcdo de um procedimento de tra, em caso de deficiéncia no corpo lteo.
Crinone®néo é indicado para o uso em aborto habitual ou ameaga de aborto. Aamamentagéo deve ser suspen-
sa durante o tratamento com Crinone . Nao operar maquinario perigoso e/ou dirigir veiculos motores. Crinone®
néo deve ser utilizado em criancas. Possibildade de distirbios trombéticos (incluindo tromboflebite, trombose
retiniana, embolismo cerebral e pulmonar). Nestes casos o tratamento deve ser imediatamente interrompido.
Reagdes adversas: dor abdominal, dor nas costas ou articulagdes das pernas e dor no perineo, flatuléncia,
dor/tensao nas mamas, fadiga, ondas de calor, lactagéo e retengdo de fluidos, constipag@o, diarréia, dispepsia,
eructagdo, dor gastrica, nausea e vomitos, redugéo da libido, dismenorréia, dispareunia, aumento da micgao,
leucorréia, nocturia, irritagdo/prurido vaginal, sangramento vaginal e secre¢do vaginal, tontura, depresséo,
labilidade emocional, cefaléia, insonia, irritabilidade, nervosismo e sonoléncia, acne, prurido genital. Ndo ¢
conhecida a relagédo da terapia com Crinone® para todos os eventos acima citados. A maioria dos eventos sdo
leves e transitorios e freqiientemente s&o resolvidos sem a interrupgéo do tratamento. Posologia e modo de
usar: a administrag@o vaginal para induzir uma transformagcao secretéria do endométrio esta indicada somente
em casos em que o endométrio tenha sido adequadamente suprido de estrogeno, endégeno ou exdégeno.
Nestes casos o sangramento por supressdo usualmente ocorre dentro de 3 a 7 dias apds a interrupgao da
terapia com Crinone®, a menos que tenha ocorrido gestacdo. Variagdo usual de dosagem: o esquema de
dosagem assume o intervalo entre as menstruagdes ou ciclos estrogénicos como sendo de 28 dias € o dia 1
como sendo o primeiro dia de sangramento ou da terapia estrogénica ciclica. Complementagéo ou reposi¢ao
de progesterona como parte do esquema das técnicas de reprodugdo assistida - para suporte endometrial
como parte da tra, iniciar administrando Crinone® em uma ou duas aplicagdes diarias. A maioria das mulheres
respondem com 90 mg diariamente. Entretanto, algumas mulheres podem precisar de 90 mg duas vezes ao
dia. Se a gravidez for confirmada, continuar com Crinone® até 12 semanas. Crinone® deve ser administrado,
diariamente, no mesmo horario. Doses menores podem ser usadas em mulheres ovulando normalmente, com
suspeita de deficiéncia de progesterona, como deficiéncia da fase litea. Conservagao: conservar o medica-
mento em temperatura entre 15°c e 25°c. Venda sob prescricdo médica. Sas- servigo de atendimento serono:
0800-113320. Reg ms 1.1124.0217
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Resumo

OBJETIVO

A injecao intracitoplasmatica de espermatozoéide (ICSI) tem
sido utilizada para o tratamento de infertilidade, particular-
mente em casos de alteragdo seminal grave. O papel do es-
permatozoide no sucesso da ICSl ainda é controverso, assim
como a correlagao entre a morfologia espermatica na amostra
seminal e a qualidade do Unico espermatozéide utilizado para
injecdo. O presente estudo teve como objetivo investigar se
avaliacdo da morfologia espermatica na amostra seminal esta
relacionada aos resultados em ciclos de ICSI.

MaTerials E METODOS

Noventa ciclos de reprodugéo assistida foram realizados no peri-
odo de Agosto de 2004 a Margo de 2005. As amostras seminais
foram obtidas por masturbacgéo e processadas por migragéo as-
cendente de espermatozoides. Antes e apds o processamento,
foi realizada analise seminal completa e a avaliagdo da morfologia
de acordo com o critério estrito de Kruger. As mulheres foram
submetidas a estimulo ovariano controlado através da adminis-
tracdo do agonista de GnRH associada ao FSH recombinante.
Trinta e seis horas antes da pungéo oocitaria foi administrado
hCG recombinante para a maturagao oocitaria final.

REsuLTADOS

Apds a ICSI, 535 embrides foram avaliados em relagdo a
fertilizacdo, morfologia de pré-nucleo, clivagem precoce e

Recebido em 26/10/2007
Avaliado e aceito em 19/11/2007

morfologia, nimero de células no segundo e terceiros dias
de desenvolvimento (dia da transferéncia). A correlagéo entre
a porcentagem de espermatozoéides morfologicamente nor-
mais (pré e pos preparo) e sucesso da ICSI foi analisada, e
foi observado um aumento significativo na porcentagem de
espermatozoéides com morfologia normal quando compara-
das as amostras pré e pos processamento (2,3% vs 4,5%,
P<0,001). Foi também observada uma diferenca significativa
na concentracido, motilidade total e motilidade progressiva
das amostras pré versus poés preparo (81,4 + 54,6 vs 4,4 +
8,3, p<0,001; 63,9% vs 91,4%, p<0,001; 54,3% vs 84,4%,
p<0,001, respectivamente).

ConcLusAo

Nossos resultados ndo apresentaram correlagédo signi-
ficante entre a porcentagem de espermatozdéides com
morfologia normal em toda amostra, antes ou apds o pro-
cessamento, e os parametros relacionados ao sucesso
da ICSI, como taxa de fertilizacao (P=0,602 e P=0,894,
pré e pos processamento, respectivamente); morfologia
de pré-nucleo (P=0,289 e P=0,316, pré e pds processa-
mento, respectivamente); clivagem precoce (P=0,224 e
P=0,604, pré e pos processamento, respectivamente) e
morfologia embrionaria no terceiro dia de desenvolvi-
mento (P=0,113 e P=0,807, pré e pos processamento,
respectivamente). Sabe-se que a selegdo do espermato-
z6ide com melhor morfologia e motilidade para injecao
é realizada pelo embriologista. Portanto concluimos que
a morfologia dos espermatozéides humanos de acordo
com o critério estrito de Kruger nao possui valor preditivo
no sucesso da ICSI.

Palavras-chave: ICSI, morfologia, espermatozéide
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ABSTRACT

OBJECTIVE

Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) has become the
treatment of choice of severe male factor of infertility.
The role of the spermatozoa in the success of ICSI is
controversial. We hypothesized that the sperm sample
morphology is correlated to the quality of the single sperm
used for ICSI, therefore the aim of the present study was
to investigate whether embryo quality is influenced by the
sample morphology in ICSI cycles and to compare sperm
morphology pre and post-swim-up.

MATERIAL AND METHODS

Ninety assisted reproduction cycles were performed between
August 2004 and March 2005. All semen samples were
obtained by masturbation and processed by swim up. Before
swim-up, routine semen analysis was performed and such
before as after sperm preparation, morphology was assessed
by Kruger strict criteria. The women were submitted to
controlled ovarian hyperstimulation achieved by a long pituitary
down regulation using a GnRH agonist followed by ovarian
stimulation with recombinant-FSH. Third six hours before
ovum pick-up rhCG was administrated to trigger ovulation.
After ICSI, 535 embryos were assessed for normal fertilization,
pro-nuclei morphology, early cleavage and morphology and
number of cells on the second and third day of development
(day transfer). Correlation between percentage of normal
sperm morphology (pre and post-swim-up) and ICSI outcomes
were analyzed.

REsuLTs

Our results didn’t show any significant correlation between the
percentage of normal sperm morphology on the whole sample,
neither before nor after swim-up, and the ICSI outcomes
parameters evaluated, such as normal fertilization rate
(P=0,602 and P=0,894 for pre and post swim-up respectively);
pro-nuclei morphology (P=0,289 and P=0,316 pre and post
swim-up respectively); early cleavage evaluation (P=0,224
and P=0,604 pre and post swim-up respectively) and embryo
morphology in the third day of development (P=0,113 and
P=0,807 pre and post swim-up respectively).

CONCLUSIONS

Our findings demonstrated that there are no correlations
between morphological assessment of the semen sample
and ICSI outcomes. Indeed, the embryologist selects
the spermatozoa with better morphology and motility for
ICSI. Therefore, we concluded that morphology in human
spermatozoa sample according to Kruger's criteria has no
predict value for ICSI outcomes.

Key-words: ICSI, morphology, spermatozoa

INTRODUCAO

Atualmente, sabe-se que por volta de um em cada seis ca-
sais terd problemas de fertilidade em algum estagio de sua
vida reprodutiva. A infertilidade causada por fator masculino
acomete aproximadamente 50% dos casais que procuram
centros de reprodugdo humana assistida (RHA) (Donnelly et
al., 1998; Maduro et al., 2003; Salgado Jacobo et al., 2003) e
desde o primeiro relato de sucesso, a injecao intracitoplasma-
tica de espermatozoide (ICSI) tem sido especialmente usada

para casos de alteragdo seminal grave, (Palermo et al., 1992;
Van Steirteghem et al., 1993; Bartoov et al., 2003).

Diferentes parametros tém sido utilizados para avaliagdo semi-
nal, como concentragao, motilidade e morfologia (Host et al.,
2001). A técnica mais comumente utilizada para avaliagdo da
morfologia espermatica é o critério estrito de Kruger (Kruger et
al., 1986; Menkveld et al., 1990; Yang et al., 1995) onde todas
as formas limitrofes sdo consideradas anormais.

O papel do espermatozéide no procedimento da ICSI é con-
troverso. Em condicdes naturais, a interacdo entre o esper-
matozodide e 6vulo envolve uma série de eventos bioquimicos
e fisioldgicos, tais como reconhecimento especifico, adeséo
e fusé@o entre os gametas (Ciapa and Chiri, 2000). O ultimo
estagio desse processo é a ativagao oocitaria que culmina
com a formagéo dos pronucleos masculino e feminino, inicio
da sintese do DNA e clivagem (Yanagimachi, 1994). Porém,
quando o espermatozoide é injetado diretamente no citoplas-
ma, o gatilho para a ativagéo oocitaria € produzido pela prépria
manipulacao do ooplasma (Tesarik et al., 2002).

Um estudo prévio relatou que a porcentagem de espermato-
zbides com morfologia normal na amostra seminal tem alta
correlagdo com as taxas de fertilizagc&o, sugerindo que a mor-
fologia do espermatozdide seja um importante fator preditivo
dos resultados da ICSI. (Sukcharoen et al., 1995)

Entretanto, estudos mais recentes tém proposto que a ava-
liacdo da morfologia espermatica, isoladamente, pode néo
ser um parametro fidedigno para predizer sucesso da ICSI.
Huang et al. (2005) relataram que a morfologia do esperma-
tozoide deve ser cuidadosamente associada a investigacao
da motilidade. Além disso, tem sido descrito que a morfologia
espermatica ndo esta relacionada a integridade da cromatina
do espermatozodide, e espermatozoides com DNA intacto tém
sido considerados essenciais para fertilizagdo e desenvolvi-
mento embrionario (Moustafa et al., 2004).

Esterhuizen et al. (2002) sugerem que a qualidade do em-
pacotamento da cromatina do espermatozéide pode estar
associada a falha de fertilizagcdo e previamente foi relatado
que defeitos durante a descondensacao da cromatina sejam
uma das maiores causa de falha de fertilizagcdo (Nikolettos
et al., 1999).

O presente estudo teve como objetivo investigar se avaliagdo
da morfologia espermatica na amostra seminal esta relacio-
nada aos resultados de ciclos de ICSI,.

Mareriais E METODOS

Noventa pacientes submetidos a tratamento de RHA, entre
Agosto de 2004 a Marco de 2005, concordaram com a rea-
lizacdo de todos os procedimentos descritos nesse estudo,
através do preenchimento de termo de consentimento livre
esclarecido. Este estudo obteve aprovagio através do co-
mité de ética e pesquisa do Hospital Professor Edmundo
Vasconcelos.

As amostras de sémen ejaculado foram obtidas por mas-
turbacéo, apods trés a cinco dias de abstinéncia ejaculatéria,
coletadas em frasco plastico e estéril e enviadas para analise
e processamento seminal.

A andlise seminal foi realizada de acordo com as normas da
Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization,
1999) e a morfologia através do critério estrito de Kruger tanto
antes quanto apds o processamento seminal (Kruger et al.,
1986; Menkveld et al., 1990; Yang et al., 1995)

O processamento seminal foi realizado por migragéo ascendente
de espermatozoides e para tal a amostra de sémen foi lavada,
adicionando-se 0 mesmo volume de meio de cultura (HEPES -
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Irvine Scientific, Santa Ana, USA) e centrifugada por 8 minutos a
300g. O precipitado foi coletado, adicionado a 1mL do mesmo
meio de cultura e incubado por uma hora a 37°C, com o tubo
inclinado a 45°. Apds este periodo, foi retirado 0,5mL do so-
brenadante e enviado ao laboratério de fertilizagao in vitro para
utilizacdo dos espermatozdides na técnica de ICSI.

A inducdo da ovulagédo foi realizada através de bloqueio com
agonista do GnRH (acetato de leuprolide, Lupron, Abbott
Laboratories, lllinois, USA) por pelo menos 14 dias. Para a
superovulagéo foi utilizado FSH recombinante (Gonal-F®;
Serono Laboratérios, Sado Paulo, Brasil) em doses decrescen-
tes, até que no minimo dois foliculos tivessem atingido um
diametro de aproximadamente 18 mm e 36 horas antes da
pungéo, foi administrado hCG recombinate (Ovidrel; Serono
Laboratérios, Sao Paulo, Brasil). para a maturagdo oocitaria
final. A puncao foi realizada sob anestesia geral, guiada por
ultra-sonografia trans-vaginal.

O procedimento de ICSI foi realizado com odécitos em meta-
fase Il de acordo com a técnica descrita por Palermo et al.
(1992). Apds a ICSI, os odcitos foram incubados em meio de
cultura ndo tamponado (Human Tubal Fluid -HTF com 5%
Human Albumin Serum, HSA, Irvine Scientific, Santa Ana,
USA) cobertos com 6éleo mineral (Oil for embryo culture +
30% Multiblast Médium, Irvine Scientific, Santa Ana, USA)
por 16-18 hs, quando foi confirmada a fertilizag&o normal (dia
+1), pela presenca de dois pré-nucleos distintos e extrusdo
do segundo corpusculo polar.

Durante a checagem da fertilizagéo foram classificados como
pré-embrides bons ou ruins, baseando-se na comparagéo de
tamanho dos pré-nucleos e discrepancia de nucléolos.

A transferéncia embrionaria ocorreu no terceiro dia de de-
senvolvimento e os embrides foram avaliados diariamente do
dia da fertilizacao até o dia da transferéncia e classificados
como bons ou ruins de acordo com a morfologia e ritmo de
clivagem. Aqueles embrides com quatro blastdmeros no
segundo dia de desenvolvimento ou oito blastémeros no
terceiro dia de desenvolvimento e até 20% de fragmentacéo
foram considerados embrides de alta qualidade.

A gestacgéo positiva foi confirmada pela dosagem de B-hCG
realizada 12 dias apds a transferéncia embrionaria e aimplan-
tacdo confirmada pela deteccdo de saco gestacional com
batimento cardiaco positivo, através de ultra-sonografia.

A correlagdo entre a porcentagem de espermatozoéides com
morfologia normal (pré e pés migragéo ascendente de esper-
matozdides) e sucesso da ICSI foi analisada por coeficiente de
correlacdo de Pearson e teste nao paramétrico Mann-Whitney.
A significancia estatistica foi determinada quando P < 0.05.

REsuLTADOS

O presente estudo incluiu 90 ciclos de ICSI, onde foram
utilizados, para a microinjecao, espermatozéides méveis
provenientes do ejaculado. As mulheres com idade média
34,3 + 4,8 anos, indice de massa corpérea (IMC) médio de
22,8 + 4,75 e nivel de estradiol no dia do procedimento de
2065,7 £ 1711,8, receberam dose média de FSH por ciclo de
2480,3 + 756,0 UI,

Em relagdo aos parametros espermaticos, quando compara-
dos os valores das amostras pré e pds preparo por migragéo
ascendente de espermatozéides foi observada uma diferenca
significativa entre os valores de concentragéo (81,4 + 54,6
vs 4,4 = 8,3, P <0,001, respectivamente), motilidade total
(63,9% vs 91,4%, P <0,001, respectivamente) e motilidade
progressiva (54,3% vs 84,4%, P <0,001, respectivamente) .
Houve um aumento significante na porcentagem de morfolo-

A Morfologia da Amostra Seminal

gia normal dos espermatozoéides pos processamento quando
comparada a morfologia pré migragdo ascendente (2,3% vs
4,5%, P<0,001).

Foram avaliados 535 embriGes. Nao foi observada nenhuma
correlacéo significante entre porcentagem de espermato-
z6ides com morfologia normal na amostra total, antes ou
apos migracdo ascendente e os resultados de ICSI| avaliados
como taxa de fertilizagdo normal, morfologia de pré-nucleo,
clivagem precoce e morfologia no terceiro dia de desenvol-
vimento (Tabela I).

Tabela I. Correlagdo entre parametros avaliados pré e pds migracao
ascendente de espermatozoides e taxa de fertilizacdo normal, morfologia
de pré-nucleo, clivagem precoce e morfologia dia+3.

Pre Migracao Pés Migracao

Ascendente Ascendente
Taxa de fertilizacdo normal P =0,602 P =0,894
Morfologia de pré-nucleo P =0,289 P=0,316
Clivagem precoce P=0,224 P =0,604
Morfologia dia+3 P=0,113 P =0,807

Dos embrides avaliados, 285 foram transferidos e 139 foram
criopreservados. Neste estudo pudemos observar uma taxa
de gestacdo de 28% e taxa de aborto de 19%.

DiscussAo

O preparo seminal através da técnica de migragédo ascendente
é frequentemente utilizado para aumentar a concentragcéo
de espermatozoéides normais na amostra de sémen. Porém,
estudos anteriores que avaliaram a integridade genética de
amostras seminais provenientes da migracao ascendente,
observaram que a taxa de anomalias cromossdmicas apds o
processamento sdo similares aquelas da amostra de sémen
inicial (Samura et al., 1997; Van Dyk et al., 2000; Calogero
et al., 2003). Por outro lado, outros autores relataram uma
reducao na concentracdo de espermatozéides dipldides apos
0 processamento por migragdo ascendente (Han et al., 1993;
Martinez-Pasarell et al., 1997; Li and Hoshiai, 1998).

No presente estudo, a migragdo ascendente de espermato-
z6ide foi capaz de melhorar a qualidade seminal em relagéo
a motilidade e morfologia, entretanto, ndo observamos qual-
quer correlacdo entre a morfologia espermatica, quer seja
antes ou apds o processamento seminal, e os resultados
dos ciclos de ICSI.

A relevancia da morfologia espermatica como elemento
determinante na concepcgao assistida tem despertado muito
interesse, sendo este fator de maior significancia entre os
parametros espermaticos avaliados na andlise seminal con-
vencional. Entretanto, ainda ndo se sabe ao certo o quanto a
morfologia esta correlacionada a habilidade do espermatozoi-
de em promover a fertilizagéo, ou se a presencga de esperma-
tozoides anormais em uma amostra seminal pode influenciar
negativamente o sucesso da ICSI (Donnelly et al., 1998).

Ainda que as taxas de sucesso do ICSI tenham sido inicial-
mente relatadas como independentes da qualidade seminal
(Kupker et al., 1995), estudos mais recentes tém sugerido que
falhas repetidas apos a ICSI sejam conseqliéncia da agao
de fatores espermaticos relacionados ao desenvolvimento
embrionario peri-implantacional, conhecidos como efeitos
paternos (Tesarik, 2005; Tesarik et al., 2006).

De fato, diversos autores demonstraram que quanto pior a
qualidade do sémen pior a fertilizagao, desenvolvimento em-
brionario, implantacao e gravidez (Gomez et al., 2000; Rossi-
Ferragut et al., 2001; Rossi-Ferragut et al., 2003; Nicopoullos
et al., 2004). Além disso, o efeito da fonte do espermatozdide
para o sucesso da ICSI tem sido amplamente discutido. Nosso

JBRA - Jornal Brasileiro de Reprodugéao Assistida | V. 11 | n° 4 | Outubro-Novembro-Dezembro / 2007

11



12

Artigo Original

grupo descreveu em um estudo prévio que, em pacientes
azoospérmicos, a qualidade embrionaria difere dependendo
da origem do espermatozoéide. Além disso, pudemos observar
que espermatozoides ejaculados e epididimarios ddo origem
aembrides de melhor qualidade quando comparados aqueles
provenientes de espermatozoide testicular (Rossi-Ferragut et
al., 2003). Pasqualotto e cols também encontraram uma pior
taxa de fertilizagao quando foram injetados espermatozoéides
testiculares, quando comparados & injecao de espermatozoi-
des epididimarios (Pasqualotto et al., 2002) e maiores taxas de
aborto foram observadas quando utilizados espermatozoides
testiculares (Ghazzawi et al., 1998; Pasqualotto et al., 2002;
Buffat et al., 2006).

Estudos prévios demonstraram também que pacientes com alte-
racdes seminais tém maiores taxas de aneuploidia quando com-
parados a pacientes férteis ou pacientes sem alteracdo seminal
(Calogero et al., 2003; Vicari et al., 2003; Aittomaki et al., 2004;
Burrello et al., 2004). Também foi verificada maior incidéncia de
erros epigenéticos e danos em DNA em espermatozéides de
homens com alteragdes seminais importantes (Seli and Sakkas,
2005; Emery and Carrell, 2006; Tesarik et al., 2006).

Contudo, os resultados do presente estudo mostraram que a
avaliagdo morfolégica da amostra seminal ndo esta relacio-
nada a fertilizagdo e desenvolvimento embrionario. Nossos
achados estdo de acordo com estudos que indicaram que o
resultado de ciclos de ICSI ndo esta correlacionado com a
morfologia da amostra usada para a microinjegéo (De Vos et
al., 2003). A explicacao para essa observacao é o fato de o
embriologista selecionar espermatozéides de melhor motili-
dade e morfologia para a injegao.

Uma vez usados para microinjecdo espermatozoéides mor-
fologicamente normais e moveis, a taxas de fertilizagcdo e
gestacdo apods a ICSI ndo sdo afetadas. Por outro lado, ainda
que resulte em fertilizacéo e clivagem, a injecdo de esper-
matozoides morfologicamente anormais resulta em taxas de
gestacdo mais baixas assim como maiores taxas de aborto
(Tasdemir et al., 1997)

Dessa maneira, podemos concluir que a morfologia de
amostras de espermatozoéides humanos, de acordo com o
critério estrito de Kruger, ndo possui valor progndstico para
o sucesso da ICSI. O desenvolvimento de novos métodos de
avaliacdo espermatica sao de extrema importancia na iden-
tificagdo dos melhores espermatozdéides a serem utilizados
em procedimentos de ICSI.
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Resumo

OBJETIVO

Pentoxifilina (PTX) € uma metilxantina que vem sendo clini-
camente utilizada como estimulante artificial de espermato-
zébides descongelados, em ciclos de fertilizagao in vitro (FIV).
Através da inibicdo da fosfodiesterase, a pentoxifilina aumenta
os niveis de AMPC intracelular, contribuindo para a capa-
citagdo espermatica, hiperativagdo e reagdo acrossémica.
Com a introdugéo da ICSI, houve um aumento nas taxas de
fertilizacdo e gestacdo independentemente dos parametros
seminais trazendo a viabilidade do uso de espermatozéides
criopreservados. Além disso, a boa recuperagéo da motilidade
espermatica apds o processo de criopreservagdo-desconge-
lamento é um dos principais fatores determinantes do sucesso
da ICSI. Assim, esse estudo teve como objetivo avaliar o efeito
da PTX aplicada em amostras seminais criopreservadas-
descongeladas, nas taxas de fertilizacao e desenvolvimento
embriondrio apos ciclos de ICSI.

MAaTERIAL E METODOS

Este estudo incluiu nove casais submetidos a 21 ciclos de
reproducao humana assistida por ICSI utilizando espermato-
z6ides descongelados. Apds descongelamento, as amostras
seminais foram processadas por lavado seminal ou por mi-

Recebido em 05/10/2007
Avaliado e aceito em 18/11/2007

gragdo ascendente, e em seguida dividas em duas aliquotas
iguais. A primeira aliquota foi tratada com 5mM de solugéo
de PTX (grupo PTX) por 30 minutos e a outra sem PTX (grupo
CT). As amostras seminais foram encaminhadas para o labo-
ratorio de fertilizagéo in vitro para serem submetidas a ICSl,
e 145 odcitos em metaphase Il (MIl) foram injetados, 72 com
espermatozoides do grupo PTX e 68 com espermatozdéides do
grupo CT As taxas de fertilizagdo, morfologia de pro nucleo,
clivagem precoce e morfologia embrionaria no dia da transfe-
réncia foram avaliadas. Para a analise estatistica foi utilizado
teste de Mann-Whitney e qui-quadrado, sendo considerada
significancia estatistica quando p< 0,05.

REsuLTADOS

Nossos resultados mostraram que espermatozoides tratados
com PTX apresentaram motilidade total similar ao grupo CT
(831.5% versus 34.2%, respectivamente; p = 0.150), assim
como a motilidade progressiva (20.5% versus 23.4%, respec-
tivamente; p = 0.057). Apds a ICSI, as taxas de fertilizagéo
normal foram de 73.4% no grupo PTX e 78.3% no grupo CT
(p = 0,516). A porcentagem de embrides que apresentaram
boa morfologia pré nuclear (grupo PTX 23.9% versus grupo
CT 25.0 %; p = 0.901), assim como a clivagem precoce
(grupo PTX 27.7% versus grupo CT 30.0%; p = 0.925) foram
similares. Além disso, 48.9% dos embrides no grupo PTX e
59.6% no grupo CT apresentaram boa morfologia no dia + 3
(p = 0.283). Embrides provenientes de ICSI com espermato-
zéides do grupo PTX e do grupo CT foram transferidos e foi
observado um total de 8 gestacdes (taxa de gestagéo: 38,9%
e taxa de implantagéo: 22,2%).

JBRA - Jornal Brasileiro de Reprodugéo Assistida | V. 11 | n° 4 | Outubro-Novembro-Dezembro / 2007



Conclusao

Pudemos observar que o tratamento de espermatozoéides
com PTX, em comparacao ao grupo de espermatozoides ndo
tratados, trouxe resultados similares em relagdo a melhora da
motilidade total e progressiva e outros parametros embriona-
rios avaliados. Sugerimos que a similaridade entre os valores
dos parametros seminais e embrionarios comparados sejam
devido a necessidade de excessivas lavagens seminais em
razao embriotoxicidade da pentoxifilina. Assim, concluimos
que o protocolo utilizado néo foi eficiente, existindo a neces-
sidade de outros estudos para o desenvolvimento de outros
protocolos para a melhora da motilidade espermatica.

Palavras-chave: Pentoxifilina, espermatozoéide, ICSI, embrido

ABSTRACT

OBJECTIVE

Pentoxifylline (PTX) is a metilxantina, which has been
clinically used as an artificial sperm stimulant to enhance
sperm motility in many in vitro fertilization (IVF) programs.
By inhibiting phosphodiesterase, pentoxifylline increases
the intracellular cAMP level, and thus contributes to sperm
capacitation, hyperactivation, and acrosome reaction. With
the introduction of ICSI, its evident the ability to achieve
higher fertilization and pregnancy rates regardless semen
parameters. Moreover, the use of cryopreserved sperm
was then developed with success, and sperm motility after
freeze-thawed procedure is one of the main determinants of
the successes of ICSI. This study was designed to evaluate
the effect of PTX applied to freeze-thawed spermatozoa,
on fertilization rates and embryo development after
intracytoplasmic sperm injection (ICSI) cycles.

DEesiGN
Prospective experimental study.

MATERIAL AND METHODS

This study included nine couples who underwent 21
assisted reproduction techniques by ICSI using frozen-
thawed spermatozoa. After thawed, the sperm samples
were processed by sperm-wash or swim-up, and divided
into two equal aliquots. The first was treated with 5mM
PTX solution (group PTX) for 30 minutes at 37°C, and other
without PTX (group CT). The sperm samples were addressed
to IVF laboratory for ICSI, and 145 oocytes in metaphase |l
(MIl) were injected, 72 with spermatozoa of CT group, and
68 with PTX treated sperm. The fertilization rate, pro-nuclei
morphology, early cleavage and embryo morphology on
transfer day were evaluated. Mann-Whitney and qui-square
testes were used as appropriate, p < 0.05 was considered
statistically significant.

REsuLTs

Our results showed that PTX treatment didn’t improve
the spermatozoa total motility (31,5% versus 34,2%, p =
0,150 for PTX group and CT group, respectively) and the
progressive motility (20.5% versus 23.4%, ; p = 0.057,
for PTX group and CT group, respectively). After ICSI, the
normal fertilization rates, were 73.4% in the group PTX and
78.3% in group CT (p = 0,516). The percentage of embryos

Uso Clinico da Pentoxifilina

presenting good pro-nuclei morphology (23.9% versus 25.0
%; p = 0.901, for PTX and CT, respectively) as well as early
cleavage (27.7% versus 30.0%; p = 0.925, for PTX and CT,
respectively) were similar. Also, 48.9% of embryos on group
PTX and 59.6% on group CT, presented good morphology
on day +3 (p = 0.283). Embryos originated from ICSI using
spermatozoa from both group | and group Il were transferred,
and a total of 8 pregnancies were achieved (pregnancy rate:
38.9% and implantation rate: 22,2%).

CONCLUSIONS

It was observed that the treatment of spermatozoa with PTX,
in comparison with nontreated group, had similar results in
the total and progressive sperm motility and other embryo
parameters evaluated. It is known that the pentoxifylline
is embryo toxic and the need of seminal sperm-washes
may be the reason for the same results found when PTX
was used or not. Therefore, we suggest that the protocol
used in this study may not be efficient for ICSI outcomes,
however other protocols may be studied to improve motility
of thawed spermatozoa and embryo quality.

Key words: pentoxiffylline, spermatozoa, ICSI, embryo

INTRODUCAO

A criopreservagao seminal, processo no qual os esperma-
tozdides sdo conservados a temperatura de -196°C em
nitrogénio liquido, tem contribuido de forma significativa
para os métodos de reprodugao humana assistida. Com
a utilizagdo desta técnica, pacientes portadores de neo-
plasias submetidos a quimioterapia e ou radioterapia, os
quais possam vir a sofrer de danos na espermatogénese,
encontram a possibilidade de concepgédo, armazenando
amostras seminais previamente ao tratamento (Sanger et
al., 1992). Entretanto, sabe-se que a criopreservacao afeta
a viabilidade, motilidade e potencial de fertilizacdo dos es-
permatozoides (Critser et al., 1987; Centola et al., 1992).

Durante o processo de congelamento e descongelamento
dos espermatozoéides, sdo relatados danos a membrana
dos mesmos afetando automaticamente a capacidade de
fertilizacdo. Esse prejuizo na membrana é caracterizado
pela peroxidacéo lipidica de acidos graxos insaturados
e também pela geracédo e liberagcdo de radicais livres.
Nesse processo, ocorre também a alteracéo do equilibrio
i6nico, diminuicdo na producgéo de ATP pela mitocondria e
consequente reducédo da produgao de energia, levando ao
decréscimo da motilidade (Da Ros et al., 2000).

Para que o espermatozoéide adquira capacidade de ferti-
lizacdo, in vivo, € necessario que ocorra a capacitagao,
um processo que se inicia no epididimo, se intensifica no
trato genital feminino e finaliza frente ao odcito (Flesh &
Gadella, 2000).

O contato do espermatozoéide com o odcito induz no gameta
masculino o processo de reagédo acrossdmica, no qual todo
o conteudo da vesicula acrossémica do espermatozéide é
liberado, incluindo enzimas que auxiliam na dispersao das
células da granulosa, a fim de que o mesmo consiga pene-
trar na zona pelucida do oécito, sendo este um processo
irreversivel para o espermatozoéide (Moore,2004).

No trato genital feminino, ha uma grande concentragdo de
bicarbonato, o que leva a alcalinizagdo do meio e conse-
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quente aumento do pH. Acredita-se que a ligag&o entre o
bicarbonato presente do trato genital feminino e a adenilato
ciclase, uma enzima presente na membrana citoplasmatica
do espermatozoide, desencadeia a conversao do trifosfato
de adenosina (ATP) em monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc) (Harrison, 1996).

O AMPc tem como fungédo regular a motilidade esper-
matica, além de modular a reagdo acrossdmica através
da ativagdo de proteina kinase A, que quando fosforilada
provoca, direta ou indiretamente, o deslocamento de fos-
folipidios na membrana citoplasmatica do espermatozoide,
resultando em alteragdes bioquimicas e estruturais em sua
membrana. A regulagdo do AMPc se da pela fosfodieste-
rase (PDE), que tem como funcéo degradar a molécula de
AMPc e conseqlientemente diminuir sua atividade (Garty
& Salomon, 1987; Naro et al., 1996 Harrison,1996; Flesch
& Gadella,2000).

Sabe-se que apds o processo de congelamento e des-
congelamento, ha uma perda de 25 a 75% da motilidade
e viabilidade dos espermatozéides, conseqiiente de danos
irreversiveis causados na membrana (Kobayashi et al.,
1991; Centola et al. 1992). O prejuizo causado se deve
a peroxidagéo lipidica de acidos graxos insaturados e
geracao de radicais livres, assim como por alteragées no
equilibrio idnico, diminuigdo da produgéo de ATP e energia
pela mitocdndria, resultando em menor motilidade (Da Ros
et al., 2000).

Autores relatam que a pentoxifilina (PTX), um inibidor ndo
especifico da fosfodiesterase, ao contato com amostras
seminais, promove a elevagdo do AMP ciclico intracelular
e conseqliente aumento da motilidade espermatica, além
de estimular a reagé@o acrossémica no espermatozéide. Sua
acéo in vitro é dose-dependente e relacionada a porcenta-
gem de motilidade e a velocidade curvilinea dos esperma-
tozdides (Henkel, Schill, 2003; Da Ros et al., 2000).

No entanto, ainda existem controvérsias na literatura quanto
a efetividade da utilizagdo da PTX em melhorar a qualidade
de amostras seminais. Espermatozoides descongelados e
tratados com pentoxifilina tiveram um aumento da motili-
dade total e progressiva quando comparados a amostras
controle (Paul, 1995; Stanic, 2002). Outros estudos nao
mostram correlagéo entre a utilizagdo da pentoxifilina no
preparo de amostras seminais € melhorias na motilidade es-
permatica (Hellstrom, et al., 1989; Hellstrom, et al., 1991).

N&o se sabe ao certo se a pentoxifilina age somente quando
a causa da diminui¢ao da motilidade dos espermatozéides
é decorrente da criopreservagéo, ou se sua agdo também
se estende aos casos onde ha disturbios intrinsecos dos
espermatozdides antes do congelamento. Assim, este
estudo foi designado a fim de avaliar o efeito da PTX
aplicada a espermatozoides congelados-descongelados
submetidos a ICSI (Injecéo Intracitoplasmatica de Esperma-
tozoéides) avaliando taxas de fertilizacao e desenvolvimento
embrionario.

MaTERIAL E METODOS

Estudo prospectivo realizado no Fertility — Centro de Fertili-
zagao Assistida, em Sao Paulo, Brasil, no periodo de junho
de 2004 a setembro de 2006. Este estudo obteve autorizagdo
prévia do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Professor
Edmundo Vasconcelos, e todos os pacientes nele incluidos
receberam Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,

apresentando resumidamente o protocolo de pesquisa, em
linguagem clara, a fim de que houvesse conhecimento da
natureza dos procedimentos. Apds a leitura e entendimento,
obteve-se a assinatura daqueles pacientes que concordaram
em participar do estudo.

Antes do inicio deste trabalho, foi realizado estudo piloto
para validagcdo da técnica de aplicagdo de pentoxifilina em
amostras seminais. Para tanto fora utilizadas amostras crio-
preservadas, as quais foram descongeladas e submetidas
a lavagem seminal através da adicdo de 1 mL de Modified
HTF with HEPES Buffer (HTF/Hepes, Irvine Scientific, Santa
Ana, USA) e centrifugadas por 8 minutos a 300g. Em seguida
o precipitado foi ressuspendido em 0,5 mL do mesmo meio
de cultura e dividido em duas aliquotas de 250uL. Em uma
aliquota foi adicionado 250uL de pentoxifilina na concentracéo
de 5mM e a outra aliquota 250uL do meio de cultura. Apds
incubacao por 30 minutos a 37° as amostras foram avaliadas
em relagdo a concentragéo e motilidade, e naquelas em que
foi aplicada PTX, foram lavadas e avaliadas novamente para
concentracéo e motilidade (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliagdo da motilidade total e motilidade progressiva
em amostras sem uso da pentoxifilina, com uso de pentoxifilina
e com uso de pentoxifilina e posterior lavagem espermatica.

Pa- Sem PTX Com PTX Com PTX +
cientes Lavado Seminal
Mo- Mo- Mo- Mo- Mo- Mo-

tilidade tilidade tilidade tilidade tilidade tilidade
total progres- total progres- total progres-
siva siva siva

DRCS 14% 5% 48% 24% 22% 15%
CAE 20% 8% 40% 14% 41% 21%
JAMP 16% 10% 34% 25% 22% 16%
ABO 2% 2% 7% 5% 5% 3%

Foi estabelecido como critério de incluséo: indicacéo
do casal para procedimento de ICSI, amostras seminais
provenientes de descongelamento e mulheres com os
dois ovarios funcionantes, ndo apresentando endometrio-
se graus lll ou IV e tendo no minimo quatro od6citos Ml
apos a puncéo folicular. Pacientes com alguma patologia
sistémica clinicamente relevante, infeccdo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), Hepatite B ou C ou que
discordassem do termo de consentimento livre e esclare-
cido foram excluidos do trabalho.

Amostras de sémen ejaculado foram colhidas por mas-
turbacéo, apos abstinéncia ejaculatéria de no minimo 48
horas. Os parametros seminais e espermaticos foram ava-
liados dentro de no maximo 30 minutos, ou até liquefacao
a temperatura de 37°C. Realizou-se anélise seminal de
acordo com os critérios da Organizagdo Mundial de Saude
(WHO, 1999) e para avaliacdo da morfologia espermatica
utilizou-se o critério estrito de Kruger.

Apobs andlise seminal inicial, as amostras seminais foram
criopreservadas segundo protocolo de Sharma et al.,
1996, adicionando-se TEST-yolk buffer contendo glicerol
(Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA) como meio para
criopreservagao.

A amostra foi homogeneizada por 5 minutos entre cada
adicdo do crioprotetor (agitador de tubos por inverséo).
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Em seguida, foi aliquotada em criotubos com 1,0 mL de
volume, identificados e presos a raquis contendo as infor-
macdes do paciente. Apds este processo, permaneceram
por um periodo de 10 minutos no freezer a -20° C e logo em
seguida foram submetidas a duas horas na fase de vapor
(-70° C), onde colocou-se a raqui contendo os criotubos a
8 cmdo nivel de N,L . Apés este periodo as amostras foram
armazenadas em nitrogénio liquido (-196° C).

No dia da pungao oocitaria, as amostras seminais criopre-
servadas foram removidas do nitrogénio liquido, permane-
ceram 5 minutos a temperatura ambiente e 10 minutos a
37°C. O meio crioprotetor (TYB) foi removido através da
diluicdo da amostra em HEPES-HTF (® Modified HTF with
HEPES Buffer - HTF/Hepes, Irvine Scientific, Santa Ana,
USA) na proporgéo 1:1, v/v através de centrifugacéo por
8 minutos a 300g. Em seguida, o sobrenadante foi retirado
e o precipitado resultante foi ressuspendido em 0,5mL
do mesmo meio de cultura. A amostra foi entdo avaliada
quanto a sua concentracédo e motilidade. De acordo com
a concentracdo e motilidade da amostra, foi escolhido o
melhor protocolo de processamento, lavado seminal ou
migracdo ascendente de espermatozodides.

Baseado nos resultados do estudo piloto, apds o preparo
seminal a amostra foi dividida em duas aliquotas de 250
uL. Na primeira aliquota (Grupo PTX) foi adicionado 250
pL de 5mM de pentoxifilina (Sigma Chemical Company,
St Louis, MO, USA) diretamente a amostra e na segunda
aliquota (Grupo CT) foi adicionado 250 yL HEPES-HTF +
HSA. Em seguida, as mesmas foram incubadas a 37°C por
um periodo de 30 minutos, e apds esse periodo foi realiza-
do lavado seminal por duas vezes e adicionado 250 pL de
HEPES-HTF + HSA em cada aliquota no final do processo,
para que entdo fossem avaliadas novamente em relacéo a
concentragcdo e motilidade.

A inducéo da ovulagéo foi realizada através de bloqueio
com agonista GnRH (acetato de leuprolide) por pelo menos
14 dias. Para a superovulacao foi utilizado FSH recombinan-
te (Gonal-F®; Serono Laboratdrios, Sdo Paulo, Brasil) em
protocolo de step-down, até que no minimo dois foliculos
tivessem atingido um didmetro médio de 18 mm. A puncéo
folicular foi realizada 35-36 h apos a administragdo do HCG,
(Profasi ou Ovidrel; Serono Laboratdrios, Sdo Paulo, Brasil).
A puncéo oocitaria foi realizada sob anestesia geral guiada
por ultra-sonografia trans-vaginal.

O procedimento de ICSI foi realizado com o6citos em me-
tafase Il de acordo com a técnica descrita por Palermo,
1992. Apds a ICSI, os odcitos foram incubados em meio de
cultura apropriado e cobertos com 6leo mineral por 16-18 hs,
quando foi avaliada a fertilizagéo (dia +1), pela presenga de
pro-nucleos. Foi definida fertilizagdo normal a presenca de
dois pré-nucleos (2PN) e a extrusdo do segundo corpusculo
polar, a presenga de 1PN, 3PN ou mais indicou fertilizacdo
anormal, e a auséncia de PNs, falha de fertilizag&o.

Para a classificagdo e selecao embrionaria os pré-embrides
foram continuamente observados desde o momento da
checagem da fertilizagcao (D+1) até o dia da transferéncia
embrionaria (terceiro dia de desenvolvimento - D+3). Os
pré-embrides foram considerados de boa ou ma qualidade
de acordo com ritmo de desenvolvimento e morfologia. Na
analise da clivagem precoce foi avaliado apenas o ritmo
de desenvolvimento embrionario, e foram considerados
embrides com clivagem precoce aqueles que apresentavam
divisdo celular 25 a 27 horas apods a ICSI.

Uso Clinico da Pentoxifilina

Classificagdes morfologicas em relagdo ao nimero de
células, multinucleacao, simetria dos blastdmeros e porcen-
tagem de fragmentacéo foram os parametros avaliados no
segundo e terceiro dias de desenvolvimento embrionario.
Foram considerados bons embrides no segundo dia de
desenvolvimento aqueles que apresentaram de dois a
quatro blastémeros regulares e fragmentacao até 20%, e
no terceiro dia de desenvolvimento, seis a dez blastémeros
regulares e fragmentacéo até 20%.

A transferéncia embrionaria ocorreu no D+3 apods a ICSI.
Foram transferidos rotineiramente até quatro embrides,
conforme a Resolucdo n° 1358 do Conselho Federal de Me-
dicina. O cateter utilizado para a transferéncia embrionaria
foi o de Wallace, sob orientagdo ultra-sonografica. Apds a
transferéncia embrionaria, as mulheres receberam proges-
terona sob a forma de 6vulos vaginais de 200 mg aplicados
trés vezes ao dia até o dia do teste de gravidez; e quando
diagnosticada gestacdo, mantida até a 122 semana.

A taxa de fertilizacdo foi definida como a relagao entre
o0 numero de odcitos fertilizados e o niumero de odcitos
injetados e intactos; a taxa de implantacéo, a relagdo do
numero de sacos gestacionais € o niumero de pré-embrides
transferidos; e taxa de gestacgéo, a relagdo entre nimero
de gestagdes clinicas e o numero total de mulheres. Para
analise estatistica foram utilizados os testes Mann-Whitney
e Qui-quadrado. Os valores foram considerados significan-
tes quando p < 0.05. Foi utilizado Wilcoxon signed-rank test
na avaliagdo das diferencas estatisticas na porcentagem de
recuperagéo da motilidade espermatica total e recuperagéo
da motilidade espermatica progressiva.

REsuLTADOS

Em relacdo ao presente estudo, realizamos 21 ciclos de ICSI,
onde todas as amostras seminais foram descongeladas e
avaliadas em relagédo ao uso da pentoxifilina (Grupo PTX,
n=21) ou ndo uso de pentoxifilina (Grupo CT, n=21).

Foram recuperados em média de 8,7 + 10,2 odcitos sendo
injetados em média 6,9 +3,4 oécitos por paciente.

Apos descongelamento, as amostras seminais foram lavadas
e avaliadas em relacédo a concentracdo de 55,3 + 33,7 mi-
Ihdes de espermatozéides/mL, motilidade 68,5 %, motilidade
progressiva 58,3% e morfologia 3,6%.

As amostras foram entdo separadas em duas aliquotas e
apoés preparo seminal, observou-se resultados similares
entre os grupos no que diz respeito a concentragéo (30,9 +
26,9 M/mL no grupo PTX versus 30,1 + 25,3 M/mL no grupo
CT, p=0,594), motilidade 31,5 % versus 34,2 %, respectiva-
mente (p=0,150), e motilidade progressiva de 20,5% versus
23,4%, respectivamente (p=0,057). (Tabela2).

Tabela 2. Comparagéao entre motilidade total e motilidade
progressiva apos preparo seminal grupo PTX x grupo CT.

Grupo PTX Grupo CT Valor p
Concentragéo 30,9 + 26,9 30,1 + 25,3 0,594
Motilidade total 31,5 % 34,2 % 0,150
Motilidade progressiva 20,5 % 23,4 % 0,057

No que diz respeito a taxa de fertilizagcdo normal, isto &, a for-
magao de dois pronucleos ap6és a ICSl, indicando fertilizagao,
0s grupos apresentaram-se similares (73,4% versus 78,3%,
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respectivamente; P= 0,516) (Tabela 3).

Tabela 3. Comparagéo dos grupos | e Il em relagédo a taxa
de fertilizagdo normal morfologia de PN, clivagem precoce e
morfologia D+3

Grupo PTX Grupo CT  Valor p
Taxa de fertilizacdo normal 73,4% 78,3% 0,516
PN
Bom 23,9% 25,0% 0,901
Ruim 76,1% 75,0%
Clivagem precoce
Sim 27,7% 30,0% 0,925
Néo 72,3% 70,0%
D+3
Bons embrides 48,98% 59,62% 0,283

Na avaliagdo da morfologia dos pronucleos (PN) observou-
se que o grupo PTX apresentou 23,9 % dos embrides com
boa qualidade, enquanto esse valor foi de 25,0 % para o
grupo PTXI, P = 0,901 (Tabela 2).

Na andlise da clivagem precoce, notou-se que no grupo
PTX, 27,7% dos embrides foram considerados rapidos
versus 30,0% no grupo CT, respectivamete (P = 0,925)
(Tabela 2).

Quando avaliamos a qualidade do embrido no dia da trans-
feréncia (dia + 3), pudemos observar que no grupo PTX,
48,98% dos embrides apresentavam-se com boa qualidade
versus 59,62% no grupo CT estavam nesta condicédo (P =
0,283) (Tabela 2).

A taxa de implantacéo foi 22,2% e a taxa de gestagéo foi
de 38,9% em relagdo aos 21 ciclos realizados, embora
ndo tenham sido avaliadas em relagdo ao uso ou n&o da
pentoxifilina, ja que foram transferidos tanto embrides do
grupo PTX quanto do grupo CT em todos os casos deste
trabalho.

DiscussAo

A criopreservagao de espermatozoides é utilizada rotinei-
ramente nos ciclos de reprodu¢cdo humana assistida (Holt,
1997; Donnelly et al, 2001). Entretanto, mesmo com as
sofisticadas técnicas existentes atualmente, as taxas de
sobrevivéncia de espermatozéides provenientes de amos-
tras de sémen criopreservadas séo inferiores aos ciclos
realizados com espermatozoides frescos, bem como as
taxas de gestacdo (Sharma and Agarwal, 1996).

A Pentoxifilina, do grupo das metilxantinas, exerce influén-
cia nas caracteristicas de motilidade espermatica, através
da inibicao da fosfodiesterase e consequénte aumento do
AMPc intracelular (Garbers et al., 1971; Sikka et al., 1991).
Essa primeira geracédo de inibidores da fosfodiesterase,
como a pentoxifilina vem sendo utilizada para estimular
a motilidade dos espermatozdéides de pacientes inférteis.
(Yovich et al., 1990). Entretanto, a concentracdo utilizada
para ativar esse aumento da motilidade, pode ser acom-
panhada por um aumento do inicio da reagao acrossémica
devido a inibicdo ndo seletiva (Lanzafame et al., 1994). E
importante que a reac@o acrossdmica do espermatozéide
ndo ocorra antes da aproximagdo com o odcito, pois se
sabe que ap0s esse processo, o espermatozoide torna-se
incapaz de fertilizar o odcito. Além disso, a pentoxifilina

ndo aumenta o numero de espermatozdéide méveis, apenas
aumenta as caracteristicas de motilidade na populagédo de
espermatozoides pré-selecionados (Yovich et al., 1990;
Tesarik et al., 1992).

Alguns estudos prévios relataram que o uso de pentoxifina
em espermatozoides pode ser prejudicial aos embrides de-
vido a sua embriotoxicidade e verificaram que a pentoxifili-
na possui alguns efeitos adversos em odcitos e embrides de
ratos quando utilizada para ativacdo de espermatozoides
nas técnicas de FIV. Esse agente pode afetar o desenvol-
vimento embrionario com alteragdes nos estagios iniciais
de clivagem (Scott and Smith, 1995).

Assim, foi estabelecido no presente estudo a realizagdo
de lavado seminal nas amostras onde foi utilzada PTX, e
ainda previamente ao ICSI, foi realizada limpeza de cada
espermatozoide a ser injetado em gotas de meio de cultura
presentes na placa de injecdo, a fim de evitar quaisquer
danos ao embriao.

Nossos resultados demonstraram que o tratamento dos
espermatozéides com a PTX em comparagédo ao grupo
ndo tratado (controle) tiveram resultados similares tanto
em relagcdo a melhora da motilidade total e progressiva,
quanto em relagdo aos parametros embrionarios avaliados.
Esses resultados podem ser explicados devido a acéo dose
dependente que a pentoxifilina exerce sobre a estimulacéo
da motilidade espermatica (Da Ros, 2000). Como citado
anteriormente, realizamos um teste com algumas amos-
tras de sémen descongeladas, através da a aplicagdo de
pentoxifilina. A motilidade foi avaliada imediatamente apds
a aplicagdo da substancia, e foi possivel observar que
quando comparados ao grupo controle, obtivemos um re-
sultado superior em relacéo a motilidade total e progressiva
da amostra submetida a PTX. Entretanto, apds o primeiro
lavado seminal, observou-se uma reducéo da motilidade
total e progressiva.

Dessa maneira, pode-se considerar que a razdo dos resul-
tados similares de motilidade total e progressiva obtidos
no grupo PTX (amostras submetidas a pentoxifilina) em
relacdo ao grupo CT devem-se ao duplo lavado seminal.
Além disso, observou-se também resultados similares entre
0s grupos das taxas de fertilizagdo normal assim como a
clivagem precoce e a morfologia do embrido no dia + 3
(dia da transferéncia), sugerindo que o protocolo realizado
nao foi eficiente. Assim, sugerimos que outros protocolos
podem ser utilizados a fim de aumentar a motilidade em
amostras de sémen descongeladas com melhoria da qua-
lidade embrionaria.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi relatar nossa experiéncia com
os meios de cultivo GV, produzidos no Brasil, como alter-
nativa aos meios importados. Em nosso pais, a importagéo
destes produtos tem frequentemente nos trazido proble-
mas, principalmente, na dificuldade de armazenamento e
na pontualidade das entregas. Usamos os meios GV em
100 pacientes com transferéncia de embrides no dia 3
apo6s coleta oocitaria. Obtivemos taxas de fertilizacdo de
71,44%, de gravidez clinica de 38,77% e de implantacéao
de 14,75%. Estes resultados sdo semelhantes aqueles
descritos na literatura, porém com taxas homogéneas de
implantacédo e gravidez. Portanto, a partir de nossa experi-
éncia, podemos concluir que os meios GVs produzidos no
Brasil apresentam resultados semelhantes aos importados,
com a vantagem de poderem ser usados com menor prazo
de validade sem sofrer as oscilagbes de temperatura e
armazenamento durante o transporte.

Unitermos: meio de cultura, fertilizagdo in-vitro, embrides
humanos.

Recebido em 26/11/2007
Avaliado e aceito em 28/12/2007

ABSTRACT

The objective of this work was to report our experience with
GV culture media, produced in Brazil, as alternatives to im-
ported media. In our country, the import of these products
has frequently caused problems, especially in regard to diffi-
culties in storage and logistics. We have used The GV media
in 100 patients with embryo transfer on day 3 after oocyte
pick-up. We have obtained fertilization rates of 71.44%, on-
going pregnancies of 38.77% and implantation of 14.75%.
These results are similar to those described in the literature,
but with fewer oscillations in the implantation and pregnancy
rates. Therefore, we conclude that the GV media produced
in Brazil, present similar results to imported media, with the
advantage of being used fresher without the great oscillations
in temperature and storage conditions experienced during
transportation.

Key words: culture médium, in vitro fertilization, human
embryos.

FERTILIZAGAO IN-VITRO COM MEIOS DE CULTIVO GV

INTRODUCAO

O primeiro desafio que a fertilizacao artificial teve foi o de
criar um ambiente que mimetizasse o tubario com proba-
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bilidade de se reproduzir artificialmente o inicio da vida. A
busca de se criar um fluido que oferecesse aos gametas a
oportunidade de se desenvolver foi iniciada com a purifica-
cao da agua que deveria ser utilizada para este proposito.
(Fleetham et al. 1988). Além da agua, naturalmente, foram
necessarios estudos para definir a composicao de sais
e nutrientes que oferecessem suporte para o desenvol-
vimento embrionario. (Behr et al., 1990); (Gianaroli et al.,
1989); (Holst et al., 1990) Somado a estas necessidades
tornou-se imperativo um ambiente que mantivesse as
condicdes basicas para os embrides, ou seja, ambiente
com estabilidade de temperatura e umidade possibilitando
manutencgéo de pH e osmolaridade. Varios pesquisadores
tém, desde entdo, proposto varias combinacdes de sais,
aminoacidos, adigdo de soro, soro albumina, concentra-
¢coOes altas ou baixas de glicose, na tentativa de oferecer
as melhores condigdes possiveis para o desenvolvimento
embrionario. (Mehta et al., 2001); (Quinn et al., 2004); (Si-
mon.et al., 2003) Desde os primérdios, quando os poucos
servicos de Reproducdo preparavam seus proprios meios
de cultura, até no momento, quando temos grandes in-
dustrias especializadas na producéo destes, pouca coisa
mudou. As taxas de gravidez e implantagao variam bastante
entre os diversos servigos, sendo muito baixas na maioria
deles, e mesmo os melhores resultados estdo longe de ser
0 que gostariamos. Mais recentemente tem-se estudado a
necessidade de gametas e embrides de acordo com seu
desenvolvimento e tentando dar suporte compativel com
tal necessidade (Artini et al., 2004); (Gardner et al,. 2000);
(Loutradis et al., 2000) Varios autores tem ressaltado a
importancia da auséncia de endotoxinas nos meios (Artini
et al., 2004); (Dumoulin et al., 1991); (Steyaert et al., 2000),
enquanto outros tem estimulado o cultivo de longa duragao
na tentativa de aumentar a taxa de gestacédo ou minimizar
a taxa de gestacdo multiplas. (Gardner et al., 2000); (Karaki
et al., 2002); (Schoolcraft et al., 2001). Naturalmente hoje
temos boas formulacdes que nos possibilitam termos bom
desenvolvimento embrionario no laboratério. Porém, em
nosso pais, a importacédo destes produtos tem frequente-
mente nos trazido problemas principalmente quanto ao pre-
¢o, na dificuldade de armazenamento ou na pontualidade
das entregas. Na tentativa de diminuir estas dificuldades
temos desenvolvido meios ha cinco anos. Relatamos nossa
experiéncia com os meios de cultivo GV, produzidos no
Brasil, com transferéncia de embrides no dia 3 apds coleta
oocitaria como alternativa aos meios importados.

MATERIAIS E METODOS

Pacientes

Apods aprovacédo pelo comité de ética do Hospital Aimodin,
100 pacientes foram submetidas a fertilizag&o in-vitro com
a utilizacdo de meios de cultivo GV. Este estudo envolveu
pacientes com idade entre 20 a 46 anos, durante o ano de
2006, que necessitaram de procedimentos de fertilizacdo
in-vitro. A causa da infertilidade foi 43% fator masculino.
Nos casos restantes, em 13% foram multiplas causas, 12%
infertilidade sem causa aparente e em 32% exclusivamente
problemas femininos. A inclusao das pacientes no estudo
ocorreu apos avaliagdo propedéutica de rotina e com
consentimento prévio.

A estimulacéo ovariana foi realizada em 40 casos com
acetato de leuprolide (Lupron; TAP Pharmaceutical, Abbot

Laboratories, Chicago, U.S.A.); 0,15 ml/dia, iniciado en-
tre o vigésimo primeiro ao vigésimo terceiro dia do ciclo
menstrual até o inicio da menstruacéo seguinte. No terceiro
dia de sangramento era iniciada a indugédo, com redugéao
do Lupron para 0.05 ml/dia e a estimulac&o ovariana era
iniciada com hormonio foliculo estimulante - FSHr (Gonal
F — Serono Brasil) 150-450 Ul/dia por oito dias quando
era realizada a primeira ecografia para avaliagdo do de-
senvolvimento folicular. A inducdo era mantida até que
pelo menos dois foliculos estivessem entre 18 a 20 mm
de diametro. Em 60 pacientes foi realizada indugdo sem
bloqueio hipofisario. A inducéo era iniciada no segundo
dia menstrual com a utilizagdo de FSHr (Gonal F — Serono
Brasil) 150-450 Ul/dia nos cinco primeiros dias seguidos
de HMG 150 - 450 Ul/dia (Merional (Meizler, Sdo Paulo)
75-225 Ul/dia. Em ambos protocolos quando visualizado
pelo menos dois foliculos entre 18 a 20 mm de didmetro
foi administrado 10.000 Ul de HCG (Choriomon — Meizler,
Sao Paulo). Os ovécitos foram aspirados 34-36 horas apds
a injecao de HCG usando puncédo ovariana transvaginal
guiada pelo ultra-som.

Fertilizacao in-vitro

Os ovécitos colhidos foram lavados em GV hepes (Inga-
mend, Maringa, Brasil), transferidos para placas contendo
meio de cultura GV (Ingamed, Maringa, Brazil) com 10%
de soro sintético (Irvine Scientific, EUA) sob 6leo mineral
(Sigma, EUA), e mantidos em incubadora (Forma modelo
3159) a 37°C, com atmosfera contendo 6% de CO, e umi-
dade de 97%. O sémen foi preparado através de gradiente
descontinuo (55 /90%; Pharmacia, Uppsala, Sweden). Nos
casos de infertilidade por fator masculino os ovécitos foram
submetidos a inje¢éo intra-citoplasmatica. Tal procedimen-
to era realizado 3 a 6 horas, apds a coleta dos ovodcitos,
quando denudados com o auxilio de hialuronidase (Irvine
Scientific, EUA). Nos casos onde os parametros do sémen
eram adequados foi realizada a inseminagéo dos ovocitos
com 100.000 espermatozoides/ml.

Para realizagdo da micromanipulagédo, foi utilizado o mi-
croscopio invertido Diaphot 300 (Nikon, Japan) equipado
com contraste de fase Hoffman, sob aumento de 400X.
Ao microscoépio foram adaptados micromanipuladores
hidraulicos MMO-204D e injetores IM6 (Narishige, Tokyo,
Japéo). O procedimento iniciava-se com a identificacao,
imobilizacdo e aspiracdo de um unico espermatozéide a
partir de uma gota de GV hepes contendo polivinilpirrolido-
na (Irvine Scientific, EUA). Os ovécitos foram mantidos por
uma pipeta de sustentagdo, enquanto o espermatozéide
foi injetado.

Cultivo dos embrioes e transferéncia uterina

No caso dos ovécitos submetidos ao ICSI, apds este
procedimento ter sido terminado, eles eram transferidos
para micro gotas de 50 ul de meio de cultura GV com 10%
de soro sintético (Irvine Scientific,EUA) sob 6leo mineral.
até 4 ovocitos por micro gota). Quando a fecundacgao foi
realizada através da inseminacgao, os pré-embrides (2 pro-
nucleos) eram entéo transferidos para as placas contendo
as micro gotas de 50 ul de GV com 10% de soro somente
no momento da confirmacdo da fecundagédo, 15 a 18
horas apds a fertilizagdo. O congelamento dos embrides
quando realizado, era em pro-nucleo segundo protocolo
proposto por Check et al. (1996). O mesmo aconteceu
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Tabela I: Descrigdo das taxas obtidas com o meio GV no ano de 2006.

Numero de pacientes 100
Média de odcitos colhidos por paciente 10,92 + 8,07
Taxa de fertilizagcao (%)
FIV 69,91
ICSI 72,98
Média de embrides transferidos 3,01 +1,55
Taxa de gravidez (%)
Clinica 38,77
Aborto 7,14

nos casos de criopreservagao de ovocitos ou embrides
divididos (4 células a blastocisto), através do método de
vitrificagcdo segundo Massashige e colaboradores (Mas-
sashige et al., 2005)

Os embrides eram mantidos em cultivo até o dia 3 poés-
fertilizagdo, quando eram transferidos para o Utero das
pacientes. A fase lutea foi suplementada com 50 mg/IM/
dia de progesterona injetavel. A gravidez foi definida pela
presenca de gestacéo viavel e batimento cardiaco presen-
tes apds a 13° semana poés-tranferéncia.

As variaveis qualitativas foram representadas por freqiién-
cia absoluta (n) e relativa (%).

REsuLTADOS

Das 100 pacientes submetidas aos procedimentos de
fertilizacao in-vitro, 10 foram receptoras de odcitos. Do
total das pacientes, em 45 foi realizado o procedimento
de injecdo intra-citoplasmatica de espermatozoides, e nas
demais (55) foi realizado inseminagao em meio de cultura,
conforme descrito em materiais e métodos. A taxa de
fertilizagcdo nao foi diferente entre os dois procedimen-
tos realizados para fertilizagéo, 69,91% nos casos com
inseminacgéo e 72,98% nos casos com ICSI. Em 1 caso
apenas, quando a inseminacao foi realizada, houve falha
de fertilizagdo. A média dos odcitos colhidos por paciente
foi 10,92 e a média do nimero de embrides transferidos
foi 3,01 (tabela I). Houve congelamento de odcitos ou
embrides em 20 pacientes.

A taxa de implantacéo obtida foi de 14,75%, com taxas
de gravidez clinica e aborto de 38,77 % e 7,14% respec-
tivamente (tabela ).

DiscussAo

Desde a década passada ressurgiu o interesse quanto
aos meios de cultura utilizados na fertilizagdo in-vitro.
Infelizmente durante este tempo mais confusao que con-
senso parece ter-se obtido sobre a composicao do meio.
Desenvolvimento in-vitro de embriées humanos 48-72 h
apos a fertilizacdo pode ser obtido usando-se uma va-
riedade de meios, desde solucdes balanceadas simples
a meios mais complexos.

Dois grandes problemas surgem ao formular um meio
quimicamente: primeiro, a selecdo dos componentes a
serem incluidos no meio e segundo a determinagdo da
concentracdo de cada um dos componentes seleciona-
dos. Atualmente, os componentes dos meios de cultura
consistem principalmente de substancias comuns a todos
os fluidos. Poucos deles sdo especificos do oviduto, e
alguns séo produtos quimicos artificiais ndo encontrados
naturalmente. O nimero de componentes pode ser peque-
no, definindo o meio como simples o qual contém somente

12 componentes ou meio complexo, o qual contém mais
que 12 componentes (Summers et al., 2003).

Acreditava-se que as concentragdes das substancias as
quais sdo incorporadas aos meios de cultura, deveriam
ser préximas as concentragdes as quais os embrides
sdo naturalmente expostos. Este principio foi primeira-
mente usado por Tervit (1972) em cultura de ovelhas.
Entretanto, ha evidéncias em estudos com ratos que as
concentragcdes das substancias do fluido no oviduto néo
necessariamente suportam o desenvolvimento de embri-
Oes pré-implantacdo (Summers et al., 2003). Esse fato foi
primeiramente observado em estudos com K+. Embora
o fluido do oviduto de rato contenha maiores concentra-
¢coes de K+ (~ 25 mmol/l) (Roblero et al., 1976; Borland
etal., 1977). Quinn e colaboradores encontraram maximo
desenvolvimento quando as concentragdes de potassio
giraram em torno de 2,3 a 5,1 mmol/l (Quinn et al., 1985).
Outro grupo encontrou que os embrides desenvolveram-
se melhor quando a concentracédo de K+ foi < 6 mmol/I
(Wiley et al., 1986).

Anélises do fluido do oviduto e do utero através do
ciclo hormonal revelam mudancas na concentracdo de
carboidratos tanto dentro do ciclo como entre o oviduto
e o Utero. Gardner e Lane verificaram que os niveis de
glicose no oviduto sdo mais baixos quando o ovécito /
pré-embrido estao presentes (0,5mM), enquanto o piruvato
esta aumentado (0,32 mM) e no Utero a glicose alcanga um
pico de 3,15 mM e o piruvato esta bem diminuido (0,1mM).
Baseados principalmente nesses achados surgiram os
meios seqlenciais, cuja idéia baseia-se na divisdo do
periodo pré-implantacional em 2 fases. A primeira corres-
ponde ao estagio de clivagem do embrido, caracterizado
por niveis baixos de biossintese, baixa capacidade res-
piratéria e limitada capacidade de utilizar glicose como
fonte de energia Ja no periodo pés-compactagao as taxas
de biossintese aumentam, assim como a capacidade
respiratoria e a habilidade para utilizar glicose (Gardner
et al., 1997). Nenhum consenso quanto a utilizagdo ou
nado dos meios sequlienciais parece ter-se obtido nesses
ultimos 10 anos. Parece bem estabelecido apenas que até
o periodo pré-compactagao as exigéncias dos embrides
sdo realmente menores, ou seja, é possivel manté-los em
cultura em meios chamados simples, ja apds esse periodo
s80 necessarios meios mais complexos com vitaminas e
aminoacidos, por exemplo.

Sempre quisemos trabalhar com meios seqlienciais, na
tentativa de diminuir o nUmero de embrides transferidos
para as paciente, mas infelizmente, nossa primeira tentati-
va ndo foi um sucesso como gostariamos. Observando os
excelentes resultados de Schoolcraft et al. (1999) com o
uso de meios sequenciais resolvemos incluir o meio G1.2
e G2.2 em nosso servigo. Infelizmente, comparando os re-
sultados do uso de G1 e G2 com o cultivo em células Vero
que era o ja adotado em nosso servigo anteriormente, ndo
observamos diferencas significativas entre os resultados
verificados. A taxa de blastocistos expandidos encontrada
em nosso estudo foi de 15,9% e 14% com células Vero e
G1.2/G2.2 respectivamente. Com células Vero 36,0% das
pacientes engravidaram com uma taxa de implantacéo de
18,9%. Quando se utilizou G1.2/G2.2 as taxas de gravidez
e implantagao foram 28,9% com 14,9% respectivamente
(Almodin et al., 2001). Uma diferenga importante entre o
estudo de Schoolcraft et al. (1999) e o0 nosso é que nds
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usamos o G1/G2 “comercial” no cultivo dos embrides,
meio este que passou por transporte e provavelmente
oscilagbes de temperatura, entre outras, que poderiam
causar danos aos embrides. Infelizmente, no Brasil ndo
temos nenhuma empresa nacional que produza meios
de cultura para embrides, com isso quando comegamos
a utilizar o lote do meio ele ja esta preparado ha algum
tempo, devido a dificuldade de acesso aos produtos im-
portados. Como as maiorias dos meios de cultura tém uma
validade curta, fica bastante dificil sua utilizagdo dentro
das melhores condicdes.

Resolvemos, entdo, verificar se poderiamos melhorar
nossos resultados com meios preparados em nosso
proprio Servigco, com validade de apenas 3 semanas e
controle de qualidade com embrides bovinos. Os meios
de cultura podem ser preparados “em casa” ou obtidos
comercialmente. O aumento do uso de produtos comer-
ciais tem sido devido a consideracdo pratica e econdémica,
pois a preparacao dos meios “em casa” pode ser mais
laboriosa e requer equipamentos especificos, além, da
dificuldade em estabelecer um controle de qualidade. Em
contrapartida, nos meios comerciais existem variaveis ndo
controladas, como a origem e pureza dos componentes
envolvidos, além, de sua composicéo nao ser claramente
definida. Existem poucos estudos comparando meios
preparados “em casa” e comercialmente (Staessen et
al., 1994; Karamalegos et al., 1999). E nos ultimos anos
apenas comparacgdes entre os diferentes meios comerciais
tém sido realizadas (Van Langendonckt et al., 2001).

Karamelagos e Bolton fizeram um estudo comparando o
uso da solucéo balanceada Earle’s (EBSS) preparada “em
casa” com um meio equivalente muito préximo produzido
pela Medi-cult (IVF Medium; Medi-Cult, Redhill, Surrey,
UK). Os dois meios diferem na composicdo apenas no
suplemento de antibiético e proteina usados e na con-
centracdo de piruvato. Ndo houve diferenga significante
nas taxas de fertilizagdo, gravidez ou implantacéo entre os
dois grupos. No entanto diferenca estatisticamente signi-
ficante entre os dois grupos foi identificada no nimero de
ciclos com falha de fertilizagao, e na taxa de clivagem de
embrides que desenvolveram 2 PN. Muitos ciclos resul-
taram em falha de fertilizagdo quando os ovdcitos foram
inseminados em meio Medi-Cult (10/230) que em EBSS
(1/218), apesar da inseminagdo com espermatozdides
aparentemente normais. Dos 10 ciclos que resultaram
em falha de fertilizacdo, 6 obtiveram fertilizacédo e trans-
feréncia de embrides em seus subseqiientes ciclos de
tratamento. Embrides em estagio de pro-nucleo sofreram
a primeira divisdo mais rapidamente em Medi-Cult que em
EBSS. Embrides que clivam mais rapidamente parecem
ter um potencial de implantacdo maior, entretanto néo
houve diferenca na taxa de implantagcdo entre os dois
meio (Karamalegos et al., 1999).

No trabalho de Karamalegos & Bolton eles obtiveram falha
de fertilizacdo em 10/230 ciclos quando usaram o IVF da
Medi-cult, sendo que 4 foram usando o mesmo lote de
meio, entretanto mais 12 ciclos foram realizados com o
mesmo meio resultando em fertilizagcdo. Foi comentado
no trabalho que ndo houve diferenca significativa nas
taxas de fertilizagao, clivagem, morfologia embrionaria,
implantacéo e gravidez com relagéo aos diferentes lotes,
mas, como os dados ndo sao mostrados, fica dificil dizer
se esses resultados excluiram ou néo os ciclos com falha

Fertilizacé&o In-vitro

de fertilizagdo da andlise estatistica. Outra questao im-
portante que nao fica clara é se as falhas de fertilizagao
ocorreram proximas aos prazos de validade dos lotes.
Por esse motivo, resolvemos usar um meio preparado
“em casa”, com um prazo de validade mais curto que
0S meios comerciais apresentam, tentando minimizar
possiveis transtornos quanto a validade e transporte do
meio, devido & nossa dificuldade em adquirir produtos
nao nacionais.

Em nosso estudo, em que utilizamos o meio GV, denomi-
nado e preparado por nés, obtivemos taxas de gravidez
clinica de 38,77 %, com 7,14% de aborto, demonstrando-
se superior a outros anos, com o uso de outros meios.
Apenas quando utilizamos células Vero os resultados
foram semelhantes. Nosso meio é considerado em termos
de literatura um meio simples para transferéncia até o dia
3 de desenvolvimento, portanto ndo acreditamos que os
constituintes sejam os responsaveis pelos resultados. O
principal resultado de nosso estudo foi a homogeneidade
dos nossos resultados em termos de lote. N&do houve
diferenca em termos de taxas de gravidez e implantacéo
de acordo com os lotes (dados ndo mostrados). Acredi-
tamos que seja devido ao fato do prazo de validade de
apenas 3 semanas determinado aos meios de cultivo GV,
além de ndo termos tido oscilagdes devidas a transporte.
Tivemos apenas uma falha de fertilizac&do, o que é bastante
encorajador, visto que muitas clinicas no Brasil adotaram
fazer ICSI em todas as suas pacientes, para evitar esse
problema. Baseado em nossos resultados, acreditamos
que a utilizacdo de meio de cultura de mais facil acesso
pode interferir com os resultados. Pretendemos fazer ou-
tras formulacdes de meios mais complexos inclusive para
cultura até blastocisto, para maiores avaliagdes.
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Resumo

Endometriose é definida como presenca de tecido endometrial
fora da cavidade uterina. Apesar de ter sido associada pela
primeira vez em 1927 com alteragdes na pelve feminina, ain-
da é enigmatica a sua etiopatogenia. Diversas teorias foram
aventadas como menstruagao retrégrada e metaplasia cel6-
mica. Mais recentemente, alteragdes imunoldgicas tém sido
estudadas nas mulheres com endometriose como alteragdes
nas células NK, mondcitos e macréfagos, linfécitos auxiliares
e interleucinas demonstrando muita consisténcia.

ABSTRACT

Endometriosis is a disease defined as the presence of endo-
metrial tissue outside uterine cavity. Despite it has been first
associated in 1927 with pelvic anatomic abnormalities, its
precise pathogenesis is still unknow. Multiple theories were
considered as retrograde menstruation and and coelomic
metaplasia. More recently, functional changes in immunolo-
gical components have been investigated among women with
endometriosis as disfuntion in natural killers cells, monocytes,
macrophages, lynphocytes and cytokines.
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INTRODUCAO

A endometriose € uma doencga caracterizada pela presenca
de tecido endometrial fora da cavidade uterina (Koninckx,
P. R.,1994; Nisolle, M. and Donnez, J.,1997; Olive, D. L. and
Schwartz, L. B.,1993e). Em 1927, SAMPSON (Sampson, J.
A,1927) foi o primeiro autor a caracterizar a endometriose
como uma patologia responsavel por alteragdes na pelve
feminina. A etiopatogenia da endometriose é enigméatica e
esta baseada nas teorias mais conhecidas, como a metapla-
sia celdmica, os implantes ectdpicos e a indugéo de células
multipotenciais.

Estima-se que 10% a 15% da populagéo feminina apresenta
endometriose (Bancroft, K., Vaughan Williams, C. A.et al,1989;
Muse, K. N. and Wilson, E. A.,1982; Olive, D. L. and Schwartz,
L. B.,1993a; Olive, D. L. and Schwartz, L. B.,1993b). Essa
doenca pode ser assintomatica, ocorrendo diagnéstico,
muitas vezes, somente ao acaso, assim como pode levar a
incapacidade de gestar ou causar varios graus de desconforto
pélvico. E uma patologia de importancia clinica ginecolégica
e na medicina reprodutiva sendo foco de constante pesquisa.
A associacao entre endometriose e infertilidade ja foi estabe-
lecida através de estudos que mostraram que mulheres com
endometriose tem 20 vezes mais chances de serem inférteis
(Muse, K. N. and Wilson, E. A.,1982). Outros estudos classicos
demonstraram que trinta a sessenta por cento das pacientes
com endometriose apresentam infertilidade associada (Kist-
ner, R. W.,1975; QOlive, D. L. and Schwartz, L. B.,1993c).

As pacientes com endometriose moderada ou grave, se-
gundo a classificagdo da Sociedade Americana de Medicina
Reprodutiva (1997), apresentam um substrato anatdomico
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para sua incapacidade de gestar, tendo uma apresentacao
mais evidente desta patologia. Entretanto, na auséncia deste
substrato anatémico, séo propostos varios mecanismos para
a etiologia da infertilidade de pacientes com endometriose
minima ou leve, sem, até o momento, haver uma definicdo
clara a respeito (Candiani, G. B., Vercellini, Pet a/,1991; In-
oue, M., Kobayashi, Y.et al,1992; Muse, K. N. and Wilson, E.
A.,1982; Olive, D. L. and Schwartz, L. B.,1993d).

Aspectos Imunolégicos na endometriose

Diversos estudos tém associado a endometriose com mudangas
na imunidade humoral e celular que sugere que uma resposta
inadequada pode explicar a falha em remover células endome-
triais da cavidade peritoneal, permitindo o implante de focos
ectopicos de endométrio (SPEROFF, L. and Fritz, M.,2005). Em
mulheres com endometriose essas células parecem estar ativa-
das para secrecéo de fatores que contribuem para proliferagao
de endométrio ectopico(Berkkanoglu, M. and Arici, A.,2003).

Estima-se que a porcentagem de mulheres que apresen-
tem menstruagéo retrograda gira em torno de 76-90%,
entretanto, apenas uma pequena parcela dessas mulheres
apresenta endometriose (Berkkanoglu, M. and Arici, A.,2003).
A habilidade dos implantes endometriais se estabelecerem
e sobreviverem na cavidade pélvica pode estar relacionada
com resposta imune falha ou aberrante (Paul, Dmowski W.
and Braun, D. P.,2004). Foi sugerido que o sistema imune
seria responsavel pela remogdo das células endometriais
da cavidade peritoneal de pacientes saudaveis, sendo que
uma falha no sistema de apoptose ou na imunidade celular
poderia ser o fator desencadeante da implantagéo de células
endometriais no periténio (Paul, Dmowski W. and Braun, D.
P.,2004). Crescimento endometrial ectépico, infiltragdo de
células imunes, presenca de citocinas inflamatérias, fatores
de crescimento, angiogénese sdo resposta inflamatoérias
presentes nos implantes endometriais (Lebovic, DI, Mueller,
MDet a/,2001; Paul, Dmowski W. and Braun, D. P.,2004).

Introducao ao sistema imune

As células que compdem o sistema imune se dividem em
linfécitos que englobam as células B, T e Natural Killers ;
fagocitos incluindo mondécitos, neutrdéfilos e eosindfilos e
células auxiliares — basofilos, mastocitos e plaquetas (Roitt,
| Brostoff J Male D and .,2005). Os linfocitos T tém como ta-
refa reconhecimento de antigenos, auxiliar os linfécitos B na
diferenciacéo celular e na produgao de anticorpos, além de
auxiliar fagécitos na destruicao de patdgenos (Roitt, | Brostoff
J Male D and .,2005)

Os linfocitos T reconhecem antigenos de microorganismos
intracelulares, destruindo-os ou destruindo as células infec-
tadas, n&o sendo, entretanto capazes de produzir anticorpos
(Abbas, AK and Lichtman, AH,2005). Existem populacées
funcionalmente distintas entre as quais se encontra as células
T auxiliares (helper) e T citoliticos. Em resposta ao estimulo
antigénico, os linfocitos T auxiliares secretam proteinas deno-
minadas citoquinas (Abbas, AK and Lichtman, AH,2005).

As citoquinas, além de desempenharem a fungéo de estimular
a proliferagéo e diferenciacdo das células T (Abbas, AK and Li-
chtman, AH,2005), podem ser sintetizadas pelos macréfagos
peritoneais, pelos implantes endometriais ectopicos ou pelas
células mesoteliais do peritonio (Kyama, C. M., Debrock, S.et
al,2003). Ainda desempenham papel importante na regulagédo
da proliferagéo, ativacédo, motilidade, adeséo, quimiotaxia e
morfogénese celular e sdo fundamentais na iniciagéo, pro-
pagacao e regulacido da resposta inflamatoria e imunolégica
(Bedaiwy, M. A., Falcone, T.et al,2002).

O fluido peritoneal normalmente contém inimeras células,
incluindo macréfagos, células mesoteliais, linfocitos, eosi-
néfilos e mastécitos. Subpopulacdes de linfécitos T helper
podem ser classificados em T helper 1(Th1) e T helper 2 (Th2)
dependendo do perfil de citocinas secretadas. As células Th1
produzem interferon (IFN-y), IL2 e fator de necrose tumoral
(TNF -0) e estdo envolvidos em imunidade mediada por
células. (Kwak-Kim, J. Y., Chung-Bang, H. S.et a/,2003).0s
linfécitos Th2 produzem apenas as seguintes citocinas: IL4,
IL5, IL6, IL9, IL10, IL13 e estao envolvidos no desenvolvimento
de imunidade humoral contra patégenos. Tabela 1.

Tabela 1- Producgéo de citoquinas pelos linfécitos Thelper

Th1 Imunidade Celular Th2 Imunidade Humoral
IFN-y IL-4
IL-2 IL-5
TNF-a IL-6
IL-9
IL-10
IL-13

IMmunoLoGIA E ENDOMETRIOSE

Imunidade Celular

Mondcitos e macréfagos produzem fatores relacionados com
imunidade celular e humoral. Nas pacientes com endome-
triose, mondcitos e macréfagos estdo em maior nimero no
liquido peritoneal e demonstram niveis mais altos de atividade
quando comparadas com controles saudaveis, sendo maior
a producdo de Fator de Necrose Tumoral, interleucinas 6 e
8(Paul, Dmowski W. and Braun, D. P.,2004). Parece haver,
também, uma deficiéncia nos receptores dessas células
que s&o responsaveis pela atividade fagocitica (scavenger
receptors) facilitando a implantacao de células de endométrio
ectopico (Berkkanoglu, M. and Arici, A.,2003; Paul, Dmowski
W. and Braun, D. P.,2004). Fator inibitério de migragéo é uma
citocina produto de linfécitos e macrofagos ativado, secre-
tado também por células endometriais, sendo que Machutte
et al. demonstraram a redugéo deste fator em mulheres com
endometriose associada a infertilidade ou a dor(Mahutte, N.
G., Matalliotakis, I. M.et al,2004).

Células Natural Killers sao linfocitos responsaveis pela vigilan-
cia e destruigado de células infectadas ou com transformagéo
maligna (Somigliana, E., Vigano, Pet al,1999). Realizam essa
tarefa através de imunoglobulinas IgG ou do reconhecimen-
to de receptores especificos que ativam (killer-activating
receptors) ou inibem (killer-inhibitory receptors) a atividade
celular citotoxica (Paul, Dmowski W. and Braun, D. P.,2004;
Somigliana, E., Vigano, Pet a/,1999). H4 uma diminui¢do im-
portante da citotoxicidade peritoneal e periférica em relagéo
ao endométrio autélogo e heterdlogo em mulheres com endo-
metriose (Berkkanoglu, M. and Arici, A.,2003; Somigliana, E.,
Vigano, Pet al,1999). Defeitos funcionais foram descritos por
autores independentes (Somigliana, E., Vigano, Pet al,1999)
e mais recentemente a expressao de receptores inibitérios
das células natural killers parece estar aumentada nestas
pacientes (Wu, M. Y., Yang, J. H.et a/,2000), contribuindo para
o desenvolvimento da doenca.

Imunidade Humoral

Ja foi demonstrada ativagdo policlonal de linfocitos B, anor-
malidade imunoldgica na funcdo de células T e B, alteragéo na
apoptose e no envolvimento sistémico em mulheres com endo-
metriose (Paul, Dmowski W. and Braun, D. P.,,2004). Entretanto,
ndo ha ainda base imunoldgica sélida para denominarmos essa
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patologia de autoimune, pois nado foi identificada associacéo
com nenhum alelo HLA ou prova alguma da ativagao do siste-
ma complemento no endométrio ectopico. A associacéo entre
anormalidade em autoanticorpos e endometriose pode ajudar
a explicar a infertilidade associada a essa doencga, assim como
a maior taxa de falha de implantacéo apds fertilizagéo in vitro
nestas pacientes (Paul, Dmowski W. and Braun, D. P.,2004).

Estudos tém encontrado niveis elevados de inumeras citoqui-
nas no fluido peritoneal de mulheres com endometriose, impli-
cando entdo essas citoquinas no desenvolvimento e progres-
sé@o da endometriose (Harada, T., Iwabe, T.et a/,2001; Kyama,
C. M., Debrock, S.et al,2003). As citoquinas encontradas em
mulheres com endometriose incluem, até o presente momento:
IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, interferon-y, fator
de necrose tumoral (TNF) entre outros (Bedaiwy, M. A., Falcone,
T.et al,2002; Harada, T., Iwabe, T.et a/,2001).

A producgéo de interleucina 6 parece ser diferente em pacien-
tes com e sem endometriose, assim como a interleucina 12
ndo demonstra associagdo com a doenga(Harada, T., lwabe,
T.et al,2001). Fator de necrose tumoral e IL-8 foram encon-
trados em niveis maiores no fluido peritoneal de pacientes
com endometriose, em compensagao o interferom gama
parece estar dimunuido (Barcz, E., Kaminski, P.et a/,2000)
As citoquinas podem regular a agéo de leucécitos no fluido
peritoneal ou agir diretamente no endométrio ectopico, onde
podem exercer varios papéis na patogénese e fisiopatologia
da endometriose. Um sumario das evidéncias disponiveis
entre alteragdes imunoldgicas e endometriose pode ser visto
na tabela 2.

Tabela 2 - Sumario das evidéncias entre alteragdes imunoldgicas e
endometriose

Fator imunoldgico estudado | Autor (referéncia)
Monécitos e macrofagos Mahute, 2004

Célula NK Somigliana, 1999; Wing-Yi Wu, 2000
Th1/Th2 Podgaec,2007; Antsiferova, 2005
Citocinas Harada, 2001

VEGF (vascular endothelial growth factor)é uma glicopro-
teina com atividade angiogénica potente e capacidade de
aumentar perfusao capilar (Barcz, E., Kaminski, Pet al,2000;
Donnez, J., Smoes, P.et al,1998). De acordo com a teoria da
menstruacao retrégrada, a neovascularizagdo seria um passo
essencial para o estabelecimento e crescimento de implantes
ectopicos, sendo que essa glicoproteina foi aventada como
um dos fatores possiveis para etiologia da endometriose
(Donnez, J., Smoes, Pet al,1998; Gagn, D., Pag, M.et a/,2003;
McLaren, J., Prentice, A.et al,1996). Estudos com esse fator
sdo conflitantes. E comprovada a presenca dessa proteina no
fluido peritoneal e alguns estudos demonstraram uma maior
concentragdo desta no fluido peritoneal de pacientes com
endometriose (Barcz, E., Kaminski, P.et a/,2000; McLaren,
J., Prentice, A.et al,1996), enquanto outros ndo encontraram
essa associacao (Barcz, E., Kaminski, Pet al,2001). Lesdes
avermelhadas parecem ter uma expressdo maior desta pro-
teina, assim como o endométrio eutdpico de pacientes com
endometriose (Donnez, J., Smoes, Pet al,1998).

IGF (insuline-like growt factor) é peptideo mitogénico potente,
mediador do estrogénio, que ja foi demonstrado no fluido peri-
toneal, assim como uma familia de proteinas ligadoras de IGF
(IGFBP)(Kim, J. G., Suh, C. S.et al,2000). Um estudo investigou
os niveis dessas proteinas no flido peritoneal de pacientes
com endometriose, encontrando niveis aumentados de IGF-l e
diminuidos de IGFBP-3 em pacientes com endometriose(Kim,
J. G., Suh, C. S.et al,2000). Nosso grupo avaliou a presenga

Aspectos Imunoldgicos

Grafico 1 - Modelo proposto para alteragdées imunolégicas em pacientes
com endometriose — haveria uma alteragdo tanto na resposta celular (Th1)
como humoral (Th2) com diminui¢do da ativagdo macrocitaria e de célu-
las NK, assim como secrec¢é@o de algumas interleucinas (anormalidades
marcadas em vermelho).

desses mesmos fatores no fluido folicular de pacientes com
endometriose submetidas a FIV/ICSI e ndo endontrou dife-
rencas entre as pacientes com endometriose ou com fator
tubario (Cunha-Filho, J. S., Lemos, N. A.et a/,2003).

Estresse oxidativo € um processo que acontece quando
existe um desequilibrio entre a producéo de radicais livres
e antioxidantes, sendo que esse processo ja foi estudado
em diversas patologias como pré eclampsia, aterosclerose
e infertilidade masculina e feminina(Jackson, L. W., Schis-
terman, E. Fet al,2005). Alguns estudos tém demonstrado
uma associagao positiva da presenca de marcadores desse
processo com a presenca de endometriose. Entretanto um
estudo recente avaliou a presenca de TBARS ( thiobarbituric
acid-reacting substances), vitaminas antioxidantes solUveis
em gordura (vitamina A, viatamina E, licopeno e b-caroteno)
entre outros produtos do estresse oxidativo no soro de mu-
Iheres com e sem endometriose, encontrando apenas uma
associacéao estatistica fraca com os niveis de vitamina E e a
presenca de endometriose (Jackson, L. W., Schisterman, E.
F.et al,2005).

Outros fatores imunoldgicos sollveis tém sido estudados
em fluido peritoneal de mulheres com endometriose. Angio-
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genina, um fator associado com processo de angiogénese,
encontra-se aumentado em mulheres com endometriose com
uma possivel correlacdo entre seus niveis e a extensdo da
doencga (Suzumori, N., Zhao, X. X.et al,2004). Leptina, um mo-
dulador inflamatério potente, foi estudado tendo os trabalhos
resultados contraditérios levando a crer que esse fator ndo
tem associagdo com a presenga de endométrio ectdpico na
cavidade (Kavoussi, S. K., Mueller, M. D.et al,2006; Wertel, I.,
Gogacz, M.et al,2005).

Ha evidéncia substancial de que alteracbes imunolégicas
no fluido peritoneal podem ter um papel significativo na
infertilidade associada com endometriose (Berkkanoglu, M.
and Arici, A.,2003). Estudos demonstram dificuldade de im-
plantacdo em pacientes com endometriose (Berkkanoglu, M.
and Arici, A.,2003), assim como coorte folicular pior nessas
pacientes (Lemos, N. A., Arbo, E.et a/,2007), o que poderia
estar correlacionado com alteragdes imunoldgicas séricas ou
do fluido peritoneal.

De acordo com os dados disponiveis atualmente podemos con-
siderar a endometriose como uma doencga com fisiopatologia
ainda ndo esclarecida, mas com evidentes bases imunoldgicas,
seja na possibilidade de implantacéo e sobrevivéncia do endo-
métrio ectopico na cavidade peritoneal ou na sua associagéo
com infertilidade e dor. Considerando todas as evidéncias
disponiveis e linhas de investigacao da endometriose do ponto
de vista imunoldgico, acreditamos que poderemos, no futuro,
encontrar marcadores séricos ou do fluido peritoneal que
possam contribuir para o diagnoéstico ou até mesmo encontrar
uma linha de tratamento para essa patologia.

RErFeERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

1. Revised American Society for Reproductive Medicine classification of
endometriosis: 1996.Fertil Steril,67:817-821,1997.

2. Abbas, AK and Lichtman, AH-Imunologia Celular e Molecular.Rio de
Janeiro: Elsevier,2005.

3. Bancroft, K., Vaughan Williams, C. A., and Elstein, M.-Minimal/mild endo-
metriosis and infertility. A review.Br.J.Obstet.Gynaecol.,96:454-460,1989.

4. Barcz, E., Kaminski, P., and Marianowski, L.-Role of cytokines in patho-
genesis of endometriosis.Med.Sci.Monit.,6:1042-1046,2000.

5. Barcz, E., Kaminski, P., and Marianowski, L.-[VEGF concentration in perito-
neal fluid of patients with endometriosis].Ginekol.Pol.,72:442-448,2001.

6. Bedaiwy, M. A,, Falcone, T., Sharma, R. K., Goldberg, J. M., Attaran, M.,
Nelson, D. R., and Agarwal, A.-Prediction of endometriosis with serum and
peritoneal fluid markers: a prospective controlled trial. Hum.Reprod.,17:426-
431,2002.

7. Berkkanoglu, M. and Arici, A.-Immunology and endometriosis.Am J Reprod
Immunol,50:48-59,2003.

8. Candiani, G. B., Vercellini, P., Fedele, L., Colombo, A., and Candiani, M.-
Mild endometriosis and infertility: a critical review of epidemiologic data,
diagnostic pitfalls, and classification limits.Obstet.Gynecol.Surv.,46:374-
382,1991.

9. Cunha-Filho, J. S., Lemos, N. A,, Freitas, F. M., Kiefer, K., Faller, M., and
Passos, E. P-Insulin-like growth factor (IGF)-1 and IGF binding protein-1
and -3 in the follicular fluid of infertile patients with endometriosis.Hum.
Reprod.,18:423-428,2003.

10. Donnez, J., Smoes, P., Gillerot, S., Casanas-Roux, F., and Nisolle,
M.-Vascular endothelial growth factor (VEGF) in endometriosis.Hum
Reprod,13:1686-1690,1998.

11. Gagn, D., Pag, M., Robitaille, G., Hugo, P., and Gosselin, D.-Levels of
vascular endothelial growth factor (VEGF) in serum of patients with endo-
metriosis.Hum Reprod,18:1674-1680,20083.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.
30.

31.

32.
33.

34.

35.

. Harada, T., lwabe, T., and Terakawa, N.-Role of cytokines in endometriosis.

Fertil.Steril.,76:1-10,2001.

. Inoue, M., Kobayashi, Y., Honda, ., Awaji, H., and Fujii, A.-The impact of en-

dometriosis on the reproductive outcome of infertile patients.Am.J.Obstet.
Gynecol.,167:278-282,1992.

. Jackson, L. W,, Schisterman, E. F,, Dey-Rao, R., Browne, R., and Armstrong,

D.-Oxidative stress and endometriosis.Hum Reprod,20:2014-2020,2005.

. Kavoussi, S. K., Mueller, M. D., and Lebovic, D. |.-Expression of mannose-

binding lectin in the peritoneal fluid of women with and without endometrio-
sis.Fertil Steril,85:1526-1528,2006.

. Kim, J. G, Suh, C. S., Kim, S. H., Choi, Y. M., Moon, S. Y., and Lee, J.

Y.-Insulin-like growth factors (IGFs), IGF-binding proteins (IGFBPs), and
IGFBP-3 protease activity in the peritoneal fluid of patients with and without
endometriosis.Fertil Steril,73:996-1000,2000.

. Kistner, R. W.-Management of endometriosis in the infertile patient.Fertil.

Steril.,26:1151-1166,1975.

. Koninckx, P. R.-Is mild endometriosis a condition occurring intermittently

in all women?Hum.Reprod.,9:2202-2205,1994.

. Kwak-Kim, J. Y., Chung-Bang, H. S., Ng, S. C., Ntrivalas, E. I., Mangubat,

C. P, Beaman, K. D., Beer, A. E., and Gilman-Sachs, A.-Increased T helper
1 cytokine responses by circulating T cells are present in women with re-
current pregnancy losses and in infertile women with multiple implantation
failures after IVF.Hum.Reprod.,18:767-773,20083.

Kyama, C. M., Debrock, S., Mwenda, J. M., and D’Hooghe, T. M.-Potential
involvement of the immune system in the development of endometriosis.
Reprod.Biol.Endocrinol.,1:123-2-12-2003.

Lebovic, DI, Mueller, MD, and Taylor, RN-Immunobiology of endometrisis.
Fertil.Steril.,75:1-10,2001.

Lemos, N. A., Arbo, E., Scalco, R., Weiler, E., Rosa, V., and Cunha-Filho, J.
S.-Decreased anti-Mullerian hormone and altered ovarian follicular cohort
in infertile patients with mild/minimal endometriosis.Fertil Steril,9-7-2007.

Mahutte, N. G., Matalliotakis, I. M., Goumenou, A. G., Koumantakis, G.
E., Vassiliadis, S., and Arici, A.-Elevations in peritoneal fluid macrophage
migration inhibitory factor are independent of the depth of invasion or stage
of endometriosis.Fertil Steril,82:97-101,2004.

McLaren, J., Prentice, A., Charnock-Jones, D. S., and Smith, S. K.-Vascular
endothelial growth factor (VEGF) concentrations are elevated in peritoneal
fluid of women with endometriosis.Hum Reprod, 11:220-223,1996.

Muse, K. N. and Wilson, E. A.-How does mild endometriosis cause
infertility?Fertil. Steril.,38:145-152,1982.

Nisolle, M. and Donnez, J.-Peritoneal endometriosis, ovarian endometriosis,
and adenomyotic nodules of the rectovaginal septum are three different
entities.Fertil.Steril.,68:585-596,1997.

Olive, D. L. and Schwartz, L. B.-Endometriosis.N.Engl.J.Med.,328:175
9-1769,17-6-1993c.

Paul, Dmowski W. and Braun, D. P.-lmmunology of endometriosis.Best.
Pract.Res.Clin.Obstet.Gynaecol., 18:245-263,2004.

Roitt, | Brostoff J Male D and .-Imunologia.Sao Paulo:Manole,2005.

Sampson, J. A-Peritoneal endometriosis due to menstrual dissemination
of endometrial tissue into peritoneal cavity.Am.J.Obstet.Gynecol.,14:422-
435,1927.

Somigliana, E., Vigano, P., and Vignali, M.-Endometriosis and unexplained
recurrent spontaneous abortion: pathological states resulting from aber-
rant modulation of natural killer cell function?Hum Reprod Update,5:40-
51,1999.

SPEROFF, L. and Fritz, M.-Infertility.Philadelphia: LWW,2005.

Suzumori, N., Zhao, X. X., and Suzumori, K.-Elevated angiogenin levels in
the peritoneal fluid of women with endometriosis correlate with the extent
of the disorder.Fertil Steril,82:93-96,2004.

Wertel, I., Gogacz, M., Polak, G., Jakowicki, J., and Kotarski, J.-Leptin is
not involved in the pathophysiology of endometriosis-related infertility.Eur
J Obstet Gynecol Reprod Biol, 119:206-209,2005.

Wu, M. Y., Yang, J. H., Chao, K. H., Hwang, J. L., Yang, Y. S., and Ho, H.
N.-Increase in the expression of killer cell inhibitory receptors on perito-
neal natural killer cells in women with endometriosis.Fertil.Steril.,74:1187-
1191,2000.

JBRA - Jornal Brasileiro de Reprodugéo Assistida | V. 11 | n° 4 | Outubro-Novembro-Dezembro / 2007



Reproducao Assistida e
Malformacdes Congénitas

Assisted Reproduction and
Congenital Malformations

Diniz P.', Costa Lima M.A.?*

' Centro de Medicina da Reprodugao (CEMERJ), Rio de Janeiro,
Brasil

2 Departamento de Biologia Celular e Genética, Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ), Rio de Janeiro, Brasil

* autor para correspondéncia

Marcelo A. Costa Lima

Departamento de Biologia Celular e Genética, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro. Rua Sao Francisco Xavier 524,
Pavilhdo Haroldo Lisboa da Cunha sala 218.

Maracang, Rio de Janeiro, Brasil.

CEP 20550-013

email: marlima@uerj.br

Resumo

Os avancos na area de Medicina Reprodutiva vém permitindo
que um numero cada vez maior de casais com dificuldades
ou impedimentos reprodutivos alcance a gravidez desejada.
A partir do desenvolvimento da injecéo intracitoplasmatica
de espermatozoide, um salto quantitativo foi alcangado pela
reproducédo assistida, propiciando oportunidade de gesta-
¢ao mesmo em casais com severos fatores masculinos de
infertilidade.

Uma das principais questdes que vem acompanhando a
disseminacao destas metodologias é a possivel associagéo
entre a aplicagcdo destas técnicas e um aumento no risco
de ocorréncia de defeitos congénitos. Enquanto alguns
estudos apresentam resultados de associacédo positiva
outros demonstram que o risco é semelhante ao observado
em concepgdes naturais. Comparagoes entre as diferentes
metodologias também revelam resultados controversos. A
questdo é polémica e um maior nimero de estudos prospec-
tivos se faz necessario para que possa chegar a conclusdes
concretas.

Unitermos: defeitos congénitos, FIV, ICSI, reproducéao assis-
tida, malformagdes congénitas

ABSTRACT

The advances in Reproductive Medicine have allowed a
growing number of couples with difficulties or reproductive
impediments to achieve the desired pregnancy. From the
development of the intracytoplasmic sperm injection, a

Recebido em 09/11/2007
Avaliado e aceito em 29/11/2007

quantitative jump was reached and even couples with severe
masculine factors of infertility could be treated. One of the
main questions that came following the dissemination of these
methodologies is the association between these techniques
and an increased the risk of congenital malformations.
While some studies present positive association data,
others demonstrate that the risk is similar to the observed
in natural conceptions. Comparisons between the different
methodologies also disclose controversial results. The issue
is controversial and more prospective studies are necessary
to get concrete conclusions.

Keywords: birth defects, IVF, ICSI, assisted reproduction,
congenital malformations

INTRODUCAO

Os avangos no campo da Medicina Reprodutiva vém permitin-
do que casais com sérios problemas de fertilidade alcancem
a gravidez almejada. Em particular, quando o caso envolve
fatores masculinos severos, o desenvolvimento da técnica de
injecéo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) (Palermo
et al., 1992) iniciou uma nova era na reproducgao assistida.

O desenvolvimento técnico e metodoldgico vem possibilitan-
do a um numero cada vez maior de casais 0 acesso a estas
metodologias. Segundo dados do Registro Latino Americano
de Reproducéo Assistida, foram realizados 21.034 ciclos em
117 clinicas de 12 paises no ano de 2003. Na Europa, foram
registrados 289.690 ciclos em 579 clinicas de 23 paises no
ano de 2001 (Nyboe Andersen et al., 2005). Dados recentes
sugerem que 1-3% dos nascimentos nos paises desenvolvi-
dos ocorram através da utilizacéo de Técnicas de Reproducéo
Assistida (TRA) (Shiota & Yamada, 2005).

Estima-se que cerca de 2-3% dos individuos apresentem al-
gum tipo de defeito ao nascimento, ou seja, uma malformagéo
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congénita. Diversos fatores estdo associados a ocorréncia
de defeitos congénitos, incluindo anomalias cromossomicas,
mutagdes génicas, disturbios epigenéticos e doencas multifa-
toriais. Anomalias cromossémicas sao identificadas em cerca
de 1/160 neonatos (Hsu, 1998), ao passo que a prevaléncia
populacional das doencas multifatoriais € de 1-2/1000. Ja
as sindromes e doengas monogénicas, em conjunto com as
doencas epigenéticas, possuem prevaléncias estimadas em
1/1.000 a 1/20.000. Quando o defeito provoca algum tipo
de perturbacéo na funcionalidade do organismo ou requer
corregao cirurgica, € referido como malformagao congénita
severa (MCS).

Diversos estudos vém propondo uma associagao entre a utili-
zacao de TRA e um aumento no risco de ocorréncia de MCS,
principalmente as anomalias cromossémicas e os defeitos nos
sistemas cardiovascular, urogenital e muscular/esquelético.
Uma maior apreensio € observada nos casos que envolvem
ICSI, por se tratar de uma metodologia desenvolvida com
pouca experimentacdo em animais e que vem sendo cada
vez mais utilizada (Ménézo et al., 2000).

Apresentamos uma revis&o sobre as recentes contribuigdes
sobre o tema.

Malformacoes Congénitas e Técnicas de
Reproducao Assistida

Um numero crescente de casais vem recorrendo a TRA devido
ao rapido progresso alcangado pela Medicina Reprodutiva e,
atualmente, mesmo casais com graves problemas de inferti-
lidade podem alcancar sucesso ap0s tratamentos para infer-
tilidade. Com isso, o niumero de conceptos gerados através
de TRA vem aumentando a cada ano, e diversas questdes
relacionadas a possiveis riscos associados as metodologias
comegam a emergir.

Uma série de trabalhos publicados nos ultimos anos vem
sugerindo um aumento na incidéncia de MCS em associagéo
a utilizacado de TRA. As evidéncias ainda ndo sao definitivas e
nao foi esclarecido se o possivel aumento no risco é devido
ao procedimento ou a possiveis componentes bioldgicos
dos pacientes (Ludwig & Katalinic 2003; Buckett & Tan, 2005).
Fatores potencialmente associados ao aumento de risco
sdo gestacdo multipla e prematuridade, que ocorrem mais
frequentemente apos TRA.

Estudos recentes sugerem que o aumento no risco seja
principalmente influenciado por fatores biolégicos dos ge-
nitores (Katalinic et al., 2004; Kallen et al., 2005). Geralmen-
te, mulheres que recorrem a TRA apresentam idade mais
avangada, sdo primiparas e, podem apresentar disturbios
uterinos (Hansen et al., 2002; Wittemer et al., 2004; Katalinic
et al., 2004). Dentre os fatores masculinos de infertilidade, ja
foi observado que homens com parametros espermaticos
anormais, varias das vezes, sdo portadores de alteragdes
genéticas. Pacientes com auséncia congénita de vaso defe-
rente podem apresentar mutacdes no gene (Patrizio et al.,
1993) e pacientes com oligozoospermia ou azoospermia nao
obstrutiva podem ser portadores de microdele¢des na regido
AZF (Girardi et al., 1997).

Na maior parte dos trabalhos ndo ha distincao em relacéo
a forma de obtencéo dos gametas e este parametro pode,
eventualmente, estar associado a um risco aumentado em
relacéo a defeitos congénitos, anomalias cromossémicas ou
disturbios de (Fedder et al., 2007). Malformacdes congénitas
associadas a utilizagdo de espermatides ja foram relatadas
na literatura (Zech et al., 2000), entretanto, ndo ha evidéncia
concreta que confirme esta associagdo (Ludwig & Katalinic
2002; Bonduelle et al., 2002; Fedder et al., 2007).

Os dados brutos de associagéo entre MCS e TRA podem iden-
tificar uma correlagéo que perde a significancia estatistica ou
torna-se limitrofe apds ajuste para fatores de risco potenciais.
Bergh et al. (1999), em um estudo retrospectivo envolvendo
5.856 criangas concebidas através de TRA determinou um
risco relativo (RR) de 1,39 (Intervalo de Confianca — IC 95%
1.25-1.54), sem, contudo, realizar ajustes para idade materna
e paridade. A analise de 1.303 conceptos gerados através de
TRA em comparacgéo a 10.125 controles naturalmente conce-
bidos revelou um risco de 0,93 (IC 95% 0,63-1,24) (Xiaoyan,
2003). Um risco de 1,75 (IC 95% 1,19-2,58) foi observado
em uma amostragem de 1.139 criancas concebidas através
de ICSI apds ajuste em relagéo a regido, ano de nascimento
e idade materna, por Wennerholm et al. (2000), entretanto, a
segregacado de gestacgdes Unicas e multiparas decresceu o
risco para 1,19 (IC 95% 0,79-1,81).

Katalinic et al. (2004), comparando 2.687 crian¢as concebidas
por ICSI e 7.938 concebidas naturalmente, determinaram um
risco de 1,44 (IC 95% 1,25-1,65), que decresceu para 1,22
(IC 95% 1,06-1,42) apos ajuste para idade materna, histérico
prévio de malformagdes ou de natimorto. Apés classificar os
diferentes tipos de malformagao de acordo com o érgédo ou
sistema afetado, os resultados revelaram risco significativo
em malformagdes cardiacas (RR 1,52; IC 95% 1,13-2,04),
gastrointestinais (RR 2,59; IC 95% 1,46-4,62) e renais/urinarias
(RR 2,50; IC 95% 1,83-3,42).

No estudo realizado por Ericsson & Kallen (2001), com 9.175
criangas concebidas através de TRA, orisco de 1,47 (IC 95%
1,34-1,61) desapareceu apos ajuste para ano de nascimento,
idade materna, paridade e tempo de infertilidade. Entre as
malformacdes observadas, os riscos variaram de 0,4 (IC 95%
0,0-2,4) para hérnia de diafragma a 3,5 (IC 95% 1,50-6,90)
para atresia osofagica. Estes resultados foram confirmados
em um estudo posterior envolvendo 16.280 conceptos, no
qual um risco aumentado de 42% foi eliminado apds ajuste
para idade materna, tempo de infertilidade, paridade e taba-
gismo (Kallen et al., 2005). No estudo de Olson et al. (2005),
a comparagédo das taxas de defeitos congénitos entre 1.462
conceptos gerados através de FIV e 347 através de insemi-
nacao intra-uterina (IlUl) em relacdo a 8.422 criangas natu-
ralmente concebidas, revelou um risco, apds ajuste, de 1,30
(IC 95% 1,00-1,67) para FIV e 1,11 (IC 95% 0,67-1,84) para
IUI. A classificag@o dos tipos de defeito indicou associagéo
significativa apenas em relagdo as malformagdes musculares/
esqueléticas e cardiovasculares.

Bonduelle et al. (2005) relataram pouca influéncia do ajuste
para fatores sécio-demograficos no calculo de risco asso-
ciado a MCS em conceptos gerados naturalmente (n = 538),
através de ICSI (n = 540) ou FIV (n = 437), tendo determinado
umrisco de 2,77 (IC 95% 1,41-5,46) paraICSl e 1,80 (IC 95%
0,85-3,81) para FIV. A manutencao de significancia estatistica
apos ajuste para idade materna, paridade, sexo e gemelarida-
de foi também relatada por Hansen et al. (2002), ao comparar
301 criancas concebidas por ICSI e 837 por FIV com 4.000
conceptos gerados naturalmente. Neste caso, os riscos ob-
servados apos ajuste foram de 2,0 (IC 95% 1,3-3,2) para ICSI
e 2,0 (IC 95% 1,5-2,9) para FIV e a classificacéo por tipo de
malformacao indicou riscos significativos para malformacées
musculares/esqueléticas em ICSI e malformagdes urogenitais,
cardiovasculares e musculares/esqueléticas em FIV.

Por outro lado, os dados de Klemetti et al. (2005) revelaram
que os riscos de 1,31 (IC 95% 1,10-1,57) associados a FIV (n
=4.559)ede 1,21 (IC 95% 1,02-1,44) associado a outras me-
todologias de TRA (n = 4.467) perdiam significancia estatistica
quando agrupados em relacdo a sexo e gemelaridade. Neste
trabalho, entretanto, foi observado um decréscimo no risco

JBRA - Jornal Brasileiro de Reprodugéo Assistida | V. 11 | n° 4 | Outubro-Novembro-Dezembro / 2007



(RR0,45; IC 95% 0,22-0,93) em conceptos do sexo feminino,
gerados através de FIV em gestacao multipara.

A meta-analise de 19 trabalhos que incluiram 28.524 criangas
concebidas por IVF e 7.234 por ICSl realizada por Rimm et al.
(2004) revelou umrisco de 1,29 (IC 95% 1,01-1,67) de apresen-
tar defeito congénito em relagéo aos controles. A comparacgao
da ocorréncia de MCS associada a ICSI em relagdo a outras
técnicas de reproducéo assistida realizada por Lie et al. (2005)
revelou um risco relativo de 1,12 (IC 95% 0,97-1,28).

Na ampla revisao realizada por Hansen et al. (2005), cobrindo
o periodo de 1978-2003, foram identificados 25 estudos que
apresentavam resultados sobre a associacdo entre TRA e
MCS. Apds uma criteriosa avaliagdo epidemioldgica dos tra-
balhos, que incluiu a selecao dos estudos adequados a uma
meta-analise por um grupo independente de especialistas, o
risco aumentado de MCS associado a TRA foi estimado em
1,40 (IC 95% 1,28-1,53).

A utilizacdo de TRA pode, ainda, ter associagdo com MCS
provocadas por defeitos epigenéticos, ou seja, defeitos que
ndo envolvem alteragdes na seqiiéncia do DNA, mas séo
transmitidos através da divisdo celular (revisto em Gosden et
al., 2003). Os processos de metilacdo do DNA e acetilagcdo
de histonas estéo diretamente envolvidos com os fenébmenos
epigenéticos, sendo de extrema importancia para o desenvol-
vimento do organismo, através da correta regulacao espacial
e temporal da expressao génica. Estudos recentes sugerem
esta associagdo em doencas tais como as sindromes de
Beckwith-Wiedemann e Angelman, provocadas por defeitos
na regulagéo de genes que sofrem marcagédo genémica (Cox
et al., 2002; De Baun et al., 2003).

Apesar dos esforcos que vem sendo conduzidos para se estudar
a possivel associagdo entre uma maior incidéncia de MCS e a
utilizagdo de TRA, uma série de questdes permanece nao res-
pondida. Os fatores biolégicos séo efetivamente preponderantes
na incidéncia de malformacgdes? Em que grau a metodologia
pode interferir no desencadeamento das anomalias?

Aincidéncia de MCS relatada na literatura variade 1a 15% em
ICSl e 0a12% em FIV, entretanto, a ampla variedade de estra-
tégias utilizadas para coleta de dados, diferengas na definicao
de malformagdes congénitas e no registro das informagdes
relacionadas aos procedimentos utilizados impede a avaliacéo
conjunta dos dados (Hansen et al., 2005). Desta forma, para
a realizacao de estudos que permitam relacionar a incidéncia
de MCS em individuos concebidos através de TRA, torna-se
imprescindivel o registro preciso de todos os procedimentos
envolvidos com a utilizagdo da técnica, incluindo, além das
metodologias propriamente ditas, o tipo de protocolo de esti-
mulagéo, o meio de cultura, método de cultivo e o periodo de
transferéncia do embrido (Shiota & Yamada, 2005).

Uma tentativa de excluséo de fatores de risco associados a
um componente genético de infertilidade seria a determinagéo
da incidéncia de malformacdes congénitas em casais que
recorreram a TRA devido a problemas de causa primaria ndo
bioldgica, como, por exemplo, falha na reversao de ligadura de
trompas ou de vasectomia (Hansen et al., 2005) e individuos
concebidos através de TRA por casais ndo definidos como
inférteis. Esta estratégia foi utilizada no trabalho de Zhu et
al. (2006), que avaliaram a ocorréncia de MCS em prenhezes
Unicas de casais que conceberam naturalmente (grupo A; n
= 50.897), casais que conceberam naturalmente, mas séo
considerados inférteis segundo a definicdo de tempo de ten-
tativa de gestagao superior a 12 meses (grupo B; n = 5.794)
e casais inférteis que recorreram a TRA (grupo C; n = 4.588).
Os riscos calculados apds ajuste para idade de materna,
gestacao prévia, obesidade, tabagismo, ingestdo de éalcool

Malformagdes Congénitas

e café e profissdao foram de 1,20 (IC 95% 1,07-1,35) para o
grupo B e 1,39 (IC 95% 1,23-1,57) para o grupo C.

A especificagdo de protocolos aplicados, meios de cultivo
utilizados, tempo de transferéncia, dentre outros parametros,
pode auxiliar a esclarecer estas questdes. Entretanto, o tama-
nho amostral necessario para permitir um poder estatistico de
analise ndo seria alcangado por apenas um centro ou grupo
de pesquisa. Cohen (2007) sugere um trabalho multicéntrico
internacional, preferencialmente conduzido por uma Socieda-
de, Rede ou Federacao de Medicina Reprodutiva, para que o
rigor cientifico requerido possa ser alcancado.

ConcLusAo

Diversos estudos vém sugerindo uma associagéo entre a
utilizacao de técnicas de reproducéo assistida e um aumento
no risco de defeitos congénitos severos. Os resultados séo
controversos e, na maior parte dos trabalhos em que a as-
sociagdo é observada, o aumento de risco encontra-se nos
limites de significancia estatistica ou perde significancia apos
ajuste. A categorizagdo das malformacgdes sugere que defei-
tos cardiovasculares, urogenitais e musculares/esqueléticos,
em conjunto com as anomalias cromossOmicas, apresenta-
riam maior risco entre as diversas malformagdes. Entretanto,
estes dados devem ser examinados com cautela por serem
baseados em amostras de tamanho reduzido.

Diversos fatores podem contribuir para um possivel efeito
adverso na utilizacdo de TRA, entretanto, a excluséo precisa
de todos os potenciais fatores intrinsecos que podem contri-
buir para um risco aumentado de malformacdes congénitas
¢é bastante dificil. Razbes metodolégicas impedem, ainda, o
agrupamento das observacdes de diferentes centros.

Como o grau de envolvimento do componente genético em
parte dos casos de infertilidade é desconhecido, € importante
haver um questionamento sobre a possibilidade de transmis-
séo hereditaria deste componente, que pode estar efetiva-
mente associado a ocorréncia de uma anomalia. Esta questédo
torna-se relevante ja que uma série de doencas genéticas
apresenta um amplo espectro de expressao fenotipica, que
é dependente de um background genético especifico. Desta
forma, uma avaliagdo mais criteriosa dos fatores associados a
um aumento no risco de ocorréncia de malformagdes congé-
nitas severas deve ser delineada, permitindo a determinagcao
destes parametros.
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Resumo

A face e o cranio foram alvos de varios trabalhos para tentar
estabelecer padrdes, e diferenciar tipos de face e cranio. A
face humana, como a parte anatémica mais especializada do
corpo, apresenta grandes variagdes tanto funcionais, quanto
estruturais. As diferencas estruturais sdo as que fazem as pes-
soas serem diferentes e Unicas em se tratando da aparéncia
da face. Muitas vezes a equipe multidisciplinar que trabalha
nos centros de reprodugdo humana encontra dificuldades na
selegdo de um doador que apresente compatibilidade com
o casal receptor. O conhecimento, ainda que genérico, das
diferencas faciais permite uma melhor caracterizagéo e estudo
do bi6tipo craniofacial nos protocolos de selecdo de doadores
para casais em centros de reproducao assistida.

Palavras-chave: face, desenvolvimento maxilofacial, banco
de sémen.

ABSTRACT

The face and the cranium have been the focus of many studies
in the literature. A great number of them were done to establish
different facial patterns. The human face is the most specialized
part of the human body with many functional and structural
variations. The structural variations grant individuality to the
persons making them unique and different from each other.

The multidisciplinary teams working in human reproduction
centers have often found difficulties to proper select
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Avaliado e aceito em 23/11/2007

compatible donors. Knowing the different facial types may
help to improve the protocols for donor selection.

Key words: face, maxillofacial development, sperm banking.

INTRODUCAO

O interesse pela face na espécie humana pode ser esta-
belecido com o registro através das artes, especialmente
com a escultura na idade antiga. Esculturas que buscavam
harmonia e propor¢des faciais remontam desde o tempo dos
egipcios antigos, onde as esculturas que retratavam os farads
evidenciavam o conceito de beleza daquela civilizagéo, que
era o de uma face mais arredondada, com uma ponte nasal
estreita e olhos evidenciados. Os egipcios foram a primeira
cultura a capturar a aparéncia facial em pedra, mas os gregos
e romanos foram os primeiros em transpor beleza da face da
escultura para a filosofia. Filésofos gregos buscaram propor-
coes e medidas para explicar a beleza da face, desse ponto
em diante comegou o estudo da face como ciéncia (Peck &
Peck, 1970).

Existem trés tipos faciais. S&o: leptoprosopo, mesoprosopo
e euriprosopo. Esses padroes da face sdo determinados
geneticamente e por aspectos funcionais. Com relagéo ao
aspecto funcional, é relatado que o desenvolvimento ésseo
se processa através da atividade muscular que pode acele-
rar ou impedir o crescimento do osso. A construcédo de uma
estrutura 6ssea depende da musculatura, lingua, Iabios,
bochechas, tecido mole, mucosas, tecidos conjuntivos,
nervos, vasos sangulineos, espaco aéreo, faringe, cérebro
como massa organica, tonsilas, adendides, etc. Estes fatores
definem o ritmo dos tecidos histogénicos que produzem o
desenvolvimento ésseo. A variagdo no crescimento facial &
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justificada através do conceito de interagdo dos componentes
funcionais externos e internos. Os componentes funcionais
externos se referem a musculatura mastigatéria e da mimica e
outros tecidos moles na parte anterior da cabecga e pescoco,
incluindo seu comportamento em repouso. Os componentes
funcionais internos se referem as cavidades bucais, nasais e
faringeais e as atividades dentro das cavidades. Como ainda
ndo se pode interferir na carga genética de um individuo,
tenta-se atuar em nivel da atividade funcional, alterando a
posigdo muscular e redirecionando o crescimento 6sseo (Van
der Linden, 1990; Enlow, 2002).

O complexo dentofacial pode ser considerado como um sis-
tema com trés subsistemas: esqueleto, dentadura e fungao.
Em um individuo normal em crescimento, os trés subsiste-
mas irdo amadurecer de diferentes maneiras em velocidades
diferentes, mas estdo em equilibrio e cada um ficara situado
dentro da extensdo normal de variagdo. Na maioria dos
disturbios funcionais os fatores internos provavelmente sédo
mais importantes do que os externos, mas o prognoéstico
de alteracdo é menos favoravel para os aspectos funcionais
internos (Van der Linden, 1999).

A face, e o cranio foram alvos de varios trabalhos para tentar
estabelecer padrdes, e diferenciar tipos de face e cranio. A
face humana, como a parte anatdémica mais especializada do
corpo, apresenta grandes variagdes tanto funcionais, quanto
estruturais. As diferengas estruturais sdo as que fazem as pes-
soas serem diferentes e Unicas em se tratando da aparéncia da
face. Muitas vezes a equipe multidisciplinar que trabalha nos
centros de reproducéo humana encontra dificuldades na sele-
¢ao de um doador que apresente compatibilidade com o casal
receptor. O conhecimento, ainda que genérico, das diferencas
faciais permite uma melhor caracterizagao e estudo do biétipo
craniofacial nos protocolos de selegéo de doadores para casais
em centros de reproducio assistida (Taitson, 2005).

Caracteristicas do tipo facial leptoprosopo

Na vista frontal a area zigomatica parece mais aplainada que
o normal e o tergo inferior da face é longo e desproporcional
ao terco médio. Este excesso do terco inferior impede o
selamento labial passivo, causando contragdo do musculo
mentoniano durante o selamento labial; expde excesso de
incisivos superiores e gengiva tanto em repouso, e durante
o sorriso. O nariz do individuo leptoprosopo é verticalmente
mais comprido e muito mais protruido. A inclinagcéo do nariz
tende a seguir a mesma inclinagdo da testa ao contrario
do braquicefalico que o nariz irrompe de uma fronte mais
bulbosa. Por ser protrusivo, o nariz tende a curvar-se pro-
duzindo um tipo aquilino. A curvatura aumenta com a idade.
A regido nasal possui a tabua 6ssea externa da fronte mais
inclinada e a glabela e as margens supra-orbitais tendem
a ser mais proeminentes proporcionando uma bochecha
pouco aparente e olhos mais profundos (Enlow, 2002; Gi-
menez et al., 2006).

O perfil é caracterizado por um labio superior curto, o inferior
evertido, distancia interlabial aumentada, mandibula retru-
sa, com uma linha mento cervical curta e o angulo entre a
pescocgo e o mento fechado. Esses sinais podem néo estar
todos presentes e nem sempre evidentes. A face mais alon-
gada do leptoprosopo e a forma aberta (obtusa) da flexdo da
base do cranio possibilitam uma rotagdo da mandibula para
baixo e para tras, tendendo a um perfil convexo. O tamanho
dos musculos dos maxilares nos individuos leptoprosopos
€ mais de 30% menor que os dos individuos mesoprosopos
e que a forca maxima da mordida é metade em relagéo a
normalidade.

Nos individuos leptoprosopos, a principal caracteristica de-
tectavel por radiografia € o aumento da altura facial anterior
inferior, o que resulta no aumento da altura facial total anterior
e uma desproporg¢ao desta com a altura facial posterior. A
mandibula apresenta alteracdo de forma com abertura sig-
nificativa do &ngulo goniaco. Em relagdo a posi¢do dentaria,
se observam a extruséo dos incisivos superiores e inferiores,
caracterizando a compensacéao e também uma extrusdo dos
dentes posteriores superiores. Cefalometricamente observa-
se que a forma do contorno facial é alterada, os arcos den-
tarios geralmente sédo estreitos, a maxila pode ou nédo se
apresentar bem posicionada em relagdo a base do créanio,
enquanto a mandibula geralmente sofre rotagdo postero-
inferior. Apresentam-se aumentadas as seguintes medidas: a
altura facial total, a altura facial inferior, os &ngulos goniaco, do
plano mandibular e interincisivos e apresentam-se diminuidos
o angulo do perfil e da proporgao de altura facial proposta por
Jarabak (Capelozza Filho, 2004; Gimenez et al., 2006).

O leptoprosopo por possuir o cérebro longo na horizontal e
relativamente estreito possibilita que a base do cranio seja
achatada, ou seja, flexura entre as partes média e anterior do
assoalho craniano é mais aberta. Em consequiéncia disso, o
complexo nasomaxilar assume uma posicao protrusiva com
relagdo a mandibula que gira para baixo e para tras devido
ao rebaixamento do complexo nasomaxilar. A fossa anterior
do créanio estreita e mais comprida estabelece um palato e
um arco maxilar mais longos, estreitos e profundos. Com a
miscigenacao étnica, os tipos faciais tendem a se mesclar
ndo produzindo padrdes faciais puros, mesmo assim nas
extremidades norte e sul da Europa continental, assim como
em grande parte da Inglaterra, Escécia, Escandinavia, norte
da Africa e alguns paises do Oriente Médio e Ira, Afega-
nistdo, india, Iraque e Arabia, o tipo leptoprosopo tende a
predominar.

Com relagéo ao sexo, 0 homem apresenta, predominantemen-
te, caracteristicas faciais de um leptoprosopo enquanto que as
mulheres predominam as caracteristicas de um euriprosopo.
Ao realizar uma avaliagdo do biétipo craniofacial no doador e
no casal receptor nos centros de reproducéo assistida, tais
caracteres devem ser considerados. O homem apresenta
a base do cranio longa e estreita e as vias aéreas amplas e
protrusivas. O homem leptoprosopo, como na mulher face
longa, as caracteristicas de forma da cabeca acentuam o
nariz, fronte, ossos malares, globos oculares profundos,
mandibula retrusiva, etc . Com relagéo a faixa etaria, a crian-
¢a tende a ter uma face mais larga e com o crescimento, a
face assume posicao mais vertical (aumento das vias aéreas
e denticdo), de modo que a face mais estreita caracteriza o
adulto (ENLOW, 2002).

Caracteristicas do tipo facial mesoprosopo

Um tipo intermediario de forma da cabega é o chamado
mesoprosopo. Seus parametros se situam entre o tipo
leptoprosospo e o euriprosopo. Na forma da cabeca de um
Mesoprosopo, o cérebro tem o comprimento e a largura in-
termediarios, ou seja, nem longo nem curto, nem estreito nem
largo. Assim, a flexura existente entre a base craniana anterior
e média é correspondentemente intermediaria, determinando
um adequado posicionamento da mandibula. Individuos assim
apresentam uma face equilibrada e, geralmente, na analise
facial possuem simetria aparente, distancia intercanto medial
dos olhos similar a largura do nariz, distancia interpupilar simi-
lar a largura da comissura bucal e proporgao entre os tercos
faciais. No tergo inferior, ha uma proporcao de 1 para 2 entre
a porgao superior e inferior e no perfil um grau moderado de
convexidade ou perfil retro.
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Caracteristicas do tipo facial euriprosopo

Existe um complexo de caracteristicas faciais que caracteri-
zam um euriprosopo, tais como: seios frontais menores, testa
mais vertical e bulbosa, arcos supra-orbitarios e glabela ndo
tao proeminentes. O nariz é pouco protrusivo e a ponte nasal
€ mais baixa. A maxila e a mandibula parecem ser mais proe-
minentes porque a regido nasal superior € menos protrusiva.
Os malares tém aparéncia mais proeminente, o queixo parece
proeminente e mandibula parece mais cheia. H4 uma maior
probabilidade de ocorréncia de perfil ortognata. A cabeca
tem forma arredondada, horizontalmente mais curta e mais
larga (caracterizam individuos orientais e algumas populagdes
caucasianas (Enlow, 1993).

Os individuos ou grupos étnicos deste tipo facial tém um
cérebro mais arredondado, mais curto (horizontalmente) e
mais largo. A base do cranio é mais vertical e tem a flexura
mais fechada, o que diminui a dimens&o horizontal efetiva da
fossa craniana média. O resultado facial € um posicionamento
posterior da maxila. O comprimento horizontal do complexo
nasomaxilar € também relativamente curto. Pelo fato da base
do cranio ser mais larga, porém menos alongada no sentido
antero-posterior, as fossas cranianas média e anterior sdo
correspondentemente escorgadas. A fossa craniana anterior
proporciona a base que estabelece o comprimento horizontal
e a largura bilateral do complexo nasomaxilar e um posicio-
namento relativamente mais anterior de toda a mandibula. A
fossa craniana média é mais em pé e a trajetoéria do cordao
espinhal mais vertical, os individuos que possuem essas varias
caracteristicas tém também tendéncia a uma postura mais
ereta, com a cabeca em posigéo de atengao fixa.

Na analise facial frontal pode-se observar a auséncia de expo-
sicdo dos dentes anteriores em repouso e pouca exposi¢ao no
sorriso. A face larga e quadrada, pela fartura da musculatura
no angulo goniaco mandibular, e uma avaliagao dos tercos
faciais justificam o uso do termo curta, pela discrepancia para
menor do tergo inferior. A proporgdo esperada para o terco
inferior deve ser menor que 60% da altura facial total. O nariz
tende a ser normal ou largo e a expressao zigomatica plena.
A relagéo dos incisivos superiores com o labio superior pode
ser normal, principalmente em criangas e jovens. Quando a
relacdo entre os labios e incisivos é deficiente, o paciente
em repouso fica com os seus dentes escondidos atras do
labio superior, e quando ele sorri, a exposigdo dos dentes é
discreta, sem exibir gengiva. Quando em oclusao, os labios
sdo comprimidos e os sulcos peribucais, nasogeniano e
mento labial, apresentam uma profundidade desproporcional
aidade do paciente. Em individuos com idade mais avancada
e principalmente com desgaste dentario, a linha de contato
labial curva para baixo e os cantos da boca ficam abaixo da
relacdo labial (ENLOW, 1993).

Deve ser notado que o ponto mais importante ¢ a deficiéncia
do terco inferior em relagédo ao tergco médio e a consequente
compressdo labial quando a boca esta fechada, com os
dentes em oclusdo. O perfil apresenta também aspectos
marcantes, ele tende a ser reto ou moderadamente convexo.
O terco médio tem aparéncia normal, com depressao infra-
orbitaria denotando bom desenvolvimento do zigomatico e
um nariz normal. A altura facial anterior inferior esta diminuida.
O angulo nasolabial € normal ou agudo, e o sulco mentolabial
marcado e profundo, principalmente quando o paciente esta
em oclusao. O vermelhao do labio inferior pode estar aumen-
tado e desproporcional ao do labio superior. A linha mento-
cervical é adequada ou longa. A face na vista lateral também
demonstra ser quadrada, devido ao angulo goniaco fechado,
musculatura farta e mento proeminente. Esses sinais podem
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nao estar todos presentes e sempre tao evidentes.

Os labios guardam uma relagdo compressiva que, depen-
dendo da gravidade, pode dar a eles uma protruséo. O labio
inferior pode estar evertido por conta dessa compressao, € o
sulco mentolabial é profundo por conta dessa posi¢céo do labio
inferior, somando ao mento forte. O perfil &€ pouco convexo e
a altura anterior da face esta diminuida, com um tergo médio
normal e um inferior diminuido. A estrutura arquitetural dos
individuos do padrdo face curta é forte e o esqueleto apa-
rece marcado na imagem radiografica. Isso € especialmente
detectavel na mandibula, que apresenta um ramo largo, um
angulo goniaco fechado, um corpo de tamanho geralmente
normal posicionado horizontalmente, com uma sinfise larga
e curta. Essa caracteristica de sinfise larga e curta é forte-
mente correlacionada com o padrao face curta, a ponto de
ser considerada fator de predicao. Do ponto de vista vertical,
apresenta um plano palatino paralelo em relagdo ao plano
da base do cranio, provavelmente normal, e que guarda um
angulo pouco divergente do plano mandibular. Essa é uma
forte caracteristica do padréo de face curta. A sua largura
anterior, assim como a sinfise mandibular, tende a ser maior,
com altura menor (Gil, 2001; Kim, 2007).

Nanda (1990) relatou que em pessoas com altura facial ante-
rior inferior reduzida, os planos faciais como base do cranio,
planos palatino, oclusal e mandibular tendem a ser mais
paralelos. Segundo ele, numerosas investigagdes indicaram
que um angulo goniaco relativamente pequeno é associado
com mordida profunda e as caracteristicas morfologicas da
face sdo dependentes dos quatro planos horizontais. Como
caracteristica de individuos do tipo facial estudado, Lavelle,
em 1979, ressalta ainda que como conseqiéncia da forma
do cranio larga e arredondada, a base do cranio é mais levan-
tada, com uma flexura relativamente fechada, diminuindo,
portanto, as dimensdes horizontais da fossa média craniana.
Para se estabelecer um padrdo de divisdo de acordo com
o formato da cabeca, foi criado o indice cefalico, que nada
mais € do que a razdo entre a largura total e a altura total da
cabeca. Nos dolicocéfalos esse indice € menor que 75.9, nos
mesocéfalos ele varia de 76 a 80.9 e nos braquicéfalos esse
indice € maior que 81. (Enlow, 1990) (Fig.1).

Dolicocéfalo Mesocéfalo Braquicéfalo

Figura 1. Tipos cranianos existentes.

A face pode também ser analisada a partir de uma vista lateral,
onde é evidenciado o aspecto antero-posterior, que nos da a
leitura do tipo de perfil que a pessoa apresenta. Pessoas que
na analise facial apresentam um perfil reto demonstram uma
boa relagdo de crescimento antero-posterior entre a maxila
e a mandibula, consequentemente ha uma harmonia nesse
tipo de perfil. (Landgraf, 2002).

As pessoas que apresentam um perfil convexo, geralmen-
te tém a maxila numa posigdo mais anterior em relagdo a
mandibula. Uma leve convexidade do perfil € uma condigcéo
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caracteristica dos caucasianos. Ha uma condi¢cdo chamada
de bi-protrusdo, onde a maxila guarda uma boa relagcdo com
a mandibula, porém as duas se encontram muito a frente
da base craniana. Individuos que tem um perfil céncavo
apresentam uma situagao contraria dos que possuem o
perfil convexo, ou seja, a maxila dos que tem perfil cbncavo
se situa no plano horizontal, mais posteriormente do que a
mandibula. Esse tipo de condigcéo revela pouco crescimento
maxilar, ou excessivo crescimento mandibular, ou ainda uma
combinacdo de ambos(Figura 2).

Perfil convexo Perfil reto Perfil cbncavo

Figura 2. Tipos de perfis faciais.

Na analise lateral da face, a avaliacdo da projecéo zigomatica
tem um papel fundamental na harmonia facial. A projecao
zigomatica, ou “magé do rosto”, torna o sulco naso-geniano
pouco ou muito marcado, contribuindo assim para o aspecto
mais jovial ou ndo do individuo. Pouca projegdo zigomatica
denota uma deficiéncia do crescimento maxilar no sentido
antero-posterior. Essa situagdo é condizente com as pes-
soas que apresentam um perfil cbncavo, o que leva a um
pronunciamento do sulco naso-geniano, contribuindo assim
para o envelhecimento do individuo. O contrario também
€ verdadeiro, ou seja, onde a projecao zigomatica é muito
evidente, denotam-se perfis mais convexos e por conse-
qUéncia sulcos naso-genianos menos marcados (Mayoral &
Mayoral, 1997).

A mandibula também pode ser avaliada numa visao lateral
da face, para tal deve-se analisar o labio inferior, o sulco
mento-labial e a linha mento pescoco. A deficiéncia sagital
da mandibula causa uma eversao do labio inferior, que pode
também estar associada a uma altura facial reduzida. Essa
situagdo do labio inferior tem relagdo direta com o sulco
mento labial, ou seja, quanto maior essa caracteristica do
labio, mais pronunciado o sulco mento-labial. A linha mento
pescoco esta ligada ao tipo facial, assim individuos dolicocé-
falos apresentam uma linha mento pescoco curta, enquanto
individuos braquicéfalos tém essa linha mais longa, e os
individuos mesocéfalos se situam intermediariamente. (Zaher
et al., 1994; Proffit, 2007).

Para que o individuo seja considerado dentro de um padréo
de normalidade, certos requisitos devem ser preenchidos
quanto a proporcionalidade de sua face. A face pode ser
divida em trés tercos: O terco superior se estende desde o
ponto trichio, que é o ponto onde comega o couro cabeludo,
até a glabela que é o ponto médio entre as sobrancelhas, o
terco médio se estende da glabela até a base do nariz, e o
terco inferior vai da base do nariz ao ponto mentoniano, que
se situa na borda inferior do queixo (fig. 3).

Uma relagdo harmoniosa entre os tercos faciais esta na
proporgao de 1:1, ou aceitando-se um leve ganho do terco
inferior da face sobre os outros numa proporcao de 5:6. O
terco inferior vai do ponto subnasal até o mento, englobando
o labio superior, labio inferior e mento, sendo que essas es-

truturas também devem guardar uma certa proporgao entre
si para que se tenha um aspecto de normalidade nessa parte
da face. (Landgraf, 2002; Proffit, 2007).

1/3 inferior da face
diminuido

1/3 inferior da face
aumentado

Tercgos faciais
equilibrados

Figura 3. Variagdes dos tercos faciais humanos.

As larguras oculares (distancia entre o canto ocular externo
ao canto ocular interno) devem ser iguais entre si e iguais a
largura nasal. Ja a distancia entre os cantos internos do olho,
também devem ser iguais a largura nasal. A largura interpupilar
deve ser igual a distancia entre as comissuras labiais. O labio
superior, que corresponde a distancia entre a base do nariz
até o ponto mais inferior do labio superior, e deve ocupar 1/3
do comprimento total do terco inferior da face, deixando os
2/3 restantes para que o labio inferior e 0 mento ocupem. Na
vista frontal da face também pode-se fazer uma andlise das
estruturas transversais faciais, pois essas também devem
guardar certas proporgdes para que o individuo permaneca
numa faixa de normalidade (Figura 4). A proporgéo divina
de Fibonacci (relagao entre os elementos do corpo humano,
1/1.618) é largamente utilizada para a avaliagdo das propor-
¢des faciais no sentido transversal. Nessa vista podem ser
avaliadas as proporgdes da largura facial com as respectivas
estruturas que compdem um conjunto harmonioso, tal como
a relagdo entre a distancia intercantal e a largura do nariz.
(Ricketts, 1982).

Forma da Cabeca Humana:
() dolicocéfalo () braquicéfalo ( ) normocéfalo

Perfil facial:

( ) concavo () convexo () reto
Nariz:

()largo () estreito

Aberturas nasais:
() simétricas
Raiz do Nariz:
()larga

Asa do nariz:

() proeminente

() assimétricas

() estreita

() imperceptivel

Olhos:

( ) grandes ( ) tendéncia ao hipotelorismo
Perfil da iris

() iris sob a () maior parte

palpebra superior da iris exposta
Canto lateral do olho:

( ) mais baixo () mais alto que
que o canto medial o canto medial
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Lobo da orelha:
() fusionado

com a face
Tragus da orelha:
()longoe

() dependurado

() curto e delicado

Musculos faciais:
() sem expressao
Oclusao labial:
() presente
Linha dos labios:

() com expressao

() ausente

() definida () ndo definida

Extensao do labio superior:

() longo () curto

Perfil do labio superior:

() cbncavo ( ) achatado

Labio inferior:

() protusivo () retrusivo () ambos
protuidos os labios

Perfil mandibular:

() protusivo () retrusivo

Figura 4. Proposta de Protocolo para Estudo de Compatibilidade do
Casal - Bidtipo Craniofacial (Taitson , 2005).

ConcLusAO

A andlise facial € muito importante nas diversas areas que
lidam com estética, como a ortodontia e a cirurgia plastica.
O estudo da face remonta desde a antiguidade, onde se
buscava um modelo ideal de face. Muitos fendmenos que
sdo vistos no crescimento do corpo como um todo, sdo ex-
pressos, embora que de certa forma diferente, no crescimento
da face. O surto de crescimento, mais notavel no periodo da
adolescéncia, ocorre no ramo da mandibula. Observa-se que
o comportamento do crescimento da face esta, de algum
modo, entre o crescimento do neurocranio e o crescimento
fisico em geral. Isto se aplica ndo apenas a proporcao de
crescimento alcangado nas idades precoces, mas também
ao periodo da adolescéncia (Van der Linden, 1990; Suguino
et al; 1996).

Algumas postulagdes sao interessantes, quando se observa
que todos os individuos sao diferentes. Ndo existem duas
pessoas iguais. O mesmo individuo ¢ diferente de si mesmo
a cada momento: momentos condicionais. A hemiface direita
apresenta diferengas da hemiface esquerda. Essas diferencas
individuais ndo séo cadticas. Elas obedecem a determinadas

Estudo da Face Humana

leis. De fato, os elementos ponderaveis e mensuraveis, quando
estudados num grupo de individuos, se distribuem, em termos
de freqliéncias, segundo uma curva de distribuicdo normal
de Gauss. Dentro das diferencas existem semelhancgas, que
permitem agrupar os individuos em tipos. A variagdo € uma
lei basica da ciéncia. O conjunto de variagdes estruturais,
funcionais e genéticas e patologicas sempre esta presente em
uma populacgao de qualquer espécie devido a capacidade de
adaptacéo ao ambiente mutavel. Isso aumenta a possibilidade
de sobrevivéncia para os individuos que tém caracteristicas
mais adequadas as necessidades do tempo. A face humana
certamente tem sua parcela de variagdes. Na verdade, prova-
velmente existem tipos mais basicos e divergentes de padroes
faciais do ser humano. Isso ocorre porque houve adaptagdes
faciais e cranianas incomuns relacionadas a expansao do
cérebro humano. Conclui-se assim, que a utilizagdo de um
estudo de compatibilidade do casal baseado no seu biétipo
craniofacial pode ser Util na selecdo e caracterizagdo de
doadores e casais em um banco de sémen.
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JANEIRO

34th Annual Conference of the IETS
January 5-9
Denver, Colorado

FEVEREIRO

Congress on Controversies in ART failure
(Anniversary Of Avesina Infertility Clinic
Establishment)

February 7

Tehran, Iran

Gene, Environment, Lifestyle
Interaction and Human Reproduction
February 7-9

Malmo, Sweden

3rd Bi-Annual Joint Caribbean

Infertility Conference 2008

- ‘Moving Points in Reproductive Medicine’
Moving Points in Reproductive Medicine
(Boston IVF & Sims Fertility Clinic Dublin)
February 18-20

Antigua, West Indies

13t World Congress of

Gynecological Endocrinology

28 de fevereiro — 2 de margo

Florenga, ltalia

e-mail: isge2008@biomedicaltechnologies.com
www.biomedicaltechnologies.com ou www.
gynecologicalendocrinology.org

MARCO

20th EBCOG European Congress of
Obstetrics and Gynaecology

18th Portuguese Congress of
Obstetrics and Gynaecology

March 4-8

Lisbon, Portugal

e-mail: monica_ribeiro@mundiconvenius.pt
www.mundiconvenius.pt/2008/ebcog

172 Jornada de Ginecologia

e Obstetricia da Maternidade

Sinha Junqueira

Margo 5-8

Ribeirao Preto - SP

e-mail: eventos@sinhajunqueira.com.br
www.sinhajunqueira.com.br

10th World Congress on Endometriosis
March 11-14

Melbourne, Australia

e-mail: wce2008@conferenceconnection.com.au
www.wce2008.com

ABRIL

Basic genetics for ART practitioners
ESHRE Campus Workshop organised by the

ESHRE Special Interest
Group Reproductive Genetics
April 5

Athens, Greece

56th Annual Meeting of the Pacific
Coast Reproductive Society

April 9-13

Rancho Mirage, CA

2nd Congress of the Asia Pacific Initiative
on Reproduction (ASPIRE2008)

& 6th Biennial Meeting of the Pacific Rim
Society for Fertility & Sterility
(PRSFS2008)

April 11-13

Singapore

8th International Symposium on
Preimplantation Genetic Diagnosis
April 23-25

Barcelona, Spain

10th Congress of the European
Society of Contraception
“Non-contraceptive impact of
contraception and family planning”
April 30-May 3

Prague,

Czech Republic

e-mail: congress@contraception-esc.com
www.contraception-esc.com

MAIO

ALPHA

2-4 May

Istanbul
http://www.alpha2008istanbul.org/abstract.
submission.php

Assisted Reproduction Technology -
a Masters level short course

May 12-15

Coventry, UK

Regulation of Follicle Development
and its Clinical Implications

May 23-24

Rome, Italy

JUNHO

6th ISSCR Annual Meeting
June 11-14

Philadelphia,

PA USA

JULHO
24th Annual Meeting of the ESHRE

July 6-9
Barcelona, Spain
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AGOSTO

XIl - Congresso Brasileiro de
Reproducgéao Assistida - SBRA
Séo Paulo - SP
www.sbra.com.br

SETEMBRO

International Symposium on

PREVENTIVE ART FERTILITY PRESERVATION &
PREIMPLANTATION DIAGNOSIS

September 12-14

Chania, Crete,

Greece

17° Congresso Baiano de
Ginecologia e Obstetricia
Setembro 24-27

Salvador, BA

e-mail: sogiba@sogiba.com.br
www.sogiba.com.br

OUTUBRO

The Fertility Society of Australia
Annual Scientific Meeting 2008
October 20-22

Hilton Hotel, Brisbane

NOVEMBRO

64th Annual Meeting of the ASRM
November 8-12
San Francisco, USA

13° World Congress on Human Reproduction
November 16-19

Tel Aviy, Israel

e-mail: info@comtecmed.com
www.comtecmed.com

XXIIl Congresso Brasileiro de Reproducao
Humana

Novembro 26-29

S3o Paulo, SP

e-mail: sbrh@terra.com.br

www.sbrh.med.br

Annual Meeting of the Canadian Fertility and
Andrology Society

November 26-29

Calgary, Canada
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0 tnico analogo de GnRH nao injetavel

narel

acetato/de nafarrelina

Eficacia na
fertilizacao

1,2,4

in vitro Maior comodidade

Spray Nasal vs. injetavel (leuprolida)’

Reduz*

Nimero de ampolas de hMG?
Dias de estimulo?
Custo total do tratamento?

Menor necessidade
de hMG do que leuprolida?

*Indicios mostrados na meta-anélise de Wong JM et al, 20012

Referéncias Bibliograficas: 1. Penzias AS et al. Nafarelin versus leuprolide in ovulation induction for in vitro fertilization: a randomized clinical trial. Obstet Gynecol. 1992;79(5 ( Pt 1)):739-42. 2. Wong JM et al. Efficacy of nafarelin in assisted reproductive technology: a meta-analysis. Hum Reprod Update.
2001;7(1):92-101.4. Henzl MR, Gonadotropin-releasing of endometriosis: a review. Clin Obstet Gynecol 1988; 31(4):840-856. 7. DEF 2006/07, Producdo JBM (Jornal Brasileiro de Medicina).
SYNAREL® (acetato de nafarrelina). Solucdo nasal. 2 mg/ml. Embalagem com 1 frasco de 8 mL com valvula. Uso intranasal. USO RESTRITO A PACIENTES DO SEXO FEMININO E ADULTAS. Indicagdes: SYNAREL® ¢ indicado no tratamento da endometriose gemla\ e extragemtal mclumdn alwm dadore reduqan
das lesdes endometriais, no tratamento clinico do leiomioma uterino antes da miomectomia ou histerectomia planejada, incluindo alivio dos sintomas, redugo o fibroma e do volume uterino e para estimulagao ovariana controlada prévia a fertilizagao in vitro. Ci
a pacientes que apresentem hipersensibilidade a nafarrelina, a andlogos de agonistas do hormdnio de liberagao da gonadotropina (GnRH) ou a qua\quer componente do produto. SYNAREL® é também contra-indicado a mulheres gravidas (ou a pacientes que possam se tornar grévmas; Iaclantes e a pacientes
com sangramento vaginal de causa nao determinada. Posologia: Cada pulverizagao de SYNAREL® libera aproximadamente 100 mcL de solugo, que corresponde a uma dose de 200 mcg de nafarrelina. A paciente deve inclinar a cabega ligeiramente para tras, depois de aplicar o produto e obedecer a um intervalo
de 30 segundos entre cada pulverizagao. Endometriose. incluindo alivio da dor e reducdo das lesdes endometriais: 1 pulverizagdo (200 meg de nafarrelina) em uma fossa nasal pela manha e uma pulverizagdo na outra fossa a tarde (dose total didria = cg). Iniciar o tratamento entre 0 2° e 0 4° dia do ciclo
menstrual. Duragdo do tratamento: 3 a 6 meses, de acordo com a gravidade da doenca e a resposta da paciente. Se a paciente nao responder ao tratamento, aumentar 1 pulverizagao (200 mcg de nafarrelina) em cada fossa nasal, duas vezes ao dia (dose total didria = 800 meg). Duragéo do tratamento: 3 a 6 meses.
no maximo. Tratamento clinico do leiomioma uterino antes da miomectomia ou histerectomia planejada. incluindo alivio dos sintomas. reducdo do fibroma e do volume uterino: 1 pulverizagdo (200 mcg de nafarrelina) em uma fossa nasal pela manha e uma pulverizagdo na outra fossa nasal a tarde (dose total
didria = 400 mcg). Duragdo do tratamento: 3 meses. Estimulacdo ovariana controlada prévia a fertilizacdo in vitro: 1 pulverizagdo em uma ou em ambas as fossas nasais pela manha (200-400 mcg de nafarrelina) e uma pulverizagao na outra ou em ambas as fossas nasais a tarde (dose total didria = 400 ou 800
meg). Protocolo curto: nos protocolos “curtos”, inicia-se a administracdo de GnRHa precocemente no ciclo folicular, com gonadotropinas exdgenas (por exemplo, humana (hMG)) logo em seguida, enquanto o efeito “agudo” inicial do agonista esté ocorrendo. Assim,
o protocolo curto incorpora o efeito agudo como parte do processo de estimulagao. O GnRHa continua a ser administrado concomitantemente, com doses varidveis de gonadotropinas por mais 10-15 dias, até que os foliculos estejam grandes o suficiente. Nesse ponto, 0 agonista ¢ as gonadotropinas sao
suspensos e administra-se horménio gonadotrépico humano (hCG) para estimular o surto de hormdnio LH) e o dos processos que levam ao amadurecimento do oécito. Os o6citos sdo, entdo, retirados dos foliculos antes da ocorréncia da ovulagao espontanea.
Protocolo longo: nos protocolos “longos” de esnmulaqao ovariana controlada, inicia-se a administracao de GnRHa no comego da fase folicular (2° dia) ou na metade ou final da fase litea (em geral, 21° dia) do ciclo menstrual. 0 GnRHa é administrado até que o efeito agudo termine e ocorra a down-regulation
hipofisdria, ¢ pelo ¢ como e, em alguns centros, pela determinagdo das concentragdes séricas de estradiol, que aparecem diminuidas. Depois da down-regulation, que ocorre dentro de quatro semanas, a eshmu\agén ovariana controlada € iniciada com
. A esti ura de 8-12 dias e, entdo, 0 agonista e as gonadotropinas sao suspensos e 0 hormdnio gonadotrdpico coriénico humano (hCG) é administrado, seguido da coleta de odcitos. A preferéncia pelo protocolo “longo” ou “curto” depende de fatores como experiéncia do
médico, caracteristicas e historia da paciente e fatores especmcns da equipe, como sistemas de monitorizagao. Iniciar o tratamento no comego da fase folicular (2° dia) ou na metade da fase litea (21° dia do ciclo menstrual). O tratamento deve ser mantido até ser atingida a down-regulation. Se esta nao ocorrer
num prazo de 12 semanas, a nafarrelina deve ser descontinuada. Quando ocorrer down-regulation (usualmente em 4 semanas), o tratamento com gonadotropina deve ser adicionado a nafarrelina até se atingir um estagio adequado de desenvolvimento folicular, quando entao, ambos os firmacos sdo
einicia-se a corinica para induzir a ovulagdo. Adverténcias e Precaugdes: Da mesma foram que com outros farmacos desta classe, foi relatada a ocorréncia de cistos ovarianos durante os primeiros dois meses de terapia com nafarrelina. A maioria desses eventos
ocorreu em pacientes com sindrome do ovarlo policistico. Es(e aumento de cistos pode apresentar resoluco espontanea, em geral, depois de quatro a seis semanas de tratamento; mas, em alguns casos, pode requerer descontinuacao do Varmacu & intervencao cirdrgica. Se os sintomas da endometriose
recorrerem apos um periodo de tratamento, demandando a repeticao da terapia, recomenda-se a avaliagdo da densidade 6ssea antes de iniciar o novo tratamento, para assegurar que 0s Valores situam-se dentro dos limites da ndo pode ser uma vez que nao estao
disponiveis dados de seguranca para sua realizagao. A eficacia do tratamento da endometriose em mulheres abaixo de 18 anos nao foi estabelecida. Se a utilizacao de um descongestionante nasal for necesséria, recomenda-se a admmls(racao pelo menos 2 horas apés a aplicacao da nafarrelina. Se a paciente
espirrar durante ou imediatamente ap6s a aplicagdo da nafarrelina a absorcao do farmaco pode ser prejudicada. Portanto, neste caso, recomenda-se repetir a aplicagdo. A administracdo de nafarrelina em doses terapéuncas inibe o eixo hipéfise-gonadal. A funcéo normal do sistema hipofisdrio-gonadal é restaurado
normalmente entre 4 e 8 semanas apos a descannnuacao do tratamento. Portanto, as provas funcionais do eixo hipdfise-gonadal efetuadas durante o tratamento ou neste periodo de 4 a 8 semanas, sao de dificil interpretacdo. Uso na qravidez: SYNAREL® (acetato de nafarrelina) ndo deve ser utilizado durante
a gravidez ou na suspeita de gravide: pode causar dano fetal. Estudos em ratos revelaram anomalias fetais com a administracao de nafarrelina durante o periodo de houve aumento da e diminuicao do peso fetal, relacionados com a dose administrada. Os efeitos sobre a
mortalidade fetal em ratos sao ccnsequenclas esperadas da alteragao nos niveis hormonais induzida pelo farmaco. Antes de se iniciar o tratamento com nafarrelina, deve-se assegurar que a paciente ndo esteja gravida. O uso regular de SYNAREL® nas doses recomendadas, usualmente inibe a ovulacdo e a
30, porém a nao esta Se a paciente esquecer de algumas doses durante o tratamento, pode ocorrer ovulago e, conseqiientemente, o potencial de concepgdo existe. Durante o tratamento, deve-se evitar a gravidez utilizando métodos contraceptivos de barreira (diafragma,
dispositivo intra-uterino ou preservativos), e ndo anticoncepcionais orais. Se a paciente engravwdardurame o tratamento, a administracao do medicamento deve ser suspensa e a paciente deve ser informada sobre os riscos potenciais para o feto. Uso na lactagdo: Nao se sabe se a nafarrelina é excretada pelo leite
materno. Portanto, como medida de seguranca, ndo se deve fazer uso de nafarrelina durante o periodo de Interagdes A nafarrelina ndo causa interagdes de ordem farmacocinética, uma vez que sua degradacao ¢ devida a acao das peptidases e nao ao sistema enzimatico P-450.
Dado que a ligacdo protéica (principalmente a albumina) da nafarrelina ocorre na proporcao de apenas cerca de 80%, as interagoes medicamentosas derivadas da ligagao as proteinas plasmaticas sao pouco provaveis. A administragao de um vasoconstritor 30 minutos antes da nafarrelina diminui a absorgao desta.
Reagdes Adversas: O inicio do tratamento com nafarrelina pode causar exacerbagdo transitoria da endometriose e de outros sintomas do desequilibrio estrogénico. O tratamento cronico pode induzir um estado menopdusico. Em aproximadamente 0,2% das pacientes ocorrem sintomas sugestivos de
hipersensibilidade ao farmaco, como dor no peito, prurido, rash, dispnéia e urticaria. O inicio do tratamento com nafarrelina pode causar exacerbagdo transitéria da endometriose e de outros sintomas do desequilibrio estrogénico. O tratamento cronico pode induzir um estado menopéusico.

VENDA SOB PRESCRICAQ MEDICA. SAC: 0800-166575
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